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A VCD-spektroszkopia alkalmazasa peptidek,
peptidmimetikumok és kiralis atmenetifém-komplexek
térszerkezetének felderitésében
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Eo6tvés Lorand Tudomanyegyetem, Kémiai Intézet, Kiroptikai Szerkezetvizsgalo Laboratorium, Pazmany Péter sétany 1/4,
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1. Bevezetés

Az ELTE TTK Kémiai Intézet keretében miikodo Kiroptikai
Szerkezetvizsgald Laboratorium (KSzL) f6 kutatasi profilja
kiralis molekulék térszerkezetének kiroptikai spektroszkopiai
moddszerekkel torténd vizsgalata, e teriileten a legnagyobb
multra visszatekinté tudomanyos mithely Magyarorszagon.
A KSzL legfontosabb eredményei koz¢é sorolhatd az 1990-
es évek eleje és a 2000-es évek kozepe kozott a ECD/FT-
IR Osszetett spektroszkopiai modszer kifejlesztetése és
sikeres alkalmazésa peptidek, fehérjék, ezek fémkomplexei,
valamint kirdlis koronaéterek kiilonféle szupramolekularis
komplexei térszerkezetének felderitésében.! A 2003-ban
beszerzett VCD- és a kozelmultban az ELTE TTK Kémiai
Intézetében ilizembe helyezett ROA-spektrométerek
révén — melyek egyedi miszerek Magyarorszagon
— a laboratériumban foly6 kutatisok fokuszpontja egyre
inkabb a rezgési optikai aktivitdson alapul6 spektroszkopia
alkalmazasara tevodott at.

Jelen cikkiink célja a peptidek, peptidmimetikumok és
kiralis  atmenetifém-komplexek = VCD-spektroszkopian
alapuld szerkezetvizsgalata terén elért fobb eredményeink
attekintése.

2. A rezgési optikai aktivitas két formaja: VCD és ROA

A rezgési optikai aktivitds (VOA) a kiralis molekuldk
rezgéseinek gerjesztése soran a balra és jobbra cirkularisan
polarizalt elektromagneses sugarzasra adott eltérd
mértékli  valaszként definialhat6. Az alapul szolgald
rezgési spektroszkopiai moddszertl fiiggéen (infravords
illetve Raman) két f6 valtozata 1étezik: rezgési cirkularis
dikroizmus (VCD) és a Raman optikai aktivitds (ROA),
melyek tulajdonképpen az infravordos- és a Raman-
spektroszkopia kiralis megvalositasanak tekintheték. A
rezgési optikai aktivitds elméleti alapjairdl és alkalmazasi
lehet6ségeirdl részletes attekintést nyujt Laurence L. Nafie
nemrég megjelent kézikonyve.>

A VCD-spektroszkopia esetében a vizsgalt jelenség a
balra ill. jobbra cirkularisan polarizalt infravords sugarzas
differencialt elnyelése, a VCD-spektrum tehat 1ényegében
az (1) képlet szerinti infravords kiillonbségspektrum, ahol
4,(v)a balra, 4,(V) a jobbra cirkuldrisan polarizalt
fényben mért infravords abszorbancia-spektrum.

VCD: AMEV) =4, )-A4,() 1)
A ROA lényegében cirkuldrisan polarizalt fénnyel végzett
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Raman-spektroszkopia, melynek  négyféle  kisérleti
megvalositasa lehetséges.? Ezek koziil a legelterjedtebb az
un. SCP-ROA, mely esetében depolarizalt 1ézerrel torténik a
besugarzas és a Raman-szoras soran létrejovo jobbra- illetve
balra cirkularisan polarizalt komponensek kiilonbségét
detektaljuk (2).

SCP-ROA:  AIW)=I3()-I*%) ©)

A kereskedelemben jelenleg kaphato egyetlen ROA-
spektrométer (BioTools ChiralRaman-2x) is ezen az elven
miikodik.

DFT-szinti kvantumkémiai szamitasokkal kiegészitve
mindkét modszer alkalmas a kirdlis molekulak
térszerkezetének meghatarozasara. A VCD szélesebb korti
elterjedése részben a kereskedelemben kordbban megjelent
miszereknek  (VCD-spektrométer 1997 ota, ROA-
spektrométer csak 2003 6ta kaphatd), részben a spektrumok
kiértékeléséhez sziikséges egyszeriibb szamitastechnikai
hattérnek kdszonhetd.

A VCD legfontosabb alkalmazasi teriilete a kiralis
folyadékfazisban torténd meghatarozasa a mért ¢&s
kvantumkémiai moddszerekkel szamitott spektrumok
Osszehasonlitdsa  révén, ennek  metodikajat  tobb
Osszefoglalo cikk részletesen targyalja.®> A rezgési optikai
aktivitds kisérleti megvaldsitasarol ¢és alkalmazésairol
részletesebben egy késébbi MKF o6sszefoglald cikkben
fogunk beszamolni.®

3. B-Aminosav egységeket tartalmazé peptidek és
peptidmimetikumok szerkezetvizsgalata

A peptidek és  fehérjék oldatfazisban kialakuld
térszerkezetének felderitése igen nagy jelentdségli a
szerkezet és biologiai funkcid kozti Osszefiiggések
megertéséhez. A KSzL keretében régota folynak a
peptidekben kialakuld kanyarszerkezetek azonositasara
és spektroszkopiai jellemzésére iranyuld kutatdsok. Az
egyik nagy kihivast a 3 aminosavegység altal kialakitott,
C, intramolekularis H-kotessel — stabilizalt y-kanyarok
rezgeési €s kiroptikai spektroszkopiai jellemzése és a 4
aminosavegység részvetelével létrejove (potencialisan C,
H-kotéssel stabilizalt) B-kanyaroktol vald spektroszkopiai
megkiilonboztetése jelenti.” Vizsgalataink targyat nem csak
természetes, o-aminosavakbol felépiild peptidek képzik,
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hanem a szintetikus B-aminosavak specialis térszerkezet-
indukald hatasa miatt szamos olyan p-aminosav-szarmazék
is, mely a peptidmimetikumok kézé sorolhato.

Az FT-IR- és VCD- spektroszképia esetén a peptidek
cm!) és Amid II (1570-1500 cm™) spektrumtartomany
informativ. Az Amid I rezgés f6leg C=0 nyujtasi, az Amid II
rezgés f6leg C-N-H sikban deformacios és kisebb mértékben
C-N nyujtasi hozzajarulast tartalmaz. Az IR- és VCD-savok
mintazatat végeredményben az amidcsoportok rezgéseinek
csatolddasa és a 1étrejovo H-kotések kovetkeztében kialakuld
frekvencia-eltolodasok egyiittesen hatarozzak meg.

A y-kanyarok vizsgalatat célzottan megtervezett, kismérett
modellpeptideken célszerli végezni, melyek nem képesek -
kanyarok kialakitasara. Erre igen alkalmasnak bizonyultak
a két B-alanin egységet tartalmazo ciklo(Ala-f3-Ala-Pro-f-
Ala) (1), ciklo(Pro-B-Ala-Pro-B-Ala) (2) és ciklo(Ala-B-Ala-
Ala-B-Ala) (3) tipusu ciklotetrapeptidek, melyek részletes
FT-IR- VCD ¢és ECD-spektroszkopiai vizsgalatan alapulo
szerkezetét kvantumkémiai szamitasokkal alatdmasztottuk.®
Megallapitottuk, hogy mindharom vizsgélt ciklotetrapeptid
gyakorlatilag egyetlen domindns (>99% populécidji)
konformerként van jelen az oldatban (1 és 2 esetében
acetonitril-d,, 3 esetében TFE-d, volt az oldoszer). K6zos
vonasuk, hogy két-két C, H-kotéses inverz y-kanyart
alakitanak ki az alanin illetve prolin aminosavegységek
koril (1. abra). A mért VCD-spektrum mindig a legkisebb
energiaji konformer szamitott spektrumaval adta a legjobb
egyezést.’
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1. Abra. Az 1-3 ciklopeptid legkisebb energiajii konformerei.®

A VCD-spektroszkopia és a kvantumkémiai modszerek
kombinalasan alapuld szerkezetvizsgalat Iényegét a
2 ciklotetrapeptid esetében az 2. abra szemlélteti a
harom legkisebb energidji (A-C) konformerrel. A két
legalacsonyabb energidju konformer (A és B) egyarant két-
két C. H-koteses inverz y-kanyar-szerkezetet tartalmaz a Pro
egyseégek koril, eltérd azonban a B-Ala aminosavegységiik
gerinconformacidja, igy mig az A konformer C, szimmetriaju,
a B konformer aszimmetrikus. Nem meglepd, hogy szamitott
VCD-spektrumaik igen hasonloak és rendkiviil j6 egyezést
adnak a meért spektrummal, a B konformer szamitott

populécidja azonban elhanyagolhatdé. A C konformer mar
csak egyetlen y-kanyart tar‘calmaz mivel az egyik B Ala—
mind a mért spektrumtol 1gen eltérd jellegi szamitott
spektruma, mind pedig igen nagy relativ energiaja alapjan. A
2 ciklopeptid A konformerének nagyfokt szimmetridja miatt
erés az amidcsoportok rezgéseinek csatoldsa, ami a VCD-
spektrumban jellegzetes savparokhoz (couplet) vezet. Az
alacsonyabb hullamszamu (1628 cm™! koriili) pozitiv couplet
a y-kanyarban részvevd, H-kotés-akceptor karbonilok, a
nagyobb hullamszdmt (1678 cm™ koriili) aszimmetrikus
pozitiv couplet a szabad karbonilok antiszimmetrikus ill.
szimmetrikus csatolt rezgésébdl szarmazik.
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2. Abra. A ciklo(Pro-p-Ala-Pro-p-Ala) (2) peptid harom legkisebb
energidju (A-C) konformere, acetonitril-d, oldatban mért FT-IR- és VCD-
spektruma, valamint az A-C konformerek szamitott VCD-spektruma
(Gaussian 03, B3LYP/6-31G(d), IEF-PCM acetonitril oldészermodell).

Olyan ciklotetrapeptidek VCD-spektroszkopiai vizsgalatara
is sor keriilt, amely csak egy darab P-aminosavegységet
tartalmaz, mint példaul a 3. &bran lathato ciklo(B-
homoAla-Pro-Phe-Gly) (3).° A p-aminosav jelenléte
miatt elvileg C, és C, H-kotéses (un. pszeudo-y-kanyar)
szerkezeteket 1is kialakulhatnak. E vegyiilet VCD-
spektrumat DMSO-d, oldoszerben vettiik fel, igy a
konformacidanalizis ¢és spektrumszamitds soran DMSO
IEF-PCM oldo6szermodellt alkalmaztunk. Azt tapasztaltuk,
hogy a B-homo-aminosavegység jelenléte a szomszédos a-
aminosavegységek kortil y-kanyart (C_) indukalt, de a varttal
ellentétben nem jottek létre C,, C, H-kotéses un. pszeudo-
y-kanyar szerkezetek a B-aminosavegységek koril. Ez arra
utal, hogy a kisméreti, fesziilt rendszerekben a C, H-koteses
v-kanyar kedvezébb. Bar itt nem beszélhetiink egyetlen
kizarélagos konformerrdl, a ciklo(f-homoAla-Pro-Phe-
Gly) (4) térszerkezetét sikeriilt minden kétséget kizardan
felderiteni és a mért VCD-spektrumot a 3. &bran lathato
A-C konformerek szdmitott spektrumanak populacidval
sulyozott 6sszegeként értelmezni.

A spektrumban a legkisebb energiaju A konformer
hozzajarulasa dominal. Ebben a Gly koriil jon Iétre
egy klasszikus vy-kanyar, melyet egy tovabbi, a Phe
aminosavegységen beliili C, tipusa H-kotes stabilizal igy
bifurkalt H-kotés jon létre (3. dbra). Ez magyarazatot ad a
fenilalanin H-kotés akceptor karboniljahoz rendelheto igen
alacsony Amid I frekvenciara (1630 cm™) és a szerkezet
stabilitasara az egyébként H-kotéseket kozismerten
felszakit6 DMSO-ban.
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3. Abra. A ciklo(B-homoAla-Pro-Phe-Gly) (4) peptid legkisebb energiaju
(A-C) konformerei, valamint a DMSO-d, old6szerben mért és az A-C
konformerek szamitott VCD-spektruma (Gaussian 03, B3LYP/6-31G(d),
IEF-PCM DMSO olddszermodell).

A bioldgiai szempontbdl relevans peptidmimetikumok
szintézise ¢és jellemzése iranti fokozott érdeklodés
tapasztalhatd. Ezen a téren a Biclefeld-i egyetemmel
egyiittmiikddve nemrég az 1. Tablazatban feltiintetett,
transz-(1S,2S)-2-amino-ciklopentan-  (transz-Acpc) vagy
transz-(1S,2S5)-2-aminociklohexan-karbonsav (transz-Achc)
egységeket tartalmazd ciklopeptideket (5-8) vizsgaltuk
VCD- és ECD-spektroszkopiaval, valamint NMR-rel."

1. Tablazat. A vizsgalt transz-Acpc és transz-Achc aminosavegységeket
tartalmazo ciklohexa- és ciklopentapeptidek szerkezete.

Peptid Szekvencia

5 ciklo(Ile-Asp-Ser-transz-Acpc-Leu-Asn)
6 ciklo(Ile-Asp-Ser-transz-Achc-Leu-Asn)
7 ciklo(Asp-Ser-transz-Acpc-Leu-Asn)

8 ciklo(Asp-Ser-transz-Achc-Leu-Asn)

Az els6dleges cél ebben az esetben a tramsz-Acpc/Ache
egység térszerkezet-indukalé hatdsanak felderitése, a
varhatéan Iétrejové C,, H-kotessel stabilizalt pszeudo-B-
kanyarok kimutatasa, valamint a VCD-spektroszkopian
és NMR-en alapulod szerkezetvizsgalat hatékonysaganak
Osszehasonlitasa volt.

A 4. abra mutatja be a molekuladinamikaval kombinalt
NMR- illetve a kvantumkémiai szamitasokkal alatamasztott
VCD-spektroszkopia alapjan javasolt legvaldszinlibb
konformerek térszerkezetét (kékkel illetve sziirkével
jelolve), a vegyiiletek DMSO-d, oldoszerben mért IR- és
VCD-spektruma az 5. abran lathato.

A gerinckonformaciot illetden a két modszerrel igen
hasonlé kovetkeztetésekre jutottunk, a legjobb egyezés a
ciklohexapeptidek (5-6) esetében volt tapasztalhat6. Mindkét
ciklohexapeptidben talalhato egy-egy -kanyar az Asn és Ile
aminosavegységek koriil (de ezt csak a 6 esetében stabilizalja
C,, H-kotés), valamint egy-egy pszeudo-B-kanyar a transz-
Acpc és transz-Achc részvételével az i+2 pozicidban (5
esetében C, H-kotéssel stabilizalva). A ciklopentapeptidek
(7-8) eseteben az NMR nem jelzett eld C, H-kotéses

pszeudo-P-kanyart, a VCD-eredmények viszont arra utaltak,
hogy létrejonnek ilyen tipust szerkezetek a transz-Acpc-Leu
illetve transz-Achc-Leu aminosavegységek részvételével.

transz-Achc

4. Abra. A transz-Acpc és transz-Ache tartalmi ciklopeptidek NMR-
(kék) illetve VCD-spektroszkopia (sziirke) alapjan javasolt térszerkezete.'®
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5. Abra. Az 5-8 peptidek DMSO-d -ban mért IR- és VCD- (fekete gorbe),
valamint szamitott VCD-spektruma (sziirke gorbe).'
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A négy ciklopeptid IR- és VCD-spektruma igen hasonlo
jellegi (5. ébra), fliggetleniil a ciklopeptid méretétdl és
a P-aminosav gyurutagszamatol ugyanakkor jo egyezés
tapasztalhatdo a mért és szamitott VCD-spektrumok kozott.
Az eredmények felhivjak a figyelmet arra, hogy eltérd
szerkezetii peptidek is adhatnak hasonld spektrumot, tehat
csupan a VCD-spektrumok kvalitativ 0sszehasonlitdsan
alapul6 szerkezetbecslés meglehetésen bizonytalan.

Az eddigi targyalt példdk mind viszonylag kevéssé
flexibilis, kisméretll  ciklopeptidek  térszerkezetének
vizsgalatdra vonatkoztak. Az ELTE Kémiai Intézetének
Molekulaspektroszkopiai Laboratoriumaval egytittmikodve
tobb konformaciésan flexibilis, Ac-Xxx-NHMe (vagy
Ac-Xxx-NH,) tipusu diamid rendszer matrixizolacios
¢s oldatfazisi IR- és VCD-spektroszkopiai vizsgalatara
is sor keriilt.""'* E modellvegyiiletek segitségével jol
tanulmanyozhatd6 az oldallanc és a kozeg hatdsa az
aminosavegység lokalis konformacios preferencigjara.

Igen meglepd eredményre jutottunk egy P-aminosav-
szarmazék, az Ac-f-homoPro-NHMe (9) esetében,'* azt
vartuk ugyanis, hogy ez a molekula kivalé modellvegyiilete
lehet a C, H-kotéses pszeudo-y-kanyar szerkezetnek (ahogy
az analog Ac-Pro-NH, f6 konformere C, H-kétéses y-kanyar-
szerkezet''). Ezzel szemben azt tapasztaltuk, hogy csupan
szilard argonban végzett matrixizolacios koriilmények
kozott alakulnak ki nagy populacioval C, H-kotéses
szerkezetek, oldatban olyan nyitott szerkezetli konformerek
dominélnak melyekben az Ac B homoPro peptidkotés cisz
apolaris oldoszerben (pl. diklérmetan) meghatarozoak
voltak, acetonitrilben és DMSO-ban szinte kizar6lag ilyen
szerkezetet sikeriilt azonositani.'

Felmeriilt a kérdés, hogy vajon hogyan viselkedik ez a
molekula a biologiai rendszerek nativ kdzegének szamito
vizes oldatban. A viz — protikus oldoszer 1évén — jelentdsen
eltérd szolvatacios tulajdonsagokkal rendelkezik a VCD-
spektroszkopiaban leggyakrabban alkalmazott szerves
oldoszerekhez képest (pl. kloroform, diklérmetan, DMSO,
acetonitril, illetve ezek deuteralt valtozatai). Sajnos
a viz az igen er0s infravords elnyelése miatt a VCD-
spektroszkopiaban a lehetd legrosszabb oldoszer, raadasul
deformacios rezgésének elnyelési savja atfed a peptidek
legjellemzdbb Amid I sévtartomanyaval. Az intézetiinkben
nemrég bevezetett ROA-technika kivalé alternativat nyujt
ebben az esetben, ugyanis az olddszerek koziil a viznek van
a legkisebb Raman-szérasa, igy a ROA-spektroszkopiaban
idedlis oldoszernek szamit.

Az Ac-B-homoPro-NHMe (9) vizes oldatban felvett ROA-
spektrumat és a szamitott spektrumot a 6. abran tiintettiik
fel. A szamitidsokat Gaussian 09 programmal B3LYP/6-
311++G(d,p) elméleti szinten, IEF-PCM old6szermodellel
végeztik és 20 lehetséges konformert talaltunk. Ez koziil
vettitk ﬁgyelembe az elméleti VCD- spektrum sulyozott
Osszegként valo kiszamitasakor. Azonnal szembedtlé az
igen jO egyez€s a mért és a szamitott spektrum kozott,
elsésorban a ROA-spektroszkopidban a peptidek és fehérjék
konformacidjara leginkabb jellemzd, un. kiterjesztett
Amid III (kb. 1230-1350 cm™)' tartomanyban. Vizben a
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6. Abra. Az Ac-B-homoPro-NHMe (9) vizes oldatban felvett ROA-
spektruma, valamint az A-D konformerek szamitott ROA-spektrumanak
populaciéval sulyozott dsszege.

legvalo6szintibb konformer (A) tovabbra is ugyanaz, mint a
DMSO ban kapott dominéns konformer', de megn6 aC H-
tartalmaz6 konformerek (B, D) populac10_|a melyek DMSO-
ban elhanyagolhaté mennyiségben voltak jelen.

4. Kiralis ligandumokat tartalmazé kétmagva Rh(II)-
komplexek szerkezetvizsgalata

Az utobbi évtizedekben nagymértékben megndtt az
érdeklodés a kétmagvi Rh(II) komplexek irant szdmos
kémiai reakcioban kifejtett katalitikus tulajdonsaguk illetve
potencialis tumorellenes hatasuk miatt. Jelenleg a KSzL
egyik f6 kutatési iranyat képezi a dirddium(II)-tetraacetatbol
¢és kiilonb6z6 védett aminosavakbol (pl. Cbz-Phe-OH,
Ac-Phe-OH)  kiinduld, ligandumcserével lejatszodo
kiralis komplexek szintézise, kromatografias elvalasztasa
és kiroptikai  spektroszkopiai moddszerekkel —torténd
szerkezetvizsgalata.'®!'” A reakcid soran kiilonb6zd kiralis
ligandumtagszamtt Rh,L (OAc), ~ (n=1-4) komplexek
keletkeznek, a f6 termék Osszetétele a reakciokoriilmények
¢s a reaktdnsok ardnyanak célzott megvalasztasaval
szabalyozhat6.' Ezek kozil VCD-spektroszkopiaval
legrészletesebben az egy kirdlis ligandumot tartalmazo
Rh,(O-Phe-Cbz)(OAc), (10) és Rh,(O-Phe-Ac)(OAc), (11)
komplexeket jellemeztiik (7. abra) acetonitril oldatban.'”

Megallapitottuk, hogy a Cbz-Phe-O~ ¢és Ac-Phe-O-
ligandumok karboxilatcsoportjaikon keresztiil ekvatorialis
pozicioban épiilnek be athidalt bidentdit modon (egy-egy
acetatligandum helyére), az axialis poziciokba (a Rh-
Rh kotést tekintve a komplex tengelyének) acetonitril
oldoszermolekulak koordinalodnak N-atomjaik nemkotd
elektronparja révén (7. abra).

Természetesen, a beépiild kiralis ligandum flexibilis, a 7.
abra a két komplex legkisebb energidju konformerének
szerkezetét mutatja be. A vegyiiletek egyes konformerei
szamitott VCD-spektrumanak populacioval sulyozott dsszege
igen jol egyezik a mért spektrummal (7. dbra). A 10 komplex
legkisebb energiaju konformerében a karbobenziloxi (Cbz)
veddcsoport benzolgylirije az egyik koordindlt acetonitril
molekula C-H kotésének szomszédsdgaban talalhatd. Ez
arra utal, hogy az acetonitril hidrogénatomja kolcsonhat a
benzolgytirii m elektronrendszerével, tehat a konformert egy
o—n kolesonhatésa is stabilizalhatja.
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7. Abra. A Rh,(O-Phe-Cbz)(OAc), (10) és Rh,(O-Phe-Ac)(OAc), (11)
komplexek acetonitril-d, oldoszerben mért (folytonos vonal) és szamitott
(szaggatott vonal) VCD-spektruma, valamint legkisebb energiaju
konformereinek szerkezete.

A 10 komplex VCD-spektruma drasztikusan megvaltozik
kloroformban (8. ébra). A legszembetindbb, hogy a Cbz
védbesoport acetonitrilben 1724 cm'-nél mért igen gyenge
uretansavja kloroformban nagymértében eltolodik és 1670
cm! koriil egy intenziv, szimmetrikus negativ couplet-et ad.
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8. Abra. A Rh,(O-Phe-Cbz)(OAc), (10) komplex kloroform-d
oldoszerben mért VCD-spektruma, valamint a kloroformban kialakuléd
szupramolekularis asszociacio lehetséges szerkezete.

Az alacsony frekvencia az uretdncsoport karboniljanak
koordinalodasara, a szimmetrikus couplet erés csatoldsra
utal, ami a molekulan beliil nem képzelhetd el. Mindez
megmagyarazhato, ha feltételezziik, hogy intermolekuldris
kolcsonhatas jon 1étre az uretancsoport karbonil oxigénje
és egy szomszédos komplexmolekula Rh atomja kozott a
betdltetlen axialis pozicidban (a kloroform az acetonitrillel
ellentétben nem koordinalédik a Rh-hoz, ezért axialis
poziciok szabadok), és az igy kialakult dimerek végiil
szupramolekularis komplexként stabilizalodnak a 8. abran
bemutatott koordinacios séma szerint.

5. Kovetkeztetések

A cikkben bemutatott példdk alapjan egyértelmiien
kijelenthetd, hogy mara a VCD-spektroszkopia kiforrott
szerkezetvizsgélati modszerré valt és életképes alternativat
jelent az NMR ¢és rontgenkrisztallografia mellett. A
peptidek és peptidmimetikumok terén végzett kutatdsaink
ramutatottak arra, hogy egy térszerkezeti elem kiilonboz6
kémiai kornyezetben eltérd spektrumot adhat és kiilonb6z6

szerkezetek is eredményezhetnek hasonlé mintazatota VCD-
spektrumban, igy a feltételezett szerkezetet kvantumkémiai
szamitasokkal kell igazolni. A biomolekulak nativ kozegben
torténd vizsgalatat nagymértékben meg fogja konnyiteni a
nemrég bevezetett ROA-spektroszkopia, mely a KSzL egyik
meghataroz6 kutatasi iranyat fogja képezni.

Koszonetnyilvanitas

Kutatasaink pénziigyi tamogatasait az OTKA K81175,
TAMOP 4.2.1./B-09/KMR-2010-0003, TAMOP-4.2.2/B-
10/1-2010-0030 és KMOP-4.2.1/B-10-2011  projektek
biztositottak.

Hivatkozasok

1. Hollosi, M.; Majer, Zs.; Vass, E. Magyar Kémiai Folydirat
2006, 7112, 117-122.

2. Nafie, L. A. Vibrational optical activity. Primciples and
applications, John Wiley & Sons: Chichester, 2011.

3. Freedman, T. B.; Cao, X.; Dukor R. K.; Nafie, L. A. Chirality
2003, 15, 743-758.

4. Stephens, P. J.; Devlin, F. J.; Pan, J. Chirality 2008, 20, 643—
663.

5. Magyarfalvi, G.; Tarczay, G.; Vass, E. WIREs Comput. Mol.
Sci. 2011, 1, 403-425.

6. Tarczay, Gy.; Vass E.; Gobi, S.; Magyarfalvi, G. Magyar
Kémiai Folyéirat 2012, kozlésre bekiildve.

7. Vass, E.; Holldsi, M.; Besson, F.; Buchet, R. Chem. Rev.
2003, /03, 1917-1954.

8. Vass, E.; Majer, Zs.; Kéhalmy, K.; Hollosi, M. Chirality 2010,
22,762-771.

9. Vass, E.; K6halmy, K.; Majer, Zs.; Hollosi, M. In Peptides
2004; Flegel, M.; Fridkin, M.; Gilon, Ch.; Slaninova, J. Eds.;
Kenes International: Geneva, 2005, pp 1037-1038.

10. Vass, E.; Strijowski, U.; Wollschldger, K.; Mandity, I. M.;
Szilvagyi,G.; Jewginski, M.; Gaus, K.; Royo, S.; Majer, Zs.;
Sewald, M.; Hollosi, M. J. Peptide Sci. 2010, 16, 613-620.

11. Pohl, G.; Perczel, A.; Vass, E.; Magyarfalvi, G.; Tarczay, Gy.
Phys. Chem. Chem. Phys. 2007, 9, 4698-4708.

12. Pohl, G.; Perczel, A.; Vass, E.; Magyarfalvi, G.; Tarczay, Gy.
Tetrahedron 2008, 64, 2126-2133.

13. Tarczay, Gy.; Gobi, S.; Vass, E.; Magyarfalvi, G. Vib.
Spectrosc. 2009, 50, 21-28.

14. Gobi, S.; Knapp, K.; Vass, E.; Majer, Zs.; Magyarfalvi, G.;
Hollosi, M.; Tarczay, Gy. Phys. Chem. Chem. Phys. 2010, 12,
13603-13615.

15. Zhu, F.; Isaacs, N. W.; Hecht, L.; Barron, L. D. Structure
2005, 13, 1409-1419.

16. Szilvagyi, G.; Hollési, M.; Tolgyesi, L.; Frelek, J.; Majer, Zs.
Tetrahedron: Asymmetry 2008,19, 2594-2599.

17. Szilvagyi, G.; Majer, Z.; Vass, E.; Hollosi, M. Chirality 2011,
23,294-299.

Application of VCD spectroscopy in the structure
elucidation of peptides, peptidomimetics and chiral
transition metal complexes

The main research profile of the Laboratory for Chiroptical
Structure Analysis at the E6tvos Lorand University is the structure
investigation of chiral molecules by chiroptical spectroscopic
methods. Traditionally, a combination of electronic circular
dichroism (ECD), FT-IR, and occasionally NMR was applied
and the steric structure of a great number of peptides, proteins,
peptidomimetics (and their metal complexes) was determined
based on this complex spectroscopic approach. With the purchase
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of the first vibrational circular dichroism (VCD) spectrometer in
Hungary in 2003 our research became gradually focused on the
VCD technique.

VCD is one of the two forms of vibrational optical activity (VOA),
and is based on the differential absorption of left- and right
circularly polarized radiation by chiral molecules. The other, less
widespread form of VOA, known as Raman optical activity (ROA),
measures the differential scattering of the right- and left circularly
polarized light. The ROA technique has only been recently
introduced at our Institute.

This paper gives an overview of our recent results in the field of
structure investigation of peptides, peptidomimetics and chiral
transition metal complexes based on the VCD technique combined
with quantum chemical calculations.

One of the challenges in the structure investigation of peptides is
the reliable spectroscopic detection and discrimination of different
turn structures. There are two major types of turns,  and y, out of
which the latter, stabilized by C, intramolecular H-bonds (IHBs)
are less extensively characterized. Cyclic tetrapeptides containing
two [B-Ala residues, such as cyclo(Xxx-B-Ala-Yyy-p-Ala)
(where Xxx = Ala or Pro), proved to be very good y-turn model
compounds. We demonstrated by VCD spectroscopy and quantum
chemical calculations that these peptides are present in solution
practically as a single conformer containing two y-turns centered
at Ala or Pro residues. In a cyclic tetrapeptide with only one B-
amino acid residue, such as cyclo(B-homoAla-Pro-Phe-Gly), also
the y-turns were the most characteristic structural elements but in
this case an equilibrium of several conformers was observed. In the
major conformer the classic y-turns centered at Gly was stabilized
by an additional C, IHB (within the Phe residue) in a bifurcated H-
bonding scheme which explained the relatively high stability of the
structure even in DMSO. The experimental VCD spectrum was in
very good agreement with the population-weighted average of the
calculated spectra of individual conformers. Although the B-amino
acid residues may form C, or C, IHBs (the latter known as pseudo-
y-turn), we found that they rather induced C, H-bonded y-turns
centered at the neighboring o-amino acids. This suggests that in
such small-sized, conformationally restricted cyclic tetrapeptides
the y-turn (C,) is the preferred type of turn structure.

The increasing interest in peptidomimetics of biological relevance
prompted us to synthesize and characterize by ECD, VCD and
NMR a series of cyclic hexa- and pentapeptides comprising trans-
2-aminocyclopentane carboxylic acid (frans-Acpc) or trans-2-
aminocyclohexane carboxylic acid (frans-Achc) residues (Table
1). The main goal of this work, performed in collaboration with
the University of Bielefeld, was to extend our knowledge on the
H-bond-forming and turn-stabilizing (e.g. C,, H-bonded pseudo-
B-turn inducing) ability of the above cyclic f-amino acids. This
study also offered a comparison between the effectiveness of
VCD- and NMR-based structure analysis methods supported by
quantum chemical calculations and MD simulations, respectively.
The pentapeptides were found to contain a pseudo-B-turn, the
hexapeptides on the other hand showed both a - and a pseudo-
B-turn (stabilized or not by C,/ and C, H-bonds, respectively).
Despite the evident structural differences, the IR and VCD spectra
of these peptides were very similar (as predicted by quantum

chemical calculations), suggesting that the VCD spectra of these
peptides are primarily determined by the trans-configuration of
Acpc and Achc residues, respectively, and the local conformation
of the pseudo-B-turns. The structural features derived from the
two techniques (VCD and NMR) were in good agreement which
underlines the applicability of VCD in studying the conformation
of small cyclic peptides.

Beside cyclic peptides, in collaboration with the Laboratory of
Molecular Spectroscopy of our Institute we investigated a series
of diamide models of type Ac-Xxx-NHMe (or Ac-Xxx-NH,) by
FT-IR and VCD in organic solvents or under matrix isolation
conditions. We obtained rather surprising result in the case of Ac-f-
homoPro-NHMe. Unlike its a-amino acid analogue (Ac-Pro-NH,)
which preferentially adopted a C, H-bonded y-turn conformation,
this model was present in organic solvents predominantly in an
open form with cis configuration of the Ac-B-homoPro peptide
bond. Large populations of C, H-bonded pseudo-y-turn structures
could only be detected in solid argon matrix. A similar behavior
was found in water as in organic solvents (the main conformer was
the same as in DMSO) but with somewhat increased populations
of C, H-bonded structures. Due to the high infrared absorption
of water in the spectral region of interest this model compound
was studied in aqueous solution by the recently introduced ROA
spectroscopy instead of VCD. A very good agreement was found
between the theoretical and calculated ROA spectra considering the
four most abundant conformers. This study showed the advantage
of ROA spectroscopy in the structure investigation of biomolecules
in native (aqueous) environment.

Recently there is an increasing interest in dinuclear rhodium(II)
complexes because of their catalytic activity in many reactions
and potential applications as anticancer agents. Starting from
dirhodium(II) tetraacetate and N-protected amino acids a series of
chiral dirhodium complexes of type Rh,L (OAc),  (n=1-4) were
synthesized, separated and studied by chiroptical spectroscopic
methods. Out of these complexes Rh,(O-Phe-Cbz)(OAc), and
Rh,(O-Phe-Ac)(OAc), are the most thoroughly characterized. By
VCD spectroscopy and molecular modeling we showed that the
chiral ligand is equatorially bound to the dirhodium unit via the
carboxylate group in a bridging bidentate manner (replacing an
acetate ligand). In acetonitrile solution the two axial positions are
blocked by coordinated solvent molecules. The theoretical VCD
spectra, obtained as population-weighted sums of the calculated
spectra of individual conformers, are in excellent agreement with
the experimental ones. This way VCD gave unique information
on the steric structure of Rh,(O-Phe-Cbz)(OAc), and Rh,(O-Phe-
Ac)(OAc),. In the lowest energy conformer of the Rh,(O-Phe-
Cbz)(OAc), complex the phenyl ring of the protecting group is
situated in the vicinity of a C-H hydrogen of an axially bound
acetonitrile molecule, suggesting a o—= interaction. The drastic
spectral change observed in chloroform in the case of Rh,(O-Phe-
Cbz)(OAc), can be explained by formation of supramolecular
associates via the urethane and/or carboxylate oxygen atoms
bound to the free axial positions (unblocked by chloroform) of
neighboring complex molecules.

One can conclude that VCD developed into a well-established
technique providing a viable alternative to NMR and X-ray
diffraction in the structure analysis of chiral compounds.
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