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Az NMR spektroszkopia 40 éve Debrecenben
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1. Bevezetés

A cimben jelzett j6 emberdltényi id6 soran a Debreceni
Egyetem (korabban Kossuth Lajos Tudomanyegyetem)
kémiai tanszékeinek munkatirsai NMR spektroszkopiai
témakorben mintegy félezer kozleményt publikaltak (rutin
alkalmazasokat nem szamitva). Az alabbi 6sszefoglalo célja
messze nem a teljes attekintés (mar csak terjedelmi okokbol
sem lehet az), hanem — mondjuk — egy madartavlati kép
felvazolasa némi torténeti perspektivaval, amely a fontosabb
kutatasi iranyokat néhany példa felvillantasaval kisérli meg
bemutatni.

Az NMR spektroszkopia egyediilalld potencialjat kémiai
szerkezeti problémak megoldasara a kémikusok — elsd
sorban a szerves kémikusok — koran felismerték. A legendas
Varian A60 megjelenését (1961-ben) kovetd par éven
beliil az USA-ban ¢és Eurdpaban nem volt emlitésre méltd
szerves kémiai intézet / laboratorium, ahol ne mikodott
volna NMR spektrométer. Az 1j technika bevezetése a
Bognar Rezsd akadémikus iranyitotta Szerves Kémiai
tanszéken is napirendre keriilt a 60-as évek 2. felétdl,
azonban a tanszékvezetonek csak 1971-re sikeriilt megfeleld
tamogatast szereznie, hogy megkezdhesse miikodését az
orszdg elsé 100 MHz-es NMR spektrométere (JEOL MH-
100). A Szerves Kémiai tanszékre telepitett laboratérium
megszervezésével és mikodtetésével Bognar prof. Szilagyi
Laszlot bizta meg, aki akkor tért vissza Strasbourg-i
tanulmanyutjarél, ahol a késébbi Nobel-dijas Jean-Marie
Lehn laboratériumaban mélyitette el ismereteit a nagy
1éptekkel fejlddé6 NMR moédszer teriiletén.

2. Miiszerezettség, kutatoi hattér, oktatas

Atanszékilabortrovidesen elarasztottak igényeikkel nemcsak
a tanszék és az MTA Antibiotikumkémiai kutatdcsoport
(amelyet szintén Bognar prof vezetett) munkatarsai, hanem a
KLTE tobbi kémiai tanszékérdl, kiils6 egyetemi (pl. DOTE)
¢s mas intézmények (pl. iparvéllalatok: Alkaloida, Biogal,
Chinoin, EMYV, stb.) részér6l érkezd megkeresések is. 2-3
éven keresztlll ez volt az orszag egyetlen laborja, ahol 100
MHz-es méréseket lehetett végezni (a KKKI-ben 1973-ban
telepitették a Varian XL-100-ast). A rutin mérésszolgaltatas
nagy ¢és egyre novekvo feladatainak ellatasan tal, ill. ahhoz
kapcsoldddan a laborvezetd feladata volt az miikodtetés
technikai, és részben anyagi-financidlis feltételeinek
biztositasa is.

Rovidesen felmeriilt az NMR-spektroszkopia oktatasanak
igénye, ami 1974-t6l kezdddden egy kotelezd féléves
kurzus, ill. gyakorlat formajaban valosult meg. Ezt segitette
anemsokara elkésziilt két egyetemi jegyzet,’° illetve késdbb
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egy, az elméleti aspektusokkal foglalkozé konyvfejezet
is.!?

Az MH-100 mintegy 10 éven keresztil az egyetlen
nagyfelbontdsu NMR-berendezés volt az Egyetemen, ill. a
régioban, de a 200 MHz-es spektrométer tizembe helyezését
(1. alabb) kovetden is kb. 6 évig volt hasznalatban rutin
igények kielégitésére. A kb. masfél évtized soran mintegy
100 ezer spektrumfelvételt készitettiink.

A Szervetlen és Analitikai Kémiai tanszéken ebben az
idoben induld relaxometriai vizsgalatokhoz beszereztek
egy 8 MHz-es, késébb pedig egy Bruker MQ 20 MiniSpec
berendezést. Ezek a célkésziilékek kizardlag relaxacios idod
mérésére alkalmasak; a spektralis felbontas fogalma ezen
alkalmazasok esetén nem értelmezhetd.

Az NMR metodikaban attorést jelentett az impulzus-Fourier
moédszer (FT NMR) bevezetése a 70-es évek elején, majd
a 2D (ill. tobbdimenzios) spektroszkopia elve kb. 1977-
tol. Ezek a fejlemények egyértelmiivé tettck a fejlesztés
sziikségességét, ¢és ennek elokészitése 1977-ben el is
kezd6dott. Nem gondoltuk volna, hogy ez 4 évig fog tartani,
de a kitarté faradozasok, a kémiai tanszékek Gsszefogasa,
egyes iparvallalatok (Biogal, Alkaloida), valamint az
OMFB tamogatasa eredményeképpen 1981-ben egy szép
augusztusi napon lélegzetvisszafojtva figyelhettiik az orszdg
elsé szupravezeto mdgnesének gerjesztési munkalatait (az
igazsaghoz tartozik, hogy a 2. szupravezetd magnest 2 héten
beliil helyezték tzembe az EGIS Gyogyszergyarban). A
Bruker WP-200SY NMR spektrométer ezt kovetden tobb,
mint negyed szdzadon at szolgdlta a debreceni kémiat
és a veliink kooperald partnereket. Erdemes feljegyezni,
mert jellemzi a kort és az akkori viszonyokat, hogy sokan
ovtak benniinket a szupravezetd technika kockazataitol: a
cseppfolyds He beszerzése u.i. nehézkes és kiszamithatatlan
és/vagy igen draga volt akkoriban. E nehézség lekiizdésében
dontd segitséget jelentett a He-cseppfolydsitd berendezés 1éte
Debrecenben, az ATOMKI-ban. A kockazatok csokkentésére
az  ATOMKI kozremikodésével megépitettink egy
He-visszanyerd berendezést, amely azdta is mikodik
— egyébként az orszagban egyediilallé modon.

Ez az id6szak az NMR-csoport 6rvendetes gyarapodasanak
iddszaka is volt. Ez nemcsak a korszert, 0j spektrométert
és a széles tavlatokat nyitdé 1j NMR-technologiat (FT, 2D,
1. fent), az elhelyezést szolgald 0j laborhelyiséget, hanem
a személyi feltételek ugrasszerii javulasat is jelentette.
Ekkor csatlakozott a csoporthoz a jelen 6sszefoglalo két
tarsszerzdje (K. K és B. Gy), és a technikusi 1étszam is
noétt egy fovel (Sajnalatos modon, késobb ellenkezd iranyt
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valtozasok kovetkeztek be atszervezeés és 1étszamcesokkentés
miatt). A feladatok is jelentésen megnovekedtek: meg kellett
teremteni a folyamatos tizemeltetés feltételeit (cseppfolyos
He- és -nitrogén ellatas), az uj technoldgiai adottsdgokhoz
igazodva fejleszteni és atszervezni a mérésszolgaltatast (pl.
a 24 o6ras mérési lehet6ségek kihasznalasa), az  oktatast,
kielégiteni az ipari tarstulajdonosok (Alkaloida, Biogal),
¢s mas kiilsé felhasznaldk igényeit, stb. A 90-es évek
elejétdl gyakorlati kurzusokat is inditottunk az 1D-, késébb
a 2D méréstechnika elsajatitasara és haladd szintii elméleti
oktatassal is boviilt a képzési paletta.

A miszerdllomany fejlesztésében jelentds eldrelépés
kovetkezett be 1995-ben a Bruker Avance DRX-500
tipusu 500 MHz-es spektrométer tizembe helyezésével. A
beszerzés anyagi fedezetét sajat eré mellett az OMFB és egy
eurdpai palyazati tamogatas biztositotta. A berendezés a kor
technoldgiai szinvonalanak megfeleléen haromcsatornas,
gradiens egységgel, tobb mérdfejjel, multinukledris
konfiguracioban all folyamatos {izemben a kutatok
rendelkezésére. A spektrométert 2008-ban egy AVANCE
II konzol beszerzésével — sajat palyazati forrasainkra
tamaszkodva — tjitottuk fel. 2009-td] a debreceni NMR
laboratérium egy FP7-es palyazat keretében (East-NMR,
http://www.eastnmr.eu/; www.chem.science.unideb.hu/
eastnmr/index.html) eurdpai mérésszolgaltatd kozpontként
(DEBNMR) is miikodik. Az elmult két év alatt hét eurdpai
orszagbhol érkeztek hozzank kutaték és vették igénybe
mérésszolgaltatasainkat valamint szakmai/szakértoi
segitséglinket.

Az 500-assal nagyjabol egy idoben, a Fizikai-kémiai és a
Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékek Osszefogasaval
kertilt beszerzésre egy hasznalt Bruker AM 360 MHz-es
spektrométer. A beiizemelés nem kevés veszddséggel jart,
ugyanekkor a fentebb emlitett gyakorlati kurzusokat is
tovabbfejlesztettiik, kibovitettiik a 360-as bevonasaval
(pl. dinamikus NMR médszerek, doktorképzés). Az NMR
méréstechnika gyakorlati oktatasa, ill. a kiboviilt miszerpark
lehetévé tette, hogy 1997-t6l elinditsuk az orszag elsd
,,onkiszolgal6” NMR laboratériumat, ahol a hallgatok,
doktoranduszok, oktatok-kutatok  onalldan  végeznek
méréseket. Az AM tipust 2000-ben DRX 360-asra ujitottuk
fel, és egy (Dombi Gyorgy szivességébol, Szegedrdl atvett)
hasznalt AM 400-assal is gyarapodott a laboratdrium.
Utobbit nemrég DRX tipusra korszertsitettiik, ¢és egy
gradiens mérofej hozzdadasaval korszerti folyadékfazisu,
tovabbi bdvitéssel (MAS mérdfej + megfeleld r.f. egység)
pedig nagyfelbontasi szilardtest NMR mérésekre is
alkalmassa tettiik a késziiléket.

3. Kutatasi témak

A laborvezetd alapvetd célkitizése kezdettdl fogva az
NMR spektroszkdpiai kutatds elinditasa volt, ez iranyu
tudta — tobbé-kevésbé — kielégiteni. Az elsd kutatdsi témat
nyilt 1ancu szénhidrat-szarmazékok konformacids vizsgalata
jelentette,! ezt tobb hasonld tanulmany kovette. Az NMR
spektrumanalizis pontossaganak és megbizhatosaganak
novelésére az akkor modern iterativ szamitogépes

eljarasokat is bevetették.>? A kor szamitastechnikai
szinvonalat tekintve ez nem kevés erdfeszitéssel jart. Az
NMR modszer nemcsak a molekulaszerkezet, hanem a
molekularis mozgasok (dinamika) vizsgalatara is alkalmas,
igen széles (ca. 1012-10? s) tartomanyban. A Lehn-laborban
elsajatitott  deutérium-relaxaciés modszer  innovativ
alkalmazasat jelentette a lizozim — NAc-gliikozamin
(NAcGIc) enzim-inhibitor komplex  dinamikajanak
tanulmanyozasa.* Kezdeti kisérletek torténtek az NMR-
spektroszkopia biofizikai alkalmazasara is.>® A “100-as
korszak” legjelentésebb eredménye a cisztein-aldehid
reakciok sztereokémiai vizsgalata, dinamikus NMR és
deutériumjelzés segitségével.’

3.1 NMR metodikai fejlesztések
3.1.1 Relaxacios méréstechnikak

A folyadékfazist NMR méréstechnikai fejlesztéseink
hajtéereje az elmult évek alatt mit sem valtozott: elsédleges
cél az érzékenység és a felbontas javitdsa, valamint
a spektrumok kiértékelését zavard jelek kiszlirése.
Modszereket dolgoztunk ki a homo- és heteronukledris
dipolaris relaxdcion alapuld mag Overhauser hatds (NOE)
mérésére, melynek eredményeként lehetdvé valt proton-
proton ill. proton-szén tavolsdgok korabbinal pontosabb
meghatarozasa.'""* Kimutattuk az irodalomban eldszér,
hogy heteronuklearis NOE esetén is felléphet spin-
diffuzié eredményeként harom-spin (indirekt) effektus,!!5.
Kvantitativ *C-"H NOE spektroszkdpia'® bevezetésével 0.1
A pontossaggal hataroztunk meg proton-szén tivolsdgokat.
Bizonyitottuk, hogy ez a jelenség felhasznalhatd
oligoszacharidok szekvenalasara is.'”” A  molekulak
szerkezeti és dinamikai tulajdonsagainak szétvalasztasa
jelentés kihivas az NMR  spektroszkopus szamara.'®
A trehaléz diszacharid és a ubiquitin fehérje példajan
bemutatva javasoltuk a Lipari-Szabd féle NMR relaxacios
dinamikai moddszer kiterjesztését.”” Igazoltuk, hogy
relaxacios interferencia effektusok mérésével a szokasos
dinamikai paramétereken kiviil meghatarozhaté a kémiai
eltoldédas anizotropidja (CSA) és a geometriai faktor is. A
moddszer alkalmazhatésagahoz 1j, hatdsos 1-és 2D mérési
szekvenciakat vezettiink be.?*?! Mddszereinket alkalmaztuk
fehérjék szerkezeti és dinamikai vizsgalatara (3.2 fejezet).

3.1.2 Spin-spin csatolasokkal kapcsolatos uj
technikak

A fontos térszerkezeti informacidét hordozé homo- és
heteronuklearis skalaris spin-spin csatolasok pontos és
gyors meghatarozasara ¢érzékeny, egy- ¢s kétdimenzids
NMR modszereket fejlesztettiink ki.>** A tobbkotéses
heteronuklearis csatolasok mérésére kidolgoztunk egy, a
korabbinal altalanosabban alkalmazhaté modszert, az un.
CPMG-HSQMBC technikat. A kisérlet eredményeként
tisztan  abszorpcids  fazisi  multipletteket  kapunk,
amelyekbdl a csatolasi allandok pontosan és megbizhatéan
kimérheték. A modszer alkalmazhatdsagat kiilonb6zo
bonyolultsagi ~ molekulak (szacharoz, sztrichnin,
tengeri  baktériumbdl izolalt makrolid) proton-szén
(ill. egyéb molekuldak proton-nitrogén, proton-foszfor,
stb.) csatolasainak meghatarozasaval bizonyitottuk.2>?’
Egy tovdbbi modositasnak koszonhetdéen (adiabatikus
impulzusok, CPMG cs6kkentett teljesitményen) olyan
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magok heteronukledaris csatolasai is pontosan mérhetdk,
amelyek kémiai eltolodasa erdsen hdfokfiiggd (pl. "’Se).?

A fehérjék masodlagos szerkezetére jellemzé *J, .
homonuklearis csatoldsi dllandok mérésére a J-modulait
TROSY modszert javasoltuk.” Az érzékenység tovabbi
novelésére  sav-szelektiv H_lecsatolast alkalmaztunk,
ami kiillondsen nagyobb méretli fehérjék (MW > 30 kDa)
vizsgélata esetén igéretes. Proton-detektalason alapuld
INADEQUATE/ADEQUATE kisérleteket fejlesztettiink ki
egy- és tobbkotéses *C-13C skalaris spin-spin csatolasok
meghatarozasara. A modszer elonye a jelentds érzékenység
novelés, valamint lehetdséget nyujt az egy- s tobbkotéses
csatolasi  dllandok  egyidejii  meghatarozasara.’%-?
Alkalmazhatdsagat szamos mono- ¢és diszacharid példajan
bizonyitottuk, megmérve azok Osszes lehetséges *C-"*C
csatolasi allandoit. A "C-*C multiplettek szamitogépes
elemzésével 2 Hz-nél kisebb csatolasi allanddk is mérhetdk.
Az egykotéses, maradék dipolaris csatolasi allandok
(‘DX)H) pontosabb és érzékenyebb mérésére az indirekt, X
dimenzioban csatolt HSQC-GBIRD" valtozatot vezettiik
be**. Ez a kisérlet az Gsszes tavolhatd "J,  ~ csatoldst
megsziinteti, igy a kivant csatolasi allando egy éles
dublettbdl hatarozhatdo meg, lehetséget adva az orientalt
kozeg altal okozott kis effektusok mérésére. A TROSY
esetén ugyanezzel a modszerrel tovabbi felbontas- ¢és
érzékenység novekedést értiink el.>

A szoros csatolasok (masodrendli effektusok) hatasat
tanulmanyoztuk 2D heteronuklearis skalaris és dipolaris
korreléacios spektrumokra. Kimutattuk, hogy pl. szénhidratok
spektrumaiban kiilonos figyelmet kell forditani a szoros
csatolastdl szarmazd jarulékos jelekre. Ezen csucsok
elnyomasara egy altalanos modszert javasoltunk ami
noveli a korrelacios jelhozzarendelés megbizhatdsagat.>*
Tallium-cianid rendszerek oldatfazisu egyenstlyat eldszor
vizsgaltuk 2D-EXSY technikaval majd a teljes csere matrix
értékelésével jutottunk mechanisztikus kovetkeztetésekre.*
Osszefoglald kozleményt*! irtunk a heteronuklearis NOE
elméleti és kisérleti témakorében.

3.2 Alkalmazasok
3.2.1 Szerves kémiai alkalmazasok

3.2.1.1 ,,Kis” molekulak

Szénhidratok

A, kis” molekuldkkal kapcsolatos NMR-kutatasok tipikusan
amolekulaszerkezet(konstitiicio, konfiguracid, konformacio)
meghatarozasat célozzak altalaban oldatfazisban. A feladat
megoldasanak sine qua non-ja az egyértelmii (,,ab initio”)
NMR-jelhozzarendelés ('H, “C, esetleg "N, és egyéb
magok). Ez mar viszonylag kis molekuldk esetén sem
trivialis. Nyugodtan allithatjuk, hogy a 80-as évek elején
megjelend 2D-modszerek forradalmi valtozast hoztak ezen
a teriileten; a WP-200SY (1. fent) telepitésével ez a technika
szamunkra is elérhetdvé valt, és alkalmazasat rovidesen
be is mutattuk egy diszaccharid példajan.* Ezt kovet6en
szamos esetben alkalmaztuk a modern NMR modszereket
szénhidratok szerkezetvizsgalatara. Alljon itt erre néhany
kiragadott példa.

Osszefiiggést mutattunk ki az  egy-kotéses 'H-"°C
csatolasi allanddk és a térszerkezet kozott pirandz-gytiriis
szarmazékokban.®® Multinuklearis ("H, "*C, “N) mérések
segitségével tisztdztuk a gylri-lanc tautoméria és a
protonalddas szerepét aldoz-aminoguanidin-** és egyéb®
szarmazekokban. Elsoként kozoltik a gyogyszerként
alkalmazott aminoglikozid antibiotikum, a tobramicin teljes,
ab-initio 'H- és 3C NMR jelhozzarendelését 2D-modszerek
és iterativ szamitdgépes analizis segitségével,* majd erre
tamaszkodva mikroszkopikus protonalodasi allandokat
mértiink NMR- és potenciometria kombinalasaval.’
Vizsgaltuk az ugyancsak aminoglikozid antibiotikum-
arelaxacios modszerekben rejld lehetdségekre a térszerkezet
meghatarozasaban.* Hidantocidin-analog szarmazékokban
a szerkezetmeghatarozasban fontos kémiai eltolodas-,*
ill. proton-szén csatolasi allandokra vonatkozd szabalyokat
allapitottunk meg.>**! Kidolgoztunk, és oligoszacharid
példakon mutattunk be egy altalanosan alkalmazhaté NMR
modszert savszelektiv jel-elnyomasra atfedd 2D spektrumok
egyszertisitése céljabol.’2 Uj tipusu, diszulfid-interglikozidos
kotést tartalmazo diszacharidok konformaéciojat vizsgaltuk
ROESY modszerrel.> Részletesen vizsgaltuk 'H-
BC  csatolasok alkalmazhatosagat ketozidok anomer
konfiguracidjanak meghatarozasara, ¢s ramutattunk a
modszer korlataira.>

Oligoszacharidok kotéstipusanak meghatarozasara
bevezettik a tdvolhaté (LR-COSY) *J . . proton-
proton®** és a (2D-DEPT) *J, . proton-szén>’ csatolasokon
alapuld modszereket.”® Utobbi proton-detektalt valtozata
lett a legelterjedtebb szekvencia meghatarozasi eljaras.*
Oligoszacharidok szerkezetvizsgalatara 1D ,,kémiai eltolodas
szelektiv filter” technikat javasoltunk.®® A Shigella sonnei
kompenzalt off-rezonancia ROESY technikaval és a
*Jcoc Csatoldsok alapjan hatdroztuk meg.®' Vizsgiltuk a
novények fagyastlird képességében fontos szerepet jatszd
trehal6z konformaciojat *J, . csatoldsok segitségével. Az
un. Lipari-Szabo analizis kiterjesztésével megallapitottuk,
hogy a fagyasi fazisatmenetet megel6zden hirtelen
megndvekszik a trehaléz molekulak belsé mozgékonysaga.'®
Heteronuklearis *J, . csatoldsok alapjan valdsziniisitettiik,
hogy vizes oldatban sem a trehaldzban, sem a szacharézban
nincsenek perzisztens H-hidak.®> Meghataroztuk tovabba
az OH-konformer-populaciokat és az irodalomban eddig
le nem irt Karplus paramétereket °J, . csatolasokra.®
A neuraminsav és polimerjének (kolominsav) 'H és *C
DD relaxacios interferencia mérésekb6l oldatfazisban.®
Relaxacios interferenciak magneses térerdsség-fliggését
kihasznalva jellemeztik a metil-B-D-glikopiranozid
hidroximetil- csoportjanak belsé mozgasait."> Az NMR
szénhidratkémiai akalmazasait korabban egy magyar,*
nemrég pedig egy nemzetkdzi monografiaba®” felkérésre irt
cikkben ismertettiik.

Peptidek, glikopeptidek, antibiotikumok

A 90-es években egyre elterjedtebbé valt az NMR-
adatokra tamaszkodd szamitégépes molekulamodellezés
alkalmazasa a konformacids analizisben. Ezt a modszert
szamos Uj, bioldgiailag hatasos peptid — pl. enkefalin-,
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oxytocin-, gastrin-, deltorfin- és endomorfin-szarmazékok
— szerkezetmeghatarozasara alkalmaztuk hazai ¢s
amerikai (USA) kutatokkal egyiittmikodésben®® " A
vizsgalt peptidek oldatbeli térszerkezetének ismeretében
meghataroztuk a farmakofor-csoportoknak a receptor altal
megkivant térbeli elrendezddését. A kapott eredmények
alatamasztjak a korabbi, kémiai szerkezet-hatas 6sszefliggés
szamitasok (QSAR) alapjan felallitott bioaktiv szerkezet-
modellt. Hasonld modszerekkel kimutattuk, hogy még
olyan, viszonylag “merev” molekuldk esetén is, mint a
ciklopeptidek, tobb konformer egyideji jelenlétével kell
szamolni oldatban.” Az aromas-amid (Ar-HN), aromas-
HC (n-HC) gyenge polaris kolcsonhatasok hélix-stabilizald
szerepét tanulmanyoztuk linearis peptidekben NMR, CD
adatok és molekuladinamikai szamitasok alapjan.

Sejtfal  glikopeptidek  konformacidjat  horvat-német,?!
ill. szlovén partnerekkel kooperalva tanulmanyoztuk.®?
transzfer-NOE / molekularis ~ modellezés modszerrel
hataroztuk meg ugyancsak szlovén egyiittmiikodésben.®
Dél-afrikai partnerekkel pedig egy rakfajtabdl izolalt
kardioaktiv nonapeptid, (CCAP)® illetve a malariasziinyog
(Anopheles), repiilési képességét szabalyozd neuropeptid
ill. membrananaldg fazis koriilményei kozott (Mugumbate,
G; Jackson, G.E.; Kovér, K.E.; Szilagyi, L. Peptides, 2011,
kozlésre elokészitve).

A flavofungin, egy 32-tagu pentaén makrociklusos lakton
11 kiralis C-atommal: az ,,ab initio” 2D jelhozzarendelés
alapjan mért csatolasi allandok ill. a deutérium
izotopeffektusok mérése révén sikeriilt a konformacios
és H-kotéses viszonyokat részletesen feltérképeziink.®
Az ugyancsak a polién-makrolidok csaladjaba tartozé
oligomicinek esetében hasonld kozelitést alkalmazva
lehetdség nyilt az oldatkonformacio és a szilard fazist (Rtg-
diffrakcids) szerkezet osszehasonlitasara.®® Heteronuklearis
NOE magnesezettség atvitel segitségével igazoltuk a
vankomicin antibiotikum hatdsmechanizmusat.’” A Gauze-
Intézetben (Moszkva) izolalt 0j glikopeptid antibiotikum
(eremomicin) szerkezetét hataroztuk meg magyar-orosz
kooperacioban. A teljes NMR jelhozzarendelését
kovetden vizsgaltuk molekularis dinamikat és sejtfal-analog
peptid kot6dést.3® A risztocetin-A antiparallel dimerjének
ellentétes oldalain talalhatd kotd helyek eltérd affinitassal
kotddnek a sejtfal analog *C jelzett D-Ala-D-Ala
peptidhez.® Ez 6sszhangban van a ligandum kotodés és a
dimerizaci6 anti-kooperativitasaval. >N jelzett eremomicin
esetében viz telités-atvitellel  igazoltuk, hogy a viz
kiszoritasa a kotohelyrdl fontos a kotddés értelmezéséhez
(kooperativitas).” Az eremomicin hidroféb, illetve
elrontott” kotdhelyl szarmazékainak hatdsmechanizmusat
vizsgaltuk glikopeptidre érzékeny és rezisztens baktérium
torzsek esetén.”! Teljes 'H, 1*C és "N NMR jelhozzarendelést
adtunk négy alapvetd glikopeptid antibiotikum aglikonjara
(Vankomicin, Eremomicin, Teicoplanin és Risztocetin-A).*?
Teicoplanin és risztocetin aglikon szarmazékokban egyes
esetekben az antibakteridlis aktivitds jelentés novekedését
észleltiink rezisztens €s nem-rezisztens térzsekben. A hatas
novekedést a multivalencia elv alapjan, az antibiotikum
micellak képzodésével értelmeztiik, amit DOSY és STD
kisérletekkel igazoltunk.”

3.2.1.2 Fehérjék, egyéb polimerek, fehérje — Kkis
molekula kélesonhatasok

Az 1j 2D (késébb nD) NMR technoldgia teljesité képessége
a fehérjék szerkezetének atomi szinti meghatarozasaban
csticsosodott ki. A fehérje-NMR alapjait a késdbb Nobel-
dijjal jutalmazott Kurt Wiithrich fektette le; a moddszer
1ényegét egy osszefoglald cikkben ismertettiik.>* Szilagyi L.
a kaliforniai Stanford Egyetemen tett tanulmanyttja soran
keriilt kapcsolatba a témateriilettel.”> Itt ismerte fel a nagy
érdeklddést kivaltod osszefliggést az NMR kémiai eltolodasok
és a fehérjék masodlagos szerkezete kozott,” majd késdbb
elkészitette a témateriilet els6 monografikus Osszegzését
is.” A lizozim El-komplexek (1. fent:*)  molekularis
dinamikajanak részletesebb vizsgalatat  tobbszordsen
deutérium-jelzett GlcNAc-szarmazékok felhasznalasaval
folytattuk.”®  Spanyol-olasz  egyiittmiikodés  keretében
vizsgaltuk a human tumorterapidban igéretesnek mutatkozd
hasnyalmirigy RNaz fehérjét (HP-RNaz).” Az altalunk
kifejlesztett relaxacids technikak (1. fent) alkalmazasaval
egyértelmiien igazoltuk, hogy a kiilonb6z6é masodlagos
szerkezeti elemek (a-hélix, B-red6) belso flexibilitasa eltéro.
A szamitott globalis korrelacids id6 alapjan feltételeztiik
a fehérje dimerizalodasat, amit megerodsitettek a diffizids
NMR (DOSY) és az ultracentrifugas mérések is.'®

Az idegi szabalyozasokban szerepet jatszd Calretinin
fehérje (CR) szerkezetét és tulajdonsagait lengyel-magyar
egylitmikodés keretében vizsgaltuk az un. ,,modularis”
kozelitéssel. ~ 2D-TROSY technikaval megallapitottuk,
hogy a CR-I-II és a CR-III-VI modulok ugyanazt a
szerkezetet alkotjak komplexiikben mint a kovalensen kotott
teljes calretinin.'*1? Jellemeztiik a CR-1-1I modul Ca>* és H*
kotd sajatsagait.'® A PAF antifungalis fehérje térszerkezetét
3D-NMR moddszerekkel,' (az elsé ,,debreceni” fehérje
szerkezet a pdb adatbankban, kddja: 2ken) belsé dinamikajat
Lipari-Szabd szerint hataroztuk meg. A harom diszulfid
hiddal feltekeredett PAF szerkezetét két ortogonalis [-
redd, valamint a felszinén elhelyezkedd szamos bazikus
lizin jellemzi, amelyek novelik a PAF toxikussagat fonalas
gombakban.

Telités-atviteli differencia (STD) kisérleteket dolgoztunk
ki  fehérje-ligandum  kolcsonhatasok — kimutatasara
konnytivizes kozegben.!®197 A hasonlé kémiai szerkezetl
ligandumok kompeticios titralasa esetén fellépd jelatfedési
problémak kikiiszobolésére 1j izotdp-szerkesztett/szlirt
STD kisérleteket javasoltunk'®” és ezzel a mddszerrel
meghataroztuk egy szénhidrat - fehérje (malektin) komplex
egyensulyi allandoéjat. Kidolgoztunk tovabba egy hatékony
csoport-szelektiv (group-selective, GS) telitési modszert,
amellyel a '“N-izotoppal jelolt fehérje valamennyi amid-
proton atmenete egyidejlileg telithetd akkor is, amikor
azok atfednek a ligandum rezonanciajeleivel.!® A GS-
szekvencian alapuld telités "kémiai szelektivitasa’ — azaz az
NH, alifas ill. aromas H-ek szelektiv gerjesztése — lehetdséget
ad a ligandum-fehérje kolcsonhatas szerkezeti jellemzodinek
a fehérje oldalardl vald feltérképezéséhez és pontosabb
megismeréséhez is.!%® STD kisérletekkel tanulmanyoztuk
a Xlll-as véralvadasi faktor (FXIII) és kiilonb6z6 peptid
inhibitorok koélcsonhatasanak szerkezeti részleteit, amelyek
jo egyezést mutattak a szamitégépes szimulacioval kapott
eredményekkel.!” Ugyancsak STD modszerrel vizsgaltuk
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oligovalens diszulfid-glikozidok k&tddését a Concanavalin-
A lektin-fehérjéhez indiai egyiittmiikodés keretében.''?

DOSY technikaval megallapitottuk hogy egyes guanozin
molekulak nem vizes kézegben G4 kvartettek 1étrejottével
linearis szupramolekulakat alkotnak,'" amelyek képesek kis
molekulak ,,befogasara”. NMR eredményeink &sszhangban
voltak a transzmisszids elektronmikroszkop (TEM) és
fényszorasi kisérletekkel.

3.2.2 NMR a koordinacios kémiaban

Az 1970-es évek eclején Nagypal Istvan és munkatarsai
NMR relaxometriai vizsgalatokat elevenitettek fel az
NMR ,,hdskorabol”. >3 Elméleti-kinetikai és matematikai
modszerek alkalmazasaval kidolgoztdk a sok-komponensti
egyensulyi rendszerek relaxometrias elemzését, a viz-
protonok T, relaxacid-sebességének mérésével.''* A réz
aminosav komplexeivel kezdték,'"® majd vanadil-'"® és a
krom(II) ionok'” teljes egyensulyi dinamikajat elemezték.
Debrecenben Briicher Ernd kutatocsoportja kezdte el a
nagyfelbontasi 'H NMR alkalmazasat a koordinacios
kémiaban."® A ritkafoldfém-kémiaban elért eredményekrol
egy kilon cikk olvashaté a MKF jelen szamaban (Briicher-
Tircs6-Toth).

Els6 kozelitésben egy fémion (M)-szerves ligandum (L)
alkotta kémiai egység elvileg semmiben sem kiilonbozik
egy szerves vagy elemorganikus molekulatdl, igy annak
NMR spektroszképias vizsgalata is alkalmazhaté a jol
bevalt “szerves NMR” technikdk barmelyike, lasd 3.2.1.
alfejezetben irottakat a jelek hozzarendelésér6l. Azonban az
ML, komplexek reverzibilis, dinamikus egyensulyi lépések
soran képzddnek, ezt a mérési adatok értelmezésénél
figyelembe kell venni.'?

3.2.2.1 Fémkomplexek egyensilyainak dinamikaja
nagyfelbontiasii NMR mérésekkel

Az 1980-as évek kezdetétol alakult ki az egyiittmiikodés a
Debreceni Egyetem (akkor KLTE) Szervetlen és Analitikai
Kémiai Tanszéke és a stockholmi Kiralyi Miiszaki Egyetem
(KTH) Szervetlen Kémiai Tanszéke kozott, amelyben a
szervetlen vegyiiletek multinuklearis NMR vizsgalatait
tiztik ki célul. A kezdetektdl debreceni kutatdk vettek
részt benne, ¢és a svéd partnerekkel egyiitt alapitottak
és alakitottdk a “’stockholmi dinamikus NMR iskolat”,
amelynek helyszinét az NMR késziilékek rendelkezésre
allasa és a jobb kutatasi koriilmények hataroztak meg. '21!
A kezdetekben teljes jelalak analizissel és a spektrumok
Olyan régodta ismert koordacids kémiai rendszerek leirasat
egészitettilk ki dinamikai adatokkal, mint a TI** - CI- és
Br rendszerek.'”>!2  Hasonld teljességgel irhatok le a
koordinacids kémiai rendszerek a “lasst csere” kortilményei
kozott 1D és 2D magnesezettség atviteli technikakkal. Ezzel
a modszerrel sikeriilt tisztaznunk a TI** és CN- rendszer
egyenstlyi dinamikajat 1D és 2D 2®TI- és “C-NMR
modszerekkel,'** valamint az irodalomban elséként kozolt
2D 25T1I NMR spektrumokat is felhasznalva.** Ez utobbinak
az adott kor technikai barvirja mellett érdekes kinetikai
vonatkozasa, hogy az un. “kém-mag” technikaval sikeriilt
igazolni, hogy egy 1épésben csak egy ligandum cserélodik a
ligandumcsere reakcidk soran.

A technikai és szamitasi fejlesztések utan fontos komplex
egyensulyi rendszerek dinamikai vizsgalata kovetkezett.
Multinuklearis (’O-, BC- 77Al- F-NMR) 1D és 2D jelealak
elemzés és magnesezettség-atviteli technikakkal tisztaztuk
a UO,* és CO,” harommagvii komplexek valamint az AI**
- F-és az APP" - citrat rendszerek egyensulyat, szerkezetét és
dinamikajat vizes oldatban. '>!'2¢ A Rh*'-akva komplexek
protoncsere dinamikajanak kvantativ meghatdrozasara
elséként két téreron mért jelelak elemzést alkalmaztunk,
aminek segitségével azonositottuk a protonok mozgasat
a szoros bels6 szférabdl a kinetikailag stabilis kiilsd
szféraba.'?’

Az orvosi magneses rezonancia képalkotas (MRI)
térhoditasaval a kilencvenes években megnovekedett az
érdeklodés a ritkafoldfém kémia irant (ami elsésorban a
paramagneses gadolinium(Ill) komplexekre iranyult),'?
egyuttal még fontosabbak lettek az NMR vizsgalatok.
Hoémérsékletfiiggé 1D és 2D 'H NMR vizsgalatokkal
meghataroztuk kiilonboz6 fémionok (K*, Bi** és Ln*)
DOTA szarmazékokkal és poliamino-polikarbonsavakkal
képezett komplexei bels6é mozgasanak dinamikéajat.!?*13
Megallapitottuk, hogy a bels6 mozgasoknak jelentds szerepe
van mind a ligandum kicserélodési reakciok kinetikdjaban,
mind a kontraszthatas mértékében.

3.2.2.2 Multinuklearis NMR vizsgalatok focsoport-
elemek és d-mezé fémionok komplexeinek
korében

A FT-NMR  késziilékek megjelenésével a  hazai
kutatasainkban is gyakoribba valt a fentiekhez képest
“mas”- vagy “X-“ (tobbnyire fém) - magokon torténd
mérés. Az egyes magok érzékenysége nagyon eltéro,
emellett a kvadrupdlus magok esetében limitalo tényezo,
hogy a gyors relaxacidval egyiitt jaro jelszélesedés a nem
szimmetrikus komplexek detektalasat gyakran megneheziti,
sot lehetetlenné is teheti. Az alabbiakban kiragadott példakat
mutatunk be, a kinalkozo sokféle csoportositasi lehetdség
koziil a mért X-mag novekvo tomegszama szerint haladva,
tavirati stilusban szemléltetjiik a “multinuklearitas” nyujtotta
elényoket.

"B (I=3/2) A Gyo6ri Béla és Emri Jozsef csoportja az
'H és *C NMR mellett intenziven hasznaltak a "B NMR-
t is az 0 vegylleteik, pl. az amin-cianokarboxiboranok
jellemzésére. 131132

4N (I=1), BN (I=1/2). N NMR segitségével szervetlen
nagyipari termékek (miitragyak) REACH mindsitését
dolgoztuk ki. "N NMR HSQC vizsgalatokkal a PAMAM
dendrimerek protonalddasi helyeit sikertilt azonositani.

7Q (I =3/2) Homérsékletfiiggd '"O NMR spektroszkopi-
aval az U(IV) és az U(VI) akva komplexeinek, valamint
a Mn(IIl) kiilonb6z6é porfirin  komplexeinek vizcsere
kinetikajat irtuk le, és javaslatot tettiink a mechanizmusra'*
135 Kihasznalva azt, hogy az un. -il oxigén atomok NMR
jelének kémiai eltolodasa igen érzékenyen tikrozi a
fémcentrum belsé koordinacios szférajanak valtozasait,
értékes egyensulyi, szerkezeti ¢és dinamikai adatokhoz
jutottunk UO,*" -karbonat,”*"*7 az ipari jelentdséggel
bir6 Mo(VI)-foszfat/ vagy szulfat/ vagy klorid -
hidrogénperoxid alkotta heteropoli(per) oxalatok,"’®1% a

Mo(VI)- hidroxamsav,'*® és a V(V)- szerves ligandum -
""" 141
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BF (I=1/2) Kihasznadlva a F mag kivételesen jo
érzékenységét, Gjravizsgaltuk és részletesen leirtuk az AI**-
F- rendszer egyensulyi és ligandumcsere reakcioit.'*>!'*
Hasonléan eredményes volt az Al*-H"-oxalat-fluorid
négykomponensii  rendszer vizsgalata, beleértve a
kornyezetkémia vonatkozasokat is.'2

Al (1=5/2). Egyensulyi vizsgalatok soran a szimmetrikus
Al(H,0) " ill. AI(OH), jelének intenzitisa kvantitative
mérhetd, de esetenként tovabbi (torzult oktaéderes
szerkezetll) részecskék is detektalhatok, igy elvégezhetd a
potenciometrian alapuld modellek “validalasa”,'44145:126.146.147

P (I = ') Jod Ferenc ¢s mtsai tobb Rh- és Ru- foszfin
komplex — fontos hidrogénezd homogén katalizator
és 3P NMR spektrumok elemzésével, értelmezték az
Osszefliggést a szelektivitas és a szerkezet kozott.'*® Svéd
egytittmikodésben bonyolult hetero-poli(peroxo)metallatok
részletes egyensulyi viszgalatait kovetéen 1D és 2D 3P
csere-spekroszkopia segitségével a kotések Elettartamat
tudtuk megbecsiilni, a csere-reakciok mechanizmusara
tettiink javaslatot.” Az Al(Ill)-glifozat rendszerben
nagyszamu izomert detektaltunk 3P NMR-rel, ezek
energetikai viszonyait €s az izomerizaci®6 mechanizmusat
DFT szamolasokkal is jellemeztiik.'*’

3Cl (I=3/2) Briicher és mtsai relaxaciés mérésekkel
igazoltak, hogy a perklorat anion nem képez ionpart a Lu**
ionnal aceton-viz elegyben.!?

#$Ca (I=7/2) Relaxacios vizsgalatokkal sikeriilt megallapi-
tanunk, hogy a human transzglutamindz enzimeknek az
ismert kotohely mellett egy gyengébb kalcium kétohelye is
1étezik.'*

SIV (I = 5/2) 'V NMR-rel megallapitottuk, hogy ionos
folyadékokban a vanadat ionok erds kolcsonhatasban
vannak az oldoszerrel, képesek felbontani a BF, aniont és
vanadium fluoro komplex képzodik.'>

"'Ga (I=3/2) Hasonl6an a ”? Al NMR-hez, a szimmetrikus
Ga(H,0)," ill. Ga(OH), jele jol mérhetd, ami pl. lehetdvé
teszi igen nagy stabilitasi allandoknak hidroxid kompeticios
reakcio segitségével torténd meghatarozasat. (Toth, 1.,
Baranyali, Zs. et al. kozlésre bekiildve)

BRh (I = %) Svéd egyiittmiikdésben igazoltuk két
metastabilis  rédium  hidroxokomplex  szerkezetét
oldatban.™!

Pt (I = '4) Stockholmi kollégakkal egyiitt, egyéb
modszerek mellett, Pt NMR spektrumokkal igazoltuk a
fém-fém kotést tartalmazo kétmagva [(CN),Pt-TI(CN) 1™
U (n= 1-4, I-IV) és harommagvu [(CN).Pt-TI-Pt(CN)_]* (
V) komplexek képzddését és szerkezetét, valamint ezekbdl
termikus ill. fotoaktivalassal eldallithaté [Pt(CN),(H,0)]
ill. [(CN),Pt- Pt(CN).J* 10j komplexek osszetételét és
szerkezetét oldatban.'*

MTL (I = %) A nagyon jO érzékenységli magon
végzett mérések alapvetd szerepet jatszottak a TI(IID)-
cianokomplexek egyensulyi és dinamikai jellemzésében,!3124
majd a Pt-Tl fém-fém kotést tartalmazod rendszerek
vizsgalataiban. Megallapitottuk, hogy az I-V komplexek
valodi reverzibilis egyensulyi reakcidk soran képzoédnek,
meghataroztuk a stabilitasi allanddkat. A fém-fém kotést
jelzik a LJ (*°Pt-2°T1) = 25-71 kHz értékii, rendhagyoan nagy
spin-spin csatolasi allandok. (A 71 kHz sokaig a legnagyobb
ilyen alland6 volt!) CN- -dal késziilt mintak segitségével
meghataroztuk és értelmeztiik a szokatlan 2J('*C-Tl) >>
LJ(BC-2%TI) viszonyt. A teljes spin-spin csatolasi séma

alapjan a komplexek térszerkezete egyértelmtien megadhato
volt, 3415312156157 Gikeriilt az egyszerli TI**-komplexek
szerkezete és 2Tl CSA relaxacios sebességei kozott is
szerkezetfelderitésre alkalmas korrelaciot talalni.
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40 years of NMR at the Department of Chemistry,
University of Debrecen

This review retraces the history of NMR-related research and
education in this institution. The first NMR spectrometer, a 100
MHz Jeol instrument (MH-100) was installed in 1971 at the
Department of Organic Chemistry, Lajos Kossuth University (to
become later University of Debrecen). Application of the novel
technique to solve chemical problems soon started and the first
paper on carbohydrate conformational studies was published
in 1973. Research in the first decade focused on the structural
studies of small organic molecules such as carbohydrates and other
products, natural or synthetic in origin. The scope was necessarily
limited by the hardware (analog electronics, proton spectra only)
and the methodology available (1D measurements) at that time.

Routine service was launched at the same time and the laboratory
(operated by a faculty member and a technician, both half-time)
got overwhelmed by requests not just from the Organic Chemistry
but from other departments of the Faculty of Science, the Medical
Faculty, external institutions and from the industry as well.

The need to teach the method to chemistry students soon became
evident and a two-semester course was set up and incorporated into
the chemistry curricula from the mid-seventies onward. This was
aided by two textbooks written by L. Szilagyi, the lecturer of the
courses.

Installation of a 200 MHz spectrometer (Bruker WP-200SY) in
1981, also at the Department of Organic Chemistry, marked the
beginning of an important new development in NMR-related
research, education and service. The multinuclear facility and the
2D methodology that became available with the new instrument
significantly extended the scope of all of these activities. Two of
the co-authors of the present review (K. E. Kovér and Gy. Batta)
joined the group and research was initiated into the development
of NMR methodology by devising new pulse sequences and/or
improving existing ones for better performance (see below). The
next significant step in hardware development was marked by the
installation, at the end of 1995, of a 500 MHz spectrometer (Bruker
Avance DRX 500), a three-channel device equipped with gradient
facility and several probeheads; this was recently upgraded for an
Avance-II type. The instrument park was further extended by an
AM 360 and an AM 400 instruments, both used; these got also
upgraded with DRX-type consoles and the latter one with MAS
solid state accessory.

The research topics that have been and are being elaborated upon
currently are varied and cover a broad area from pulse sequence
development to applications including study of structures and
dynamics of a broad spectrum of chemical systems in solution

state. Research into improving NMR experimental techniques
is unique to the Debrecen school, other NMR groups in the
country being mostly involved in the applications of existing
methodology. Methodological developments have been focused
to two areas, relaxation techniques and novel methods to measure
spin-spin couplings. Thus, improved pulse sequences, based on
heteronuclear scalar and dipolar correlation, were proposed to
eliminate strong coupling effects in 2D correlation spectra, or to
measure heteronuclear NOEs with enhanced sensitivity. New 1D-
and 2D pulse sequences were developed to deal with relaxation
interference phenomena; this has enabled, i.e., to determine
chemical shift anisotropies (CSA) in solution. Several new or
improved pulse sequences were devised and tested to measure
homo- and heteronuclear scalar coupling constants with enhanced
accuracy and sensitivity in solution or in partially ordered systems
(residual dipolar couplings). Some of these developments were
especially aimed for applications to macromolecular systems,
such as the J-modulated TROSY or the recently introduced STD
sequences based on isotope-filtering or group-selective saturation
to deal with spectral overlap.

On the applications side one of the major areas has been and,
continues to be a focus of NMR-related research in the Chemistry
departments is the study of the structure and dynamics of small
to medium sized organic molecules, either synthetic or of natural
origin. A huge number of molecules have been investigated during
the cover period of this review; carbohydrates, from mono- to
oligosaccharides, peptides and various antibiotics deserve special
mention. Among large molecular systems we have been studying
various aspects of structure and dynamics of proteins and protein
— small molecule interaction.

Further NMR-related research in Debrecen pertains to applications
in coordination chemistry. Notable achievements include
equilibrium dynamics and structural aspects of a large number of
various complexes of main group elements and transition metals
that have been elucidated using multinuclear NMR techniques. I.
Banyai and I. Toth have to get major credit for the developments
in this field.

Members of the NMR group maintain extensive international
relationships and are involved in collaborative projects with
researchers in Europe, Asia, and overseas. We are participating,
since 2009, in the EAST-NMR (FP7) initiative providing
transnational access and research expertise in liquid state NMR
for research groups in Europe. During the review period some
500 NMR-related papers were published (routine applications
excluded) and the aim of this summary was to give a bird’s eye
view by listing a representative selection of this important output.
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