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Egykristaly-rontgendiffrakcios szerkezet-meghatarozasok a
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1. Bevezetés

Az egykristaly-rontgendiffrakcio az egyik legnagyobb
hatékonysagu  szerkezetvizsgaldé ~modszer, jelentdsen
hozzajarul a kémia és a szerkezeti bioldgia napjainkban
tapasztalhatd dinamikus fejlédéséhez. Ennek egyik oka hogy
az egykristaly-rontgendiffrakcio abszolit moddszer: nem
igényel lényegi kémiai informaciot a vizsgalt rendszerrol.
Sok esetben még az elemdosszetétel ismerete sem sziikséges
a teljes szerkezet sikeres meghatarozasahoz, a vizsgalandd
anyagbdl kell megfeleld egykristalyt néveszteni. A méréshez
hasznalt kb. 0,3x0,3x0,3 mm-es egykristalyban 1évo sok-sok
millié elemi cella végzi el azt az erdsitést, ami lehetdvé
teszi, hogy a mikrovilag jelenségérol (az elektronstirtiség
eloszlasa) makroszkopikus eszkozokkel (a szorasi kép
formajaban) informaciokat szerezziink. Ma az 0j vegyiiletek
szerkezeti jellemzésének végsd probakove az egykristaly-
rontgendiffrakcids szerkezetigazolds. A modszer jelentdségét
mutatja az is, hogy a Nemzetkozi Krisztallografiai Unid
(International Union of Crystallography) ajanlasara 2013 a
krisztallografia éve (International Year of Crystallography,
IYCr2013).

A Debreceni Egyetemen (volt Kossuth Lajos
Tudomanyegyetemen) évtizedek 6ta folyo preparativ kémiai
kutatasok a 80-as évek végére egyre inkabb sziikségessé
tették a rontgendiffrakcios vizsgalatokat. Ezt felismerve az
akkori Kémiai Tanszékcsoport (ma Kémiai Intézet) tobb
palyazatot adott be egy diffractométer megvasarlasara
ami végil a T-09252-95. sz. TEMPUS Structural Joint
European Project palyazat segitségével sikeriilt. 1996
decemberében installaltuk az 1j, Enraf Nonius (ma
Bruker-Nonius) gyartmanyu, MACH3 tipusu négykoros
egykristaly-rontgendiffraktométert. A késziiléket hazai
palyazatokbol (MTA, OTKA, OMFB stb.) kiegészitettiik
zartkori  vizhtitével, folyékony nitrogént hasznald
alacsony homérsékletet (90-300K) biztosito6  Oxford
Cryosystem gyartmanyu termosztattal, polarizacios szterco
mikroszkoppal, szamitogépekkel és software eszkozokkel
valamint ~ programozhato, egykristaly novelésére
alkalmas termosztattal. Mindezek segitségével 1996-ban
létrejott az elsé (és ma is egyediili) Budapesten kiviili
egykristaly-rontgendiffrakcios  laboratorium  hazankban
(http://puma.unideb.hu/~xray).

A specializaci6 segitésére vegyész MSc hallgatdk szdmara a
Rontgendiffrakcios szerkezetvizsgdlat valaszthatd tantargyat,
biologia MSc hallgatdk szamara a Fehérjekrisztallogrdfia
kurzust hirdetjiik meg.

Az egykristaly-rontgendiffrakcids szerkezet- meghatarozas
szépsége jelenti egyben a nehézségét is. A Debrecenben

elvégzett szerkezet-vizsgalatok kémiai szempontbol nagyon
széles teriiletet 6lelnek fel: az atmeneti fémek komplexeitdl a
kis szerves molekuldk és cukorszarmazékok konfiguracidjan
¢és konformacidjan at a hidrogén hidas rendszerek topologiai
elemzéséig. Az 1996-2011 években egylittm{ikodd
partnereinkkel kozosen mintegy 60 tudomanyos kozleményt
publikaltunk. A kutatdsokat hazai és kiilfoldi egyetemekkel
(Szeged, Budapest, Veszprém, Texas A and M University,
College Station, University of St Andrews, Tokyo Institute of
Technology) valamint gyogyszergyarakkal egytittmiikodve
végezziik.

Az itt nem targyalt kutatési témak koziil emlitésre érdemes
a ritkafoldfémek makrociklusokkal alkotott komplexeinek!
vagy a vizoldhaté foszfinok guanidinium soinak és
platinafém komplexeinek elemzése? is.

2. Abszolut konfiguracié meghatarozasa

Az optikai aktivitds és a kiralitas a kémia egyik fontos
jelensége. Az  abszolut  konfiguracid  egyértelmi
meghatarozasanak  madig egyetlen, széles korben
alkalmazhaté moddszere az egykristaly-rontgendiffrakcio.
Spektroszkopiai modszerekkel (CD, NMR shift reagensek)
is tehetiink Osszehasonlitasokat egy-egy vegyiiletcsaladon
beliil. Mar vannak olyan, a cirkularis dikroizmust és a
kvantumkémiai szamitasokat 6tvozo modszerek, amikkel
— pl. a szilard fazisban rontgendiffrakcioval felderitett
szerkezet és a Cotton effektus ismeretében - javaslatot lehet
tenni az abszolut konfiguraciora, de ezek alkalmazhatosaga
korlatozott. Az egykristaly-rontgendiffrakciés modszer
jelentds redménye volt, hogy vele sikeriilt igazolni a D cukrok
Az abszolut konfiguracié rontgendiffrakcids ab initio
meghatarozasa azon alapul, hogy ha pontosan megmérjiik
a (hkl) és (-h-k-I) reflexiok (Friedel parok) intenzitdsat az
eltérésbol kovetkeztetni tudunk az abszolt konfiguraciora.
Ahhoz, hogy ezt a kicsiny eltérést biztonsaggal detektalni
tudjuk a szerkezetben nehéz atomnak (a mi késziilékiink
esetén legalabb foszfor vagy kén) kell lennie.

2.1. Egy metabolit abszolut szerkezete.

Ez a projekt kitlinden példazza az egykristaly-
rontgendiffrakcid hatékonysagat abszolut konfiguracid és
ismeretlen szerkezet meghatarozasaban. Német kutatokkal
egytttmikodve® egy Fungus Curvularia sp. gombabol
kinyert metabolit szerkezete volt kérdéses. A problémat
nehezitette, hogy csak minimalis anyagmennyiség allt
rendelkezésiinkre és az eldzetesen elvégzett 'H NMR

*Tel.: 36 52 512 900/22486; fax: 36 52 512 915; e-mail: benyei.attila@science.unideb.hu

117. évfolyam, 2.-3. szam, 2011.



130 Magyar Kémiai Folydirat - Kozlemények

mérések csak annyit valdszintsitettek, hogy a szerkezetre
tett feltételezés helytelen. A kutatocsoportunknak azonban
szerencséje volt! Az NMR cs6bdl néhany szép kristaly
valt ki, mint kidertlt az anyag kloroform szolvatjanak
formajaban. A néhany nap alatt elvégzett diffrakcios
vizsgalat egyértelmiien tisztazta a szerkezetet (1. abra), a
kiralis centrumok korabban feltételezettol eltérd, C10(S),
mérések eredményei is magyardzhatova valtak. Kilon
elony, hogy a rontgendiffrakcios szerkezetet felhasznalva a
CD vizsgalatokat felhasznald kvantumkémiai szamitasok is
ellendrizhetoek lettek.

1. Abra. A Curvulone A.2CHCI, szerkezet.

2.2. Ismert Kiralitas centrumra vonatkoztatott
konfiguracio

Ha a szerkezetben nincs nehéz atom, de valamely kiralitas
konfiguraciot erre vonatkoztatva adhatjuk meg. A
transz-Pterocarpan elballitasa soran egy koztiterméket?
(-)-(R,R)-2,3-butandiollal reagaltatva a képzodott ketal
szerkezetének meghatarozasa (2. abra) lehetévé tette a
A rontgendiffrakcios szerkezet-meghatarozas tovabbi CD
vizsgalatokhoz>¢ fontos kiindul6 pontot adott.
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2. Abra. Relativ konfiguracié meghatarozasa: C2(R), mivel C2”(R) és
C3”(R).

2.3. Racém konglomeratum képzodése

Nagyon érdekes jelenség hogy egyes esetekben racém elegy
konglomeratum formajaban kristalyosodik, vagyis a két
enentiomer kiilon-kiilén képez makroszkdpikus kristalyokat.

Napjaink egyik intenziv kutatasi teriilete a kiralitas 1étrejotte
akiralis kornyezetben. Ennek egyik példija a racém
konglomeratum képzddése. A krisztallografia nyelvén ez
azt jelenti, hogy a racém elegy a kiralis molekulak szdmara
megengedett 65 tércsoport valamelyikében kristalyosodik
és csak az egyik enantiomer vagy annak a tércsoport
szimmetridja altal megengedett részlete van az aszimmetrikus
egységben. A tiszta enantiomerek makroszkopikus kristalyai
kiilon-valaszthatoak. Az utobbi 2 évben tobb olyan anyagot
is talaltunk, amelyeknél ez a viszonylag ritkanak tartott
jelenség tapasztalhatd volt. A tercier amino effektus
vizsgalata soran®® azt tapasztaltuk, hogy egy vegyiilet
(6,7,8,8a-tetrahidrodibenzo[e,g]pirrolo[1,2-a]azocin-
9,9(10H)-dikarbonitril) rontgendiffrakcios szerkezete arra
utalt, hogy az anyag racém konglomeratum.
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3. Abra. CD effektus racém konglomeratum egyetlen kristalyén illetve
egy masik kristalybol készitett oldaton mérve. Az elporitott anyagbdl
késziilt oldat nem mutat eftektust.

Nehéz atom hidnydban az abszolut konfigurdciét nem
tudtuk meghatarozni, de cirkularis dikroizmus modszerrel
is igazoltuk (3. abra) feltételezésiinket. Egyetlen kristalyt
szilard formaban mérve adott CD effektust, egy masik
kristalyt feloldva ellentétes effektust kaptunk mig a teljes
mintabdl késziilt oldat nem forgat. Vizoldhatd foszfan
ligandumok esetén is talaltunk racém konglomeratumot,
ekkor az abszolut konfigurciot is meg tudtuk hatdrozni.
Erdekes modon ezek a vegyiiletek is aminszarmazékok
voltak. A kristalyositasi koriilmények hatasanak részletes
vizsgalatatol reméljiik, hogy jobban megértjiik a racém
konglomeratumok képzodését.

3. Varatlan szerkezetek

A kémia §sszehasonlitason alapuld tudomany: dsszevetjiik
a kulonbozd funkcids csoportok reaktivitdsat az adott
koriilmények kozott. A kapott ismereteket felhasznalva
probaljuk megjdésolni az uj reakciok termékének szerkezetét
és ezt igazoljuk az ugyancsak Osszehasonlitdson alapuld
a spektroszkopiai modszerekkel. Ez az esetek nagy
részében sikeres is, de mindig vannak varatlan reakcidok
vagy a kapott termék Uj szerkezeti elemet tartalmaz. Az
egykristaly-rontgendiffrakcio mint fiiggetlen és abszolut
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modszer lehetévé teszi a termékek szerkezetének igazolasat.
Sajat tapasztalatainkkal egyezik mas krisztallografusok
véleménye: az esetek 5-8%-aban a feltételezett szerkezet
hibas voltat bizonyitja a rontgendiffrakcios szerkezet-
meghatarozas és még érdekesebb 0j anyagot allitottunk eld!

3.1. Egy uj vegyiiletcsalad: kinoidalis tetrazinok

N-heterociklusos karbéneket reagaltatva 3,5-bisz(3°,5°-
dimetilpirazolil)-tetrazinnal ~ szervetlen = karbonat sdok
jelenlétében érdekes, 0j tulajdonsagi anyagokat'® kaptunk:
kinoidalis tetrazinokat (4. abra). A rontgendiffrakcidval
meghatarozott szerkezettel altaldban Gsszhangban voltak
a spektroszkopiai eredmények de nem magyaraztak egy
érdekes megfigyelést: a tetrazin és az imidazol gytirik a
szilard fazisban nem koplanarisak.

% Ci5 ‘/’('31?_
S s

4. Abra. Kinoidalis tetrazin struktira.

A kilonboz6 olddszerekben felvett UV-VIS spektrumok
erds polaritas fliggést mutatnak ami konjugéciora utal. A
szintézist elvégeztiik az N11 és N13 pozicidkban kiillonbozo,
kisebb ¢és nagyobb térkitoltésti szubsztituenst tartalmazd
szarmazékokkal'' és a rontgendiffrakcidval meghatarozott
szilard fazisu szerkezetek minden esetben mutattdk a
gytrtik kiforduldsat 18-42°-al ami viszont a konjugacid
megsziintét jelzi. A jelenség magyarazata hogy a kristalyban
a molekuldk kozott fellépd kolcsonhatasok konformacio
valtozast okoznak.

4. Polimorfia kutatasok

Legtjabban a kutatasi témankat kiegészitettiik a polimorfia
(vagy polimorfizmus) jelenségének vizsgalataval. Szamos
anyagrol — koztik gyogyszeripari hatéanyagokrol
— ismert, hogy a kristalyositasi kortlményektdl fiiggden
a szilard fazis szerkezete (tércsoport, elemi cella, a
molekulak elrendezddése és konformacidja) kiilonb6zo
lehet, azaz tobb polimorf formaban léteznek. A kiilonb6zo
formak eltérd tulajdonsagot, szint, oldddasi sebességet,
biologiai elérhetdséget ¢s aktivitast, akar kiilonb6zd izt
mutatnak. Ennek megfelelden a polimorfia a csokoladétol
a pigmenteken at a gydgyszerekig a mindennapjainkat is
jelentdsen befolyasolo jelenség. A polimorfok vizsgalatanak
alapvetd eszkoze a rontgendiftrakcio, a pormintardl késziilt
felvétel. Gydgyszerész hallgatdk szamara hirdetjiik a
Gyogyszerhatoanyagok polimorfizmusa valaszthato targyat
és tobb gyogyszergyarral van kapcsoltunk a polimorfia
kutatasban.

4.1. Szulfonamid polimorfok

A szulfonamidokrol ismert, hogy konnyen képeznek
polimorfokat'? mivel kiilonbozo hidrogénkotés-
mintazatokat!®* tudnak alkotni. Ezért nem volt meglepd,
hogy egy szulfonamid cukorszarmazék két kiilonb6zo
kristalyformaban is eléallithato volt (5. abra) amikben az C1-
O1 kotés kortili elfordulas 2 illetve 3 hidrogén hid 1étrejottét
tette lehetdvé és ez tikrozddik az eltérd olvadaspontokban.
A jelenség érdekessége, hogy a polimorfok kozotti atjarast
egyik iranybdl sem sikeriilt elérni vizes alkoholbdl vald
atkristalyositassal, az oldat enyhe melegitésével sem! Csak
a szintézis 1épéseinek mddositasaval sikertilt egyik polimorf
helyett a masikat eldallitani. Ez a példa is igazolja, hogy a
hidrogénkotések haldzata még polaris olddszerben is dimer
vagy oligomer formaban tartja az anyagokat.
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5. Abra. Szulfonamid polimorfok.

5. Tovabbi tervek

Az elmult 15 ¢év eredménye, hogy Debrecenben
meghonosodott és mindennapi segédeszkéz lett az
egykristaly-rontgendiffrakcios szerkezet-meghatarozas.
Ezeket a kutatasokat széleskorli —egyiittmiikodésben
végezzilk. A tovabblépést a kis molekuldk teriiletén a
polimorfia vizsgalata jelenti. Ugyanakkor elindultunk
a fehérjekrisztallografiai  kutatasok megteremtésének
iranyaba is. A Rontgendiffrakcids Laboratdrium és tobb mas
kutatocsoport részvételével 1étrejott a Szerkezeti Biologia és
Molekularis Felismerés Miihely (http://www.structbiol.uni
deb.hu). Folyamatosan palyazunk egy 1j, CCD detektoros
diffraktométer megvasarlasara, ami egyrészt a ma mar
elavult késziilék kivaltasat, masrészt fehérje kristalyok
diffrakcids vizsgalatat is lehetové teszi.

Koszonetnyilvanitas

Koszonet az egylittmikodo kutatocsoportoknak,
hallgatoknak és kutatoknak a mérésekhez sziikséges
anyagokért. Jelenlegi kutatasaink az EU tamogatasaval, az
Eurédpai Szocialis Alap részfinanszirozasaval valosulnak
meg a TAMOP-4.2.1/B-09/1/KONV-2010-0007 projekt
keretében. Koszonet a biralok hasznos észrevételeiért.

117. évfolyam, 2.-3. szam, 2011.



132 Magyar Kémiai Folydirat - Kozlemények

Hivatkozasok

1. Tireso, G.; Bényei, A.; Briicher, E.; Kis, A.; Kiraly, R. Inorg.
Chem. 20006, 45, 4951-4962.

2. Kath6, A.; Bényei, A.; Joo, F.; Sagi, M. Adv.Synth. Catal.,
2002, 344, 278-282.

3. Dai, J.; Krohn, K.; Florke, U.; Pesticelli, G.; Kerti G.; Papp,
T.; Kovér, E.K.; Bényei, A.C.; Draeger, S.; Schulz, B.;
Kurtan, T. Eur. J. Org. Chem. 2010, 6928—6957.

4. Kiss, L.; Kurtan, T.; Antus, S.; Bényei, A. Chirality, 2003, 15,
558-563.

5. Kaurtan, T. ; Borbas, A.; Szabd, Z.B.; Liptak, A.; Bényei, A.;
Antus, S. Chirality, 2004, 16, 244-250.

6. Kurtan, T. ; Baitz, G.E.; Majer, Z.; Bényei ,A.; Antus, S. JCS

Single Crystal X-ray Diffraction Studies at the Institute
of Chemistry, University of Debrecen

Single crystal X-ray diffraction is an independent absolute method
which works even with minimal chemical information. The
Laboratory for X-ray Diffraction was established in 1996 at the
University of Debrecen as the first single crystal X-ray diffraction
laboratory in Hungary outside Budapest. Our main mission is
single crystal structure determination (http://puma.unideb.hu/
~xray) for academic and industrial partners in Hungary. Several
hundreds of sructures were determined, and more than 60 papers
were published in the last 15 years.

A metabolite, Curvulone A (Figure 1) was extracted in minimal
amount from Fungus Curvularia sp. As crystalline chloroform
solvates were formed in the NMR tube, the absolute configuration
could be determined unambigously® as C10(S) and CI5(R) in
contrast with earlier suggestions. Circular dicroism methods
combined with quantumchemical calculations for determining the
absolute configuration were validated, too.

Configuration of chiral centers can also be determined using X-ray
diffraction method when there is at least one known chiral center
in the structure. This was observed* in the case of a ketal of a
Pterocarpan skeleton derivative (Figure 2). Reference points for
CD measurements in case of other compounds®® were also given
by diffraction studies.

Racemic conglomerates are homochiral macroscopic crystals
of the enantiomers. Studying the tertiary amino effect’” it was
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observed that 6,7,8,8a-tetrahydrodibenzo-[e,g]|pyrrolo[1,2-
alazocine-9,9(10H)-dicarbonitril forms racemic conglomerates.
Independent CD measurements proved the observation (Figure 3)
by giving Cotton effect for one chosen crystal, opposite effect by
dissolving another crystal and no effect when the bulk solid was
dissolved and measured. Further studies are planned to understand
how pure enantiomers are formed via crystallization under achiral
conditions.

By reacting N-heterocyclic carbenes with 3,5-bis(3’,5’-
dimethylpyrazolyl)-tetrazine in the presence of inorganic
carbonates'® a new compound class, quinoidal tetrazines are
formed (Figure 4).

Polymorphic forms of pharmaceuticals are also studied at
the Laboratory for X-ray Diffraction. It is well known, that
sulphonamides are forming polymorphs'>!® and it was observed by
us, too (Figure 5). The difference in the melting points of the two
forms is the result of different hydrogen bond patterns. In this case
interconversion of polymorphic forms could not be achieved by
recrystallizing the compound from wet alcohol. This indicates that
hydrogen bonds are not broken completely even in polar solvents.

The future plans of the Laboratory for X-ray Diffraction at the
University of Debrecen include submitting proposals for a new
diffractometer equipped with a CCD detector which will make it
possible to test and measure protein crystals, too.

117. évfolyam, 2.-3. szam, 2011.



