Egyetemi doktori (PhD) értekezés tézisei

MAGNESES MAGREZONANCIA (NMR) MODSZEREK
TOVABBFEJLESZTESE SZELESSAVU HOMONUKLEARIS
PROTONLECSATOLAS BEEPITESEVEL

Timari Istvan

Témavezetd: Dr. E. Kovér Katalin, egyetemi tanar

DEBRECENI EGYETEM
Kémiai Tudomanyok Doktori Iskola

Debrecen, 2016.






Timari Istvan doktori (PhD) értekezés tézisei

I. BEVEZETES, CELKITUZESEK

A magneses magrezonancia (NMR) spektroszkdpia az egyik leghatékonyabb
eszk6z molekuldk szerkezetének, dinamikai jellemzdinek ¢és egymadssal valo
kolcsonhatdsanak vizsgalatara, ennek koszonhetden napjainkra egy rendkiviil
sz¢éleskorlien hasznalt modszerré valt a legtobb kémiai tudomdényteriileten €és a
szerkezeti bioldgiaban egyarant. Ahhoz, hogy megbizhat6 informaciot kapjunk NMR
méreéseinkbdl, j6 mindségli spektrumokra van sziikségiink. A jel-zaj arany
(érzékenység) ¢€s a felbontas az a két paraméter, amely leginkdbb meghatarozza egy
NMR spektrum kvalitasat. Az utobbi két évtizedben az elektronikai fejlesztéseknek, az
egyre erdsebb terli magnesek készitésének ¢és a hiutott mérdfejek bevezetésének
koszonhetden tobb, mint egy nagysagrenddel nétt az NMR mérések érzékenysége.
Ezzel ellentétben a spektralis felbontds hozzavetdlegesen csak a kétszeresére
novekedett, ha a jelenleg €s a 20 évvel ezeldtt elérhetd legnagyobb terli magneseket
vessziik 6sszehasonlitasunk alapjaul. Azaz tovabbra is nagy sziikség mutatkozik olyan
NMR modszerek kidolgozasara, amelyek képesek ndvelni a felbontast.

Jelatfedésekbdl szarmazo problémakkal leggyakrabban 'H spektrumok esetén
szembesiilhetiink, ami egyrészt a korlatozott kémiai eltolodas tartomanynak (~10-15
ppm), masrészt a proton-proton csatoldsok okozta kiterjedt felhasadasoknak
kdszonhetd. Ezzel szemben egy szélessavi homonukleéaris protonlecsatolt 'H
spektrumban — ahogy az 1. 4bran is lathatdé — minden egyes multiplett szinguletté
egyszerlisodik, aminek szamos eldnye van. Egyrészt a spektralis felbontas jelentdsen
nd, a jelatfedések megsziinnek vagy minimalisra csokkennek, aminek kiemelt
jelentdsége van makromolekuldk és tobbkomponensii rendszerek (pl. diasztereomer
keverékek, reakciotermék-elegyek, metabolitok) spektrumainak kiértékelésénél.
Masrészt a spektrumok egyszerlisodésével az adott kisérletben mérend6 NMR
paraméterek (pl. kémiai eltolodasok, heteronukledris csatoldsi  allandok)
meghatarozasa egyszeriibbé ¢€s pontosabba valik. Harmadrészt az automata
csucskeresés is hatékonyabb a szingulett jeleken, és ezaltal bonyolult spektrumok
kiértékelése jelentdsen gyorsithato.
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1. abra Szélessavii homonuklearis protonlecsatolt 'H (a) és normal 'H (b) spektrum

O0sszehasonlitasa

A potencialis eldnyok miatt mar az ezredfordulo elétti évtizedekben is tobbféle
modszert javasoltak a szélessdvi homonukledris protonlecsatolds megvalositasara.
Mivel ezek mindegyike csak egy kétdimenzids spektrum indirekt dimenzidjdban
alkalmazhato, valamint tobbnyire bonyolult adatfeldolgozast igényel, és néhany
koziiliik jelentds érzékenységveszteséggel is jar, igy nem terjedtek el a gyakorlatban.
Az utobbi évek oOtleteinek és fejlesztéseinek koszonhetden a szélessavi homonuklearis
protonlecsatolas a reneszanszat ¢li. Az 4j modszerek egyik legnagyobb elénye, hogy
tobbdimenzids, protondetektaldsu kisérletek direkt, akvizicidos dimenzidjdban is
alkalmasak a jelek egyszertisitésére és a felbontas novelésére.

2012-ben kutatocsoportunk is bekapcsoldodott az NMR spektroszkdpia ezen
dinamikusan fejlédd kutatasi teriiletébe, azzal a céllal, hogy megfeleld, szélessavu
homonuklearis  protonlecsatolast  eredményezé  impulzusszekvencia-elemek
beépitésével noveljiik az irodalombol ismert NMR kisérletek teljesitoképességét.
Ennek megfeleléen munkank sordn egyrészt célul tlztik ki olyan, szélessava
protonlecsatolt—heteronuklearis  korrelacios kisérletek kidolgozasat, melyek
megnovekedett felbontasti spektrumot eredményeznek, és ugyanakkor konnytlivizes
mintak mérése esetén hatékony vizelnyomdst biztositanak. Maésrészt egy- illetve
tobbkotéses heteronuklearis csatolasi dllandok meghatdrozasara alkalmas modszerek
tovabbfejlesztését terveztiik szélessavu protonlecsatolas beépitésével. Célunk volt a
kidolgozott modszerek alkalmazasa szénhidratszarmazékok heteronuklearis csatolési
allanddinak mérésére.
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II. KISERLETI RESZ

Minden kisérletet 11,75 Teslan (500 MHz protonfrekvencia) egy BBI
(szélessavu,  protondetektalast  (inverz)) vagy TXI  (harmasrezonancia,
protondetektalast) z-gradienses méroéfejjel felszerelt, Bruker Avance II tipusi NMR
spektrométeren (Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten, Németorszag) végeztiink. A
nyers adatokat a TopSpin 2.1 vagy 3.0 (Bruker Biospin GmbH, Karlsruhe,
Neémetorszag) szoftverrel dolgoztuk fel, értékeltiik ki és abrazoltuk.
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I11. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. A Klasszikus HSQC Kkisérletet tovabbfejlesztettiik BIRD? szekvencian alapulé
szélessava homonuklearis protonlecsatolas beépitésével.

A HSQC (Heteronuclear Single Quantum  Correlation) Kkisérlet
impulzusszekvencidjaba, a protondetektidlds elé beépitettik a szélessava
homonukleéris  protonlecsatolast eredményezd BIRDY (Bllinear Rotation
Decoupling) impulzusblokkot és egy nem-szelektiv 180°-os protonimpulzust. Az 1j,
interferogram-tipust adatgytijtési stratégiat alkalmazo kisérlet impulzusainak
1dozitését ¢és fazisprogramjat egyszerii szénhidratszarmazékokon végzett
tesztmérések segitségével tokéletesitettiik. A kapott spektrumokban a korrelacios
csucsok jellegzetes multiplett strukturaja szinguletté egyszerisodik (2. dbra).

A kifejlesztett moddszert Osszehasonlitottuk az egyetlen kordbban kozolt,
hasonlo elven miikddo, protonlecsatolt HSQC kisérlettel, és azt talaltuk, hogy
modszeriink robosztusabb, mint elddje, azaz kevésbé érzékeny az egykotéses
heteronukledris csatolési allandotol fiiggd INEPT (Insensitive Nuclei Enhanced by
Polarization Transfer)/BIRD 1d6k valtoztatasara.

Megmutattuk, hogy az alkalmazott BIRDY modul tovabbi el6nye, hogy
hatékonyan kisziiri a szoros csatolasbol adodo, nem kivant korrelacids csucsokat a
spektrumbol (2. dbra).
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2. abra Szacharéz 'H-'3C HSQC (a) és szélessavi protonlecsatolt 'H-1*C HSQC (b)
spektrumanak illetve kiemelt sorainak 6sszehasonlitasa. Csillagokkal (*) jeldltem a szoros
csatolasbol adodo, nem kivant korrelacios csucsokat.
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A BIRD ¢és a ,,perfect echo” szekvenciaeclemek kombinalasaval kidolgoztunk
egy 4j, ,,perfectBIRD”-nek elnevezett impulzusblokkot, amely a geminalis proton-
proton csatolas hatéasat is képes kisziirni a HSQC spektrumbol. Ezaltal kikiiszoboltiik
a BIRD-lecsatolas legkomolyabb hatranyat.

. Kifejlesztettiink egy olyan un. valdos idejii szélessava protonlecsatolt,
érzékenységnovelt '"H-'"N HSQC Kkisérletet, amely konnyiivizben oldott mintak
vizsgalatara is alkalmas.

Koriiltekintd optimalizalast kdvetéen a BIRD impulzusszekvencia-elem és az
azt kovetd 180°-os protonimpulzus koriili megfeleld hosszasagh és erdsségii
gradiensparok beépitésével oldottuk meg a vizelnyomadst a valds idejii akvizicios
stratégiat alkalmazo, szélessavu protonlecsatolt, érzékenységnovelt 'H-'"N HSQC
moddszer esetén.

Megmutattuk, hogy a kifejlesztett kisérlet még természetes 'PN-
izotopgyakorisagu mintak esetén is alkalmas H>O-ben oldott, kisméretii fehérjék 'H-
5N HSQC spektrumanak felvételére (3. abra).
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3. abra Jeloletlen PAFP3N fehérje (55 aminosavegység) érzékenységnovelt 'H-SN HSQC

(fekete, als6) és valos idejii protonlecsatolt, érzékenységndvelt 'H-""N HSQC (piros, felsd)
spektrumanak 0sszehasonlitasa konnytivizes kdzegben (95 % H20 / 5 % D20). A nitrogén
dimenzidban eltoltam a protonlecsatolt spektrumot a jobb 6sszehasonlithatdsag kedvéért.
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3. Interferogram-tipusu, szélessava  protonlecsatolt = CLIP/CLAP-HSQC
modszereket fejlesztettiink ki egykotéses heteronuklearis csatolasi allandok
meghatarozasara.

A BIRDY impulzusblokk és egy nem-szelektiv 180°-os protonimpulzus
megfeleld beépitésével szélessavi homonukledris protonlecsatolast értiink el az
egykotéses heteronuklearis csatoldsok mérésére széles korben hasznalt
CLIP/CLAP-HSQC (CLean In-Phase/CLean Anti-Phase) kisérletekben. Az 1j
NMR modszer alkalmazasaval az egykdtéses heteronuklearis csatolasi allandok
meghatarozasa két szingulett jel kozotti frekvenciakiilonbség mérésére
egyszerlisodik, és ezaltal pontos, megbizhaté eredményt ad komplex proton-proton
csatolasi halozattal rendelkezd molekulak esetén is (4. dbra).
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4. abra 'H-'3C CLIP-HSQC (a) és szélessavu protonlecsatolt 'H-'3C CLIP-HSQC (b) spektrum
illetve kiemelt sorainak 0sszehasonlitasa

Tanulmanyoztuk a kifejlesztett kisérletek toleranciajat az egykdtéses
heteronukleéris csatolasi allandétél fiiggé INEPT/BIRD i1dék valtoztatasaval
szemben, ¢s azt talaltuk, hogy a tényleges csatolési allandohoz képest egy kb. + 30-
40 Hz-es intervallumnak megfeleléen valtoztatva azokat a jelintenzitds ugyan
csokken, de a jelalak tiszta abszorpcios fazist marad. Ez eldre vetitette a modszer
alkalmazhatosagat gyengén orientalt kozegben is, ahol a csatoldsi allandok
sz¢élesebb tartomanyba eshetnek.
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Anizotrop koriilmények kozott végzett méréseinkkel bizonyitottuk, hogy a
sz¢élessavu protonlecsatolt CLIP/CLAP-HSQC moddszer jol hasznalhato a fontos
térszerkezeti és/vagy dinamikai informécidt hordozo, maradék dipoldris csatolési
allandok (RDC) meghatarozasara is (5. dbra).
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5. abra 'H-'3C CLIP-HSQC (a) és szélessavu protonlecsatolt 'H-*C CLIP-HSQC (b) spektrum
illetve kiemelt sorainak dsszehasonlitasa anizotrop kozegben. Az orientald kozeg korrelacios
cstcsait csillagokkal jeldltem. A jobb alsé sarokban lathaté abra a ' Dcn maradék dipolaris
csatolasi alland6 (RDC) meghatarozasat mutatja be egy példan keresztil.

A perfectBIRD szekvenciaelemet beépitve a CLIP/CLAP-HSQC kisérletekbe
olyan NMR modszert hoztunk 1étre, amellyel az egykotéses heteronuklearis
csatolasok meghatdrozasa a diasztereotop metilén hidrogénatomok esetén is két
csucsmaximum kozotti frekvenciakiilonbség mérésére egyszertisodik.

. Kidolgoztuk a CLIP/CLAP-HSQC modszer valos idejii akvizicios stratégiat
alkalmazo szélessava protonlecsatolt valtozatat.

A detektélas ideje alatt, ,,valos idében” alkalmazott, ,,kapuzott™ lecsatoldssal
jelentésen felgyorsitottuk a kisérleteket az interferogram-tipusuakhoz képest.
Ezaltal olyan homonukledrisan lecsatolt mddszert hoztunk Iétre, melynek
érzékenysége nem kisebb — sét kedvezd esetekben nagyobb — mint a normal,
protoncsatolt modszeré.
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Tapasztalataink alapjan a wvalés 1idejli, kapuzott protonlecsatolds a
rezonanciajelek besugarzasi frekvenciatdl vald tavolsagatol, valamint az alkalmazott
BIRD 1d6tdl fiiggden jelentdsen torzithatja a heteronuklearis csatolasi allandokat.
Igazoltuk, hogy ez a probléma minimalizalhatdo a detektdlads alatti impulzusok
Osszetett fazisléptetésével.

Az optimalizalt fazisprogramu kisérletekkel mért heteronukleéris csatolasi
allandok besugarzasi frekvenciatol és BIRD 1d6tdl valo fliggését szisztematikusan
tanulmanyoztuk, €s a moédszert alkalmasnak talaltuk kisméretii fehérjék egykotéses,
"H-N csatolasi allandoinak meghatarozasara, akar gyengén orientalt kozegben is.

. Interferogram-tipusu, rétegszelekcion alapuld, szélessavi protonlecsatolt
CPMG-HSQMBC moddszert fejlesztettiink ki tobbkotéses heteronuklearis
csatolasi allandok pontos meghatarozasara.

A kutatdcsoportunkban koradbban kidolgozott CPMG-HSQMBC (Carr-
Purcell-Meiboom-Gill Heteronuclear Single Quantum Multiple-Bond Correlation)
modszer impulzusszekvenciijaba, a protondetektalas elé, beépitettiink egy, a
Zangger-Sterk (ZS) rétegszelekcids elven alapul6 blokkot, amellyel a proton-proton
csatolasok okozta, nem kivant felhasadasokat kisziirtiik a kapott jelekbdl. Ezéltal a
tobbkotéses heteronukledris csatoldsi dllandok meghatarozasa — komplex proton-
proton csatolasi haldzattal rendelkezd molekulék esetén is — egy ellenfazist dublett
két csticsmaximuma kozotti frekvenciakiilonbség mérésére egyszertisodik (6. dbra).
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6. abra Szélessavu protonlecsatolt 'H-*'P CPMG-HSQMBC (a)
és 'H-3'P CPMG-HSQMBC (b) spektrum &sszehasonlitisa
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Foszfortartalmu modellvegylileteken megmutattuk, hogy az 0j modszerrel a
tobbkotéses heteronuklearis csatolasi allanddk széles tartomanyban (~ 2-26 Hz)
egyszerre, egyetlen kisérletben mérhetdk (6. dbra).

Diglikozil-(di)szelenidekben olyan "Jsen értékeket sikeriilt meghataroznunk,
amelyeket a korabbi modszerrel — a proton-proton csatolasok okozta jeltorzulasok,
-kioltasok miatt — nem lehetett megtenni.

Tobbkotéses 'H-1°C csatolasi allandok mérésére is vizsgaltuk a ZS-lecsatolt
CPMG-HSQMBC kisérlet alkalmazhatosagat. Megallapitottuk, hogy a modszer a
rétegszelekcioval jard jelentés érzékenységveszteségnek és a '>C izotop kis

cr

mintak "Jcu-inak meghatarozasara hasznalhato.

. Kidolgoztuk a Zangger-Sterk szélessavu protonlecsatolt CPMG-HSQMBC
modszer valos ideju akvizicios stratégiat alkalmazo valtozatat.

A valds idejli, kapuzott lecsatolas alkalmazésaval jelentdsen felgyorsitottuk a
kisérletet az interferogram-tipustthoz képest. Megallapitottuk a modszer korlatait,
nevezetesen, hogy a detektdlas alatti lecsatolas vonalszélesedést eredményez, €s
esetenként zavaro6 jelek rontjak a spektrumok tisztasagat.

Megmutattuk, hogy a vizsgalt molekula spinrendszere/jelhozzarendelése
ismeretében a modszer érzékenysége jelentdsen novelhetd tobbfrekvencian
gerjesztd formazott impulzus hasznalataval. Ebben az esetben ugyanis minden egyes
protonjelet a minta tobb rétegébdl is detektalhatunk, amennyiben a besugarzasi
frekvencidkat megfeleléen - a véletlen visszacsatoldsokat elkeriilve - valasztjuk
meg.

Tapasztalataink szerint a valos idejii Zangger-Sterk CPMG-HSQMBC modszer
csak akkor alkalmazhaté tobbkotéses heteronuklearis csatolasi allandok
meghatdrozasdra, ha a vizsgalt molekulaban a csatolé partnerek proton
rezonanciafrekvencia-kiilonbsége legalabb 90-100 Hz. Ebben az esetben relaxacios
szempontbdl megfelelden rovid (max. ~10 ms) szelektiv impulzus hasznalhaté a
detektalast megszakito, proton-proton lecsatolasi blokkokban.
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7. A CPMG-HSQMBC Kkisérletet tovabbfejlesztettiik interferogram-tipusu
akvizicios stratégiat alkalmazo PSYCHE szélessava protonlecsatolas
beépitésével.

A PSYCHE (Pure Shift Yielded by CHirp Excitation) impulzusblokk
megfelelden beillesztve a CPMG-HSQMBC szekvencidba hatékonyan megsziinteti
a proton-proton csatolasok okozta felhasadasokat a mért spektrumokban, igy a
kapott tiszta ellenfazisu dublettekbél a tobbkotéses heteronuklearis csatolasi
allandok kozvetleniil €s pontosan meghatarozhatok (7. dbra).
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A PSYCHE moddszer hatalmas eldnye a Zangger-Sterk kisérletekhez képest,
hogy a homonuklearis lecsatolas hatékonysaga gyakorlatilag fliggetlen a vizsgalt
molekula spinrendszerétdl, és emiatt a kisérlet paramétereit nem sziikséges mintarol
mintara optimalizalni, azaz rutinszeriien ¢s altaldnosan hasznalhato.

Olyan molekuldk esetén, amikor a csatold partnerek proton
rezonanciafrekvencia-kiilonbsége kisebb, mint 50 Hz, a PSYCHE CPMG-
HSQMBC érzékenysége akar egy nagysagrenddel nagyobb lehet, mint az
interferogram-tipust ZS CPMG-HSQMBC kisérleté (8. abra). A valos idejii valtozat
pedig ilyen molekuldk esetén egyaltalan nem alkalmazhat6, amint erre korabban (6.
tézispont 3. bekezdés) mar utaltam.

A PSYCHE CPMG-HSQMBC modszer hatékonysagat "Jcu €s "Jsen €rtékek
kiilonféle szénhidratokban torténd mérésével demonstraltuk. Ezek a csatolési
allandok értékes informécidt hordoznak az oligoszacharidok glikozidos kotés kortili
konforméciojardl. Hagyomanyos, protoncsatolt HSQMBC multiplettekbdl valo
meghatarozasuk hosszadalmas, szamitogépes illesztést igényel, vagy egyaltalan
nem lehetséges.
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IV. AZ EREDMENYEK HASZNOSITASI LEHETOSEGEI

Kutatomunkank soran bekapcsolédtunk az NMR spektroszkopia azon
dinamikusan fejlddd, modszerfejlesztéssel foglalkozo kutatasi teriiletébe, ahol a
kiilonféle modon szélessavii homonuklearis protonlecsatolast lehetové tevé impulzus-
szekvenciaelemek megfeleld beépitésével noveljik az irodalombol ismert NMR
kisérletek teljesitdképességét. Munkank eredményeként egyrészt megndvelt felbontast
biztositd, a jelatfedéseket megsziintetd, ezaltal automata csucskeresést is lehetoveé tevo,
sz€lessavl protonlecsatolt heteronukledris modszereket fejlesztettiink ki. Ezek az uj
kisérletek szamottevden segitik bonyolult molekuldk és tobbkomponensii rendszerek
(pl. diasztereomer keverékek, reakciotermék-elegyek, metabolitok) NMR
spektrumainak jelhozzarendelését, ezaltal szerkezetigazolasat, -felderitését. Masrészt
olyan 1j, egy- és tobbkotéses heteronuklearis csatolasi allandok pontos és kdzvetlen
meghatarozasara jol hasznalhat6 NMR kisérleteket dolgoztunk ki, amelyek a
sz€lessavl protonlecsatolds alkalmazasédval a nem kivant, proton-proton csatolasok
okozta vonalfelhasadasokat megsziintetik a spektrumokban. A heteronukleéris
csatolasi allandokat kiterjedten hasznaljak szerves vegyliletek szerkezetfelderitésére és
konformacidanalizisére.

Osszességében az altalunk tovabbfejlesztett NMR modszerek a korabbiaknal
pontosabb ¢és megbizhatobb adatokat szolgaltatnak a molekularis szerkezet és a
biologiai hatds Osszefliggéseinek felderitéséhez, és ezdltal hozzdjarulhatnak 1
gyogyszerhatoanyagok tervezéséhez és kifejlesztéséhez.
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