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BEVEZETES

llakromolekuldk, biopolimerek sztereokémidjdnak
egyik fontos kérdése kirdlis molekuldkkal szemben
tanusitott diszkrimindcids képességiik megismerdése
és annak egyszeri disszimmetrikus molekuldk sztereo-
kémial sajdtossdgaibdl vald levezetése. Ismeretes,
hogy biopolimereken, pl. proteineken végbemend,
vagy azok dltal katalizdlt bizonyos reakcidk esetében
ez a diszkrimindcids készseég szdz, vagy igen kozel
szdz szdzalékos, mds szavakkal ilyen rendszereken
vagy azok jelenlétében végbemend reakcidk sordn a
reakcidban résztvevd egyszeriibb szerkezetil, csak
egy vagy néhdny aszimmetrikus elemet tartalmazd
molekula fajtdnak csak egylik enantiomerje vagy csak
egy sztereoizomer vdltozata 1ép reakcidba vagy
szenved vdltozdst. Példdul €16 rendszerekben le-
futd kémiaili reakecidk tanulmdnyozdsa sordn csaknem
mindig azt .tapasztaljuk, hogy ha a reakcidba 1épé
vagy a keletkezd molekuldk két vagy tobb sztereo-
izomer vdltozatban létezhetnek, ezeknek csak egyike
1ép reakcidba ill. egyike képzddik.

Proteineken lejdtszddsé folyamatok esetében



ez a nagyfoku szelektivitds minden bizonnyal kap-
csolatos a nagyszdmu aszimmetria elemen kiviil a
proteinek mdsodlagos, sdt magasabb rendil szerkeze-
tével is. Lrdekesnek tiinik azonban annak vizsgd-
lata, hogyan vdltozik viszonylag egyszeri szerke-
zetil, t6bb aszimmetria elemet tartalmazd rendsze-
rek, pl. oligomerek diszkriminéciés képessége az
aszimmetria elemek szdmdnak novekedésével ill. a
tagok konfigurdcids sorrendjének varidldsdval.

A disszertdcid tdrgydt képezd munka mérési
médszer, kinetikus rezolvdlds sordn keletkezett
termékelegy Osszetételének meghatdrozdsdra, to-
vabba hét; alaninbdl felépitett mono-, di- és tri-
peptid szdrmazék diszkrimindcids képességének mé-
rése a C-termindlison az azidos kapcsoldsi mdédszexr
segitségével, racém alanin etilészterwel kivitele-
zett ldnctagszdm novelési reakcidjdban. Ez a munka
része annak a vizsgdlat sorozatnak, mely az LITA
Kozponti Kémiai Kutatd Intézetben a biopolimereken
végbemend reakcidk sztereokémidjdnak felderitésdére
irényul. lunkdmat Otvos Ldszlé a kémiai tudomdnyok
doktora és Tomdskozi Istvdn a kémiai tudomdnyok

kandiddtusa irdnyitdsdval végeztem.



IRODALNI ATTEKINTLS

lleglepbé médon, igen kevés utaldst lehet ta-
1ldlni az ilrodalomban ilyen vagy hasonld jellegi
vizsgdlatokra. TFigyelembe véve a probléma jelentls
elméleti érdekességét és ilyen jellegii ismeretek
gyakorlati alkalmazhatdsdgdénak perspektivdit, ennek
minden bizonnyal az az oka, hogy eziddszerint nem
ismeretes olyan egyezerili kisérleti technika, amely
ilyen jellegii effektusok kielégitd mértékii pontos-
sdggal vald mérését lehetdvé tenné.

Linderstrdgm-Lang (1) egy &dtlag harminc amino-
savbdl felépitett poli-DL-alanin prepardtumban (2)
vizsgdlta az I és D enantiomerek eloszldsdt. Kar-
boxipeptiddz ill. aminopolipeptiddz enzimek segit-
ségével végzett lebontdsi folyamatok kinetikdjinak
mérésével és a kapott eredményeknek penta-L-alanin
hasonld koriilmények kozott végzett enzimatikus
bontdsdnak kinetikdjdval vald egybevetésébll mate-
matikai meggondoldsok seglitségével arra a kovetkez-
tetésre jutott, hogy az L és D egységek statiszti-
kus vagy kozel statisztikus eloszldst mutatnak a
léncban. Lz mds szavakkal azt jelenti, hogy a vizs-

gdlt poli-DL-alanin szintézisekor a peptid lénc



egészen o harmincas tagszdmig nem mutatott diszkri-
mindcids készséget a ldnctagszdm novelésére rendel-
kezégre 4118 L és D monomer egységek kozott. Az
eredmény nagymértékben valdsziniitlen és feltehetd,
hogy az credetileg mds célokra készitett poli-DL-
alanin (2) tisztitdsa sordn a kiilonbozé térszerke-
zetil polisztereomerek frakciondldddst szenvedtek és
ez vezetett a fenti megtévesztd eredményre. A hi-
vatkozott irodalmak ugyanis nem kozlik a vizsgdlt
poli-DL-alanin elddllitdsdt és tisztitdsdt, ill. az
utdébbit csak részben.

Idelson és Blout (3), tovdbbd Doty ¢és Lundberg
(4) az L-glutaminsav {=benzilészter N-karboxi-anhid-

rid

1,0-C0-CH -
0 61150H,0-CO-CIL,CH,CH - CQ
' 0

£
NH - CO

dioxdnos kozegben végbemend, amin vegyiilet ill. ndt-
rium-metildt inicidlta polimerizdcidjdt vizsgdlva
megfigyeltdék, hogy a D izomer jelenlétében nagymér-
tékben cstkkent a.polimerizéciés folyamat sebessége, °
tovdbbd o termék polimerizdcids foka és mindkett8
minimumot mutatott a racém Osszetételnél. Az effek-

tusok olyan nagymértékiiek voltak, hogy a polimeri-



zdcids folyamat sebessége racém Osszetdtelndl csak
mintegy egytizenhetede volt az optikailag tiszta
monomer esctében mért Srtéknek, mig a polimerizd-
cidés fok ugyanakkor egystsdére csvkkent a termékben.
A Jelenséget azzal magyardztdik, hogy az L-aminosav
régzekbdl felépitett ol-helix csak nehézségek drdn
tud D-aminosavat beépiteni.

LDgy mdsik felfogds a jelenséget kapcsolatba
hozta a mdr felépiilt ldnc konformécidjaval, felté-
telezve hogy a "statisztikus gombolyag" (random
coil) konformer mds sebességgel vesz részt a reak-
cidéban mint az <«~-helix konformer, tovébbd hogy a
konformdcids atmenet a kettd kozott gdtolt, amennyi-
ben a mdsik enantiomer is beéplilt a ldancha.

Az elsd felfogdssal szemben Eliel (5) meg-
Jjegyzi, hogy a polimerizébiés folyamatnak a D enan-
tiomer jelenlétében megfigyelt sebesség csokkenése -
oly nagy mértékil, hogy az nem magyardzhatd egysze-
rilen a polimer ldncnak a D szdrmazék beépitésével
gzemben tanusitott "vonakoddsdval', hanem inkdbb
ugy néz ki, hogy az egész polimerizdcids folyamat
egy parcidlis "blokkolddast" szenved, amennyiben
mégis beépiilne egy D-aminosav.

Hasonldéan nem elégséges (6) egy konformdcids
atmenetet posztuldlni ahhoz, hogy értelmezni le-

hessen a fenti kisérleti eredményt.



Williams és Brown (7) szintén N-karboxi-anhid-
ridek polimerizdcidjdt vizsgdlta dioxdnos kozegben
és ndétrium-metildt inicidtor jelenlétében, aminosav-
nak azonban az izoleucint vdlasztottdk. Az izoleucin

CI‘IB - CH2 - ClﬁH - ?H - CO0H
CH,  WH,

3-szubsztitudlt aminosav 1lévén, a beldle felépitett
polimer ldnec sztérikus okok miatt nem képes o~helix
konformdcidt felvenni (8,9). lleglepd médon azt ta-
14l1tdk, hogy ebben az esetben a polimerizdcids fo—
lyamat sebessége éppen forditott mddon vdltozik a
monomer Ssszetétellel mint a glutaminsav /-benzil-
éozter szdrmazék esetén. Az optikailag tiszta mono-
mer polimerizalt viszonylag a leglassabban, a folya-
mat sebessdége ndtt a monomer optikai tisztasdgdnak
csdkkenésével és maximumot mutatott a racém Ussze-
tételnél. EbbSl az a kdvetkeztetés vonhatd le (7),
hogy, legaldbbis ebben az esetben, a reaktiv ldnc-
végi utolsd aminosav konfigurdcidjdval ellentétes
konfigurdcidju monomer egység beépililése a kedvez-
ményezett. Lszerint ebben az esetben a felépiilt
polimer, térszerkezetét tékintve sziindiotaktikus,
mig a glutaminsav ﬁlbenzilészter szdrmazdék eseté-

ben izotaktikus (5).



Osszefoglalva megdllapithaté tehdt, hogy
makromolekuldknak egyszeriibb szerkezetii disszimmet-
rikus molekuldkkal szemben megnyilvénuld diszkrimi-
nicids k%pességének'mértékére vonatkozdéan csak igen
kevés irodalmi adat 411 rendelkezésre és azok is
ellentmonddsosak.

Mdsrészt makromolekuldk diszkrimindcids képes
ségének egyszeri disszimmetrilkus molekuldk sztereo-
kémial sajdtsdgoibdl valé Sértelmezdéséhez szilkséges
lenne volamivel tobbet tudni a disszimmetrikus kSl-
csdnhatdsok természetérsl magdrdl. Ezen a téren a
kvalitativ Cram (10) és Prelog (11) szabdlyokon
kiviil egy kvantitativ leirdsi mddszer ismeretes az
irodalomban (12,13). Egyszerii, két aszimmetria-
centrumot tartalmazd dicsztereomerek parcidlis
aszimmetrikus szintézise sordn észlelt (11,14) op-
tikai termelési adatok alapjdn Ugl (12) az izomer
ardnyt kvantitative leird Osszefiiggést taldlt,
melyet késdbb Ruch és Ugl (13) elméletileg is meg-
alapozott. Ezen tulmenden Intézetiinkben is folya-
matban van egy, a kdlcstnhatdsok fizikai értelmébe
mélyebb betekintést nyujté elmélet (15,16) kidol-
gozdsa. . '

Bonyolultabb, tobb aszimmetria elemet tartal-

mazé diasztereomerek keletkezése sordn fellépld ki-
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szintézis mértdkének kvantitativ leirdsa nem annyira
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ellendrzése jelent megoldatlan probldémdt.
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ilgszimmetrikus molekula valanely
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R racém vegylilettel vald reakcidja ecetén a kineti-

kug rezolvdlds egzakt mértéke a kl/k2 hényados,

o
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ahol RL €és R, az R racém partner L ill. D komponense.
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A kl/k hanyados kzvetlen kinetikai mérése helyett
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célszeri 4z szokdsos a kinetilkus rezolvialds rté-
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két, vagyis Ar-nek R irénydba megnyilvdnulé disz-
krimindcids készsézét az EAT” l//{J&F)] hényados-
bél meghatérozni a kapott termékelegyben. Kimutat-

haté ugyanis, hogy hé R nagy feleslegben van jelen,
tdsa soran Ry, és Ry relativ kon-
cyekorlatilag &llanddnek tekinthetd,

a
akkor az E\LT"L}/ LA L.-\] koncentrédcié hdnyados

elitéssel adja a kl/K2 nanyadost;
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A feladat tehdt visszavezethetd egy két dia-

sztereomert tartalmazd biner elegy Osszetételének



hatdrozdsdira, chol a diasztereomerek n aszim-
metric elemet tartalmazhatnak, de egymdstdl csak
aszimmetria elem konfigurdcidjaban kiilonboznek.
Két aszimmetriacentrumot tartalmazd diasztereo-
merekbll 4114 biner elegy Bsszetételének meghatdro- .
zéséira ismeretes médszerek az ellendramu megoszlés
(17), a frakciondlt kristdlyositds (18,19), a gdz-
kromatogrdfids (20,21) és a papirkromatogrdfids
(22,23,24) elvdlasztdson alapuld meghatdrozdsi mdéd-.
szerek, tovdbbd a termék optikai aktivitdsdnak mé-
résén alapuld (25) médszer és legujabban egy mag-
mégneses rezonancia spektroszkdépidn alapuld médszer
(26). Az elvdlasztdsos médszerek koézds hatrinya
negy munkaigényességlik, tovabbd hogy sbecifikusak,
azaz oz elvdlasztisi technikdt esetrdl esetre ki
kell dolgozni, tovdbbd hogy a kapott eredmények nem
kielézlté pontossdguak. Az optikai aktivitds méré-
sen alapuld médszer, bdr viszonylag egyszeri, csak
durva kdzelitéssel adja a kivdnt értéket, tovabba
el8feltétel a komponensek optikai aktivitdsdnak is-
merete adott koriilmények kozott. Példdul egy adott
tripeptid szdrmozék diszkrimindcids képességének
mérésdhez el kell késziteni a beldle leszdrmaztat-
haté két tetrapeptid szdrmazékot optikai cktivita-

suk mérése céljabdl.



A mddszeérrel elérhetd pontossdg a kbvetkezd
médon becsiilhetd meg: ha A és B a két diasztereomer
fajlagos forgatdképességének értdke és a p, Yssze-
tételhez tartozd C fajlagos forgatdsi értdék li-os
oldatban t0rténd mérésekor a leolvasdsok egy 0.05°
szélességll intervallumba esnek, beleértve a nullpont
meghatdrozds bizonytalansdgdt is, ami dltaldban egy
igen elfogadhatd érték, akkor az Ldlo tengelyen egy
5° szélessdgli tartomdnyon beliil esnek a szdmitott
[, értékek és ez a p tengelyre dtvetitve egy
500/ (4-B) szélessdgil tartomdnyt fed le:

B
41
B
Q _______________ e
P : e i A S iy 5 s s i it i B B ! Sl i Y
i :
! u
| |
| | .
4] Pﬁ {co’l.

pl. ha A és B kiiltnbsége 25°, ami mér egy szdmot-
tevlé eltérés, p, csak +10% pontossdggal adhatd mef
(pl. 42+107% az egyik komponens beépiilése szdzaldék-
ban kifejezve), ahol még nem vettiik figyelembe az
A és B mérésckor fellépS bizonytalansdgot.

A magmdgneses rezonancia spektroszkdpidn ala-
puld médszer kétségkiviil gyors, elegins mdédszer
elegyek Ssszetételének meghatdrozdsdra, hatékony-

sdgdt illetd8en azonban mdr két aszimmetria elemet



tartalmazd diasztercomer rendszerek esetében is
egymésnak ellentmondd irodalmi adatok (26,27,28)
<étsdégessé. A rendszerben jelenlévl aszim-
metria elemek szdmdnak novekedésével varhatd mdédon
az ezzel a technikdval elérhetl mérési pontossdg
is rohamosan csdkken.

A teljessdg kedvéért meg kell még emliteni az
u.n. enzimatikus mdédszereket. Bdr meglehetdsen kolt-
séges segédanyagok (karboxildzok, aminopeptiddzok)
segitsdégdével, ezek a mdédszerek alkalmasak termé-
szetes szerves anyagok egy'csoportjdnak (proteinek,
polipeptidek) diszkrimindcids képességinek kielé-
zit8 pontossdgu mérésére, Altaldnossdgban viéve
azonban, alkalmazhatéséguknék hatdrt szab az, hogy
csak természetes vagy azokkal rokon szubsztrdaton
fejtik ki hatdsukat. Ugyanakkor alkalmazdsuknak
eldfeltétele a véddecsoportok eltdvolitdsa, amely
kémial miivelet soran csak nehezen biztosithatd, ha
egydltaldn, a védltozatlan izomer Osczetétel.

Osszefoglalva megdllapithatd tehdt, hogy az
irodalomban mindezideig nem ismeretes olyan mérési
médszer, amely tobb aszimmetria elemet tartalmazd,
csak egy aszimmetria elem konfigurdcidjdban kiilon-
b6z8 diaszitereomerekbdl 4118 biner elegy dsszetéte-
lének nagy pontossdgu meghatdrozdsira viszonylag

egyszeri médon nyujtana 1ehet68éget. Bizonydra ez



az oka annak, hogy biopolimerek, de ugyanakkoxr egy-
szeriibb szerkezetii disszimmetrikus molekuldk disz-
krimindcids képessdégére vonatkozdan is olyan kevés

adat 411 rendelkezégre az irodalomban.



VEGZETT MUNKAM LEIRASA

A jobb attekinthetlség biztositdsa cdéljdbdl

célszeri az anyagot a kdvetkezd pontokra bontva

tdrgyalni:

1, a mérési médszer

2, a modell peptidek el8dllitdsa

3, a mérések

4, a kapott eredmények értékelése

1, A mérési mdédszer

A vizsgdlt reakcidkban keletkezl, diasztereo-

merekbdl 4115 biner elegyek Osszetételének pontos

meghatdrozdsdira egy uj mérési mddszert fejlesztet-

tiink ki (29). Lnnek lényege az, hogy a racém elegy

L vagy D komponensét radioaktiv nyomjelzdvel, pl.

14c_vel jeltlve a kapott termék Ssszetételének meg-

hatdrozdsa a termék moldris aktivitdsdnak meghatd-

rozdsira vezethetd vissza:

£
A, + By
AL + RD
illetve
AL -+ RL

~E
AL 4 RD

¥
S ALRL
-» ARy
» ARy
X
> AR




ahol a jeldlések azonosak a mdr kordbban bcvcz0uott
jeldléseklel (1. 10. oldal) és a % jel radioaktiv
Jjelolést jelent.

Az 1zotdpokkal torténd nyomjelzési technika,
annak bevezetdése &ta (30) igen sokrétii és vdltoza-
tos médon nyert clkalmazdst a legkiilonfélébb prob-
lémak tanulmdnyozdsa sordn. liégis, az irodalomban
nem lsmeretes utalds arra, hogy racém elegy egylk
komponengét izotdppal jelezve a racém elegy kompo-
nenseinek relativ reaktivitdsdt mérték volna. Igy
az Intézetlinkben kifejlesztett és a disszertdcid
anyagdt képezd kisérleti munka sordn elsd izben al-
kalmazotf eljards a nyomjelzési technika egy uj,
fliggetlen alkaimazdsénak tekinthetd.

A mbédszer szémos eldnnyel rendelkezik. Illen-

-

S jellegl vizsgédlatokrs eddig rendel-

-

tétben a hason

kezésre 4118 mérégi technikdkkal, ennél a mdédszer-

7

nél nem szilkséges ismerni a diasztereomer termék-

elegy komponenseinek szinte egyetlen fizikal tula]j-

’ 3 o

donsdgdt sem, az eljdrds dltaldnosan alkalmazhatd
? : ~

fizikai és kémiezi tulajdonsédgaitdl nagymértdékben

flizcetlentil. Legfdbb elénye azonban az, hogy a ki-

i

vént meghatdrozdst, a biner elegy komponenseil re-

lativ mennyiségének meghatdrozdsit nagy pontossdggal

teszi lehetévé. A meghatdrozés pontossag nak elvi
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A médszer egy tovdbbi eldénye az, hogy lehetdvé
teszi a racém eclegy L és D komponensei beépiilésének
kiilon kisérletekben torténd, egymastdl fligecetlen
mérését. Ha ugyanis a racém elegynek egyik esetben
az L, mdsik esetben a D enantiomerjét jeloljiik
nyomjelzdvel, ugy czen enantiomerek beéplilése vald-
ban egyméstdél filiggetlenlil mérhet8. A bedpiiléseket
szdzaldékban kifejezve, Osszegliknek a szdz szdzaldk-
t61 vals eltérése ill. el nem térése demonstrdlja a
kapott eredmény megbizhatdsdgdt. lellékreakcidk fel-
lépése esetén ugyanis a kapott termék nem biner
clegy, hanem melléktermékeket is tartalmazhat, me-
lyeknek zavard hatdsdt elimindlni kell. Ilindkét enan-
tiomer jeldlése, azaz a kisérleteknek kétféle racém
eleggyel, L%D és LDx, vald kivitelezése esetén az
eljaréds onmaga kontrolljdnak is tekinthetd.

Az egyetlen felmerﬁl6 nehézségnek az tiinhet,
hosy az egyik enantiomerjében radioaktiv nyomjelzl-
vel jeizett racém elegy elkészitéséhez mindkét anti-
pddnak szdz szdzalékos optikai tiszt ‘
hozzaférhetdének lenni, ami egyes esetekben valdban
problémdt jelenthet. Kimutathatd azonban, hog

1, nem szilkséges az, hogy a racém komponensgként

alkalmazott elegy valdban 50~50 szdzazlékos



ardnyban tartalmazza az antipddokat,

2, elegendd az, ha a racém elegy kdészitésdhez

felhasznalt két komponens, tehdt a jelzett
t

és nem jelzett komponensek op

gédt pontosan ismerjilk, ezeknek azonban

O

S
nem szilkséges egynek lenni. Mds szavakkal,
elegendd annak ismerete, hogy hogyan oszlik
meg a bevitt rediosktivitds a "racém" elegy
komponenseil kozott.

Ez a ktvetkezlképpen ldthatd be: az optikai-
lag aktiv komponens (AL), melynek diszkrimindcids

s .

k’.é pegs é ﬂ‘i—:"t kivéanjuk mé rni a racém elegs Iix’ é g R
& & ] Y T D
ad

komponenseilvel kiilonbszd, a ky és Xy sebességi

dllanddkkal jellemezhetd sebességgel reagdl:

kl
AL + RL s a3 ALBL ¥
k e, =
2 ,

A kiinduldsli anyagok kezdeti, és a termékek minden-
kori koncentricidira a kovetkezd jelsléseket beve-

zetve:
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$hd .
%ﬁ?= kl(a—x—y)(b—x)

).

O
6]
)

6k
e = %y (a-z-y) (c-y)
at

reakcidsebességl egyenletekbll integrdldssal a
k
b 1. o
s = e e
baszefiligpést kapjuk.
Tegylik fel, hogy a jelen esetben R-nek az RL
komponengdét jeloltiik Wq moldris aktivitdssal, tovib-
. x S lead £ s 1 er b

bd hogy R™ optikei tisztasdga pp # 1. Ebben az eset-
ben R* RE mellett Rﬁ—t is tartalmaz, azaz a radio-
metrikus meghatdrozdskor ALRE-t is mérjiik. Akkor

" pr + 1
- X X <
RF = mp = : m es
2
1l -0p
3 £T, E
mD e 1 mi.
2
) E E3 s A 43 . . P E 2
ahol R™ = m a radioaktiv anyag mdélszama, i cs

m% pedig a jelzett L és D komponensek mdlszdma:

H

m%

H

B

s - of
- mﬁ

Hasonldan, a nem radioaktiv, Pp optikal tisz-
tasdgu R komponens (mely esetiinkben f£8leg D izomexrt

tartalmaz) méljainak szdma legyen m, ahol

m=mL+mD



ahol m és my o nem rodioaktiv L és D izomerek mdl-

Akkor a “"racém elegy" (R* + R) molédris akti-

vitdsa:
s
m
R S
W2 x Wl
m +

~

Mivel sem R™, sem R nem optikailag tiszta, a
kovetkezl egyenletek irhatdk fel, ahol & vesszls

tagok az inakitiv anyagok koncentrdcidit jelzik:

b P + b?

il

(]
Il
o]
+
o]

Beldthatd, hogy érvényesek a kdvetkezld Ossze-

fliggések: i
'bif . x N
b b & N
tovdbba py, + 1
LX o .bE = p ’TJ — 2 —
X b nr +m Pr + 1 1-p
Pl ek L e e ».
2 £
E
(PL 'i‘l ) m




llivel oH

a fenti Gsszefiiggdés igy irhatd:

% S P

b
pp+l + (L=pp)(=== - 1)

és hasonldéan
X 1 - p.
J_ ~ 4 e, T
i W "8
1-py, + (pp+l) (== -1)
Vo

Ha a végtermék moldris aktivitdsa Was akkor

2 g S E -:E
Wa 2 W = (nT + n3) w
3 i X+ y L D 3
" . x 27 ot e £ E ¥ _
ahol np az ALRL moltortje és n,  az ALRD mol
tortje.

5 ¥ Sp I 1
ivel x* = Ax és }/‘:L = By, 1gy

H
K

tovdbbd

o S S S . =
e g

s SRS i XY X+ Yy

o+

Oh
i
=2



e de

ahol np és ny a keletkezett Osszes ‘ALRL és ALRD

méltortje,

D + np = 1
Wpert. oL Wy :
ny + 05 = —;b = Ang + B(l-n;) = (A-B)n + B
ik
w
i
& 1.
nL—-
A-DB

és innen az R, inkorporidcidja szdzalékban kifejezve:
-l

100 nr

Természetesen a mdédszerrel elérhetd mérési
pontossédg fligz attdl, mennyire szelektiven kotddik
a bevitt radioaktivitds az egyik optikai mdédosulat-

1

noz.



2, A modell peptidek elddllitdsa

A vizegdlatokhoz a kdvetkezd peptideket ké-
szitettilk el:

Z-Ala-0Et (DL)

Z-Ala~-0Lt (L)

Z-Ala-Ala-O0Bt (L-L)

Z-Ala-Ala-0Et (L-D)

Z-Ala-Ala-Ala-0Et (L-L-L)

Z-Ala-Ala-Ala-0Lt (L-L-D)

Z-Ala-Ala~-Ala-0Et (IL-D-L)

Z-Ala-Ala-Ala-0Lt (L-D-D)
ahol Z=06H50H20—CO-,
tovdbbd mind a nyolc szdrmazéknak a hidrazidjdt.

Iiivel ellentétben a racém komponens Osszete-
véinek optikail tisztasdgdval szemben tdmasztott
alacsony igényekkel, a diszkrimindcids képességiik
mérése céljdbsl elddllitott modell peptideket lehe-
t8ség szerint szdz szdzalékos optikai tisztasdgban
kellett eld8dllitani, kapcsoldsi médszeriil az azidos
kapcsoldsl médszert vdlasztottuk. Irodalmi adatok
(31) szerint ugyanis ilyen tipusu kapcsoldsok sordn
racemizdcidét mindeddig nem sikeriilt kimutatni.

Kiinduldsi anyagul DL-alanint haszﬁéltunk. Bzt
tobbszdri vizes-alkoholos dtcsapdssal tisztitottuk,

mig halogén tartalma 0.1% ald csdkkent. Az alanint



ugyanis 2-brdém-propionsav ammonolizisdével készitik
és a melléktermékkiént képz8d8 ammonium-bromid je-
lenléte igen zavardan hat a rezolvdlds sorédn. A
tigztitott DL-alanint Greenstein enzimatikus mdéd-
szerdvel (32) rezolvdltuk. Eszerint a racém alanint
jégecetes oldatban 90° koriili hdémérsékleten ecetsav-
anhidriddel acetileztiik, az izoldlt acetil-DL-ala-
nint dtkristdlyositdssal tisztitottuk, majd egyszer
mélds vizes oldatban, pH 7-re tdrténd semlegesités
utdn disznévesébsl 1zoldlt Acildz I enzimmel 35-40°-
on kezeltiik 2-3 napig. Amennyiben a semlegesitést
NaOll-val végeztilk, a folyamat spektrofotometrids
uton (33) kdvethetS volt. Az enzim hatdsdra az N-
acetil-L-alanin szelektiv hidrolizist szenved, mig
az N-acetil-D-alanin vdltozatlan marad. A két termék
oldékonysdga jelentdsen eltér, pl. alkoholban. Igy
az oldat forraldsbdl és szﬁrésb61 4114 enzim-mente-
pitése utdni bepdrldsesal és alkoholos higitdssal
tiszta L-alanint kaptunk, mig az oldatban maradd
N-acetil-D-alanin izoldldsa, ioncserés tisztitdsa
(34) és sésavas hidrolizise D-alanint szolgdltatott.

A médezer alkalmazdsa sordn az L-alanint 100
szdzaldkos optikal tisztaosdgban nyertilk 60-75%-o0s
termeléssel, mig a D-alanin izoldldsa sordn 30-40%
volt az elérhetd termelés és a termék optikai tisz-
tasdga 85-100% kozott vdltozott.



A kapott L-alaninbdl két uton valésitottuk‘meg
a benziloxi-karbonil-L-alanil-hidrazid elkészitését.
Egyrészt irodalmi adatok alapjén (35) az L-alanin|
észteresitésdével és a kapott etilészter kldér-hangya-
sav benziléagzterrel vald reagdltatdsdval kloroform-
viz rendszerben lig0 jelenlétében és az azt kidvetd
hidrazinos kezeléssel etilalkoholban, médsrészt az
L-alanin kdzvetlen benziloxi-karbonilezésdével (36),
mejd a kapott Z-alanin sdsavas-etilalkoholos észtere-
zésdvel és az észter hasonld hidrazinos reagdltatd-
gdval., llivel ez a médszer a2z irodalomban nem ismere-
tes, célszerii valamivel részletesebben tdrgyalni.

Ismeretes, hogy a benziloxi-karbonil véd6—
csoport savas kizegben kionnyen eltdvolithatd, azaz
pavra meglehet8sen érzékeny (37,38,39). liégis, =zt
taldltuk, hogy szobahdmérsékleten sésavas etilalko-
hollal szemben eléggé ellendlld a védbesoport, ilyen
korilmények kozott o karboxil észterezhetd anélkiil,
hogy szdmottevd mértékben bomlana a vegyiilet. A re-
akcidt szémitott mennyiségii tionil-kloridnak 24 éra
d4llds utédn a reakcid elegybe vald beadagolésdval
tettiik teljessé. A benziloxi-karbonil-L-alanin etil-
észter egy olajos anyag, ezt tiszta formdban nem
izoldltuk, hanem kdzvetleniil hidraziddd alakitottuk
és ebben a formdban tisztitottuk. A mdsodik uton



lényegesen magasabb termeléssel tudtuk a benziloxiQ
karbonil-L-clanil-hidrazidot elddllitani, mint az
irodalmi leirds (35) alapjédn.

A benziloxi-karbonil-alanin di- és tripeptid
észterek é¢s hidrazidok elddllitdsa az azidos kap-
csoldsi mdédszerrel tortént egy irodalmi leirds (35)
alapjén. Eszerint a védett amindsav-hidrazidot 86—~
savas-ecetsavas-vizes kizegben -5° koriili hémérsdék-
leten Nal0,-vel nitrozdltuk, a kapott azidot dikldér-
meténnal extrahdltuk, az oldatot vizzel és hig hid-
rokarbondt oldattal mostuk, majd rdvid szdritds
utdn 1,5 ekvivalens L- (vagy D-) alanin etilészter
diklér-metdnos oldatdval elegylitettiik, melyet a
megfelel$ észter hidroklorid dikldér-metdnban vald
olddsdval és ekvivalens mennyiségii trietil-aminnal
vald kezelésével kaptunk. Huszonnégydérds, szobahl-
mérodkleten torténd reagdltatds utdn az elegyet
ujbsl mostuk hig savval, ndtrium -hidrokarbondt ol-
dattal és vizzel, majd szdritds utdn bepdroltuk és
a nyers terméket etilalkoholbdl tdrténd kristdlyo-
sitdgsal tisztitottuk. A'tripeptid éazter szdrma-
zékok hasonld médon készﬁltek a dipeptid-hidrazi-
dokbdl. A kapott észter szdrmazékok fizikail dllan-
déit és analizis adatait az 1. Tdbldzat (28. oldal)

tartalmazza.



A tdbldzatokban a peptid szdrmazékokat révi-
ditett jeltléssel jeldltilk. Z minden esetben benzil-
oxi-karbonil védicsoportot jelent, ezutdn csak az
alanin egységek konfigurdcidjae van feltiintetve és
végill o karboxilcsoport helyettesitSje (pl. OE%,

Noily, 173) :

Az irodalmi 1eiréssa1‘(35) szemben a £6 médo-
-sitds abban 411t, hogy az ott megadott éter 11l.
éter-etilacetdt kozeg helyett dikldér-metdnt hasz-
ndltunk olddszerként. Ilymddon a reakcidkeverdk
végig homogén maradt, ami egyszeriisitette a feldol-
gozdst és flleg relative nagyobb termelés elérését
tette lehetdvé., lldsrészt a nitrozdldsi reakecid ko-
zegélil szolgdlé sésav-ecetsav-viz rendszer Sscze-
tételdét vdltoztattuk; mindkét vdltoztatds fileg a
'mérési reakcidk kivitelezése sordn volt kiilléndsen
jelent6s, melyr8l a késdbbiekben lesz 8zd.

Az észterek dtalakitdsdt hidrazidokkd vizmen-
tes etilalkoholos kizeghben végeztﬁk 1,2-1,5 ekviva-
lens 98-100%-o0s hidrazin-hidrdt jelenlétében t8rté-
né 1-4 érds forraldssal és a hiitésre kivdlt termék
dtkristdlyositdsdval vizmentes etilalkoholbdl. A
kapott hidrazidok fizikai &llanddit és analizis
adatait a 2. Tdbldzat mutatja (29. oldal).



A benziloxi-karbonil-zalanin észterek fizikai

1. Téblazat

analizis adatai

41landdi és

% ; ; 20 Analizis: Szénitott Ossze-
Anyag: op. irodalmi {M'D tétel

op.(35) ¢ 1, BEt0H C H N C H N
Z~-DL-0ET olaj - - - = - - - -
7-L-0Et olaj " i = - = - - -
e B-LOB 116° 116° ~4n.,0° | 59,47 6,79 8,71

. 59,61 6,88 8,69

ZiTr-D~0E% gg? 92° + 6,35 | 59,49 7,04 8,97 |
%~I-L-L~OEt 196° | 192° -59,2° | 58,17 7,11 10,57 | 58,00 6,92 10,68
A Py e Wy 176-8° | 176° -20,3° | 57,78 7,14 10,39
/% P06 g’ 148-8,59 142° + 4,3° | 58,19 7,04 10,77
ZwImD~D-0BS 165-7° i +324,5° 57,92 6,85 10,70




A benziloxi-karbon

2. Téablazat

il-alanil-hidrazidok fizikai &llanddi és

analizis adatai

[]20

Szanitott értékel

-I-D-D-N-H.
Z=-T-D-D 3{9

5?,61

Anyag: op . irodglmi Analizis
' op. (35) ¢ 1, AcOH @ H N C ¥ H N
Z~DI-N,H, 118,55 - - 55595 6,44 17,56
- 2 119 . | 55,69 6,37 17,71
Z-T-11H., 18,5~ 138,5° =17, 0 55,65 6,25 17,53
2 139
Z-1-L-1H 209° |  209° -38,4° 54,40 6,69 18,02
: o 0 —-1 54,54 6,54 18,17
Z~L~D—Néﬂ5 193 19% + 9,5 54,34 6,75 18,08
7-1-I-T-N H, 235-7° | 235° =57 ,2° 53,86 7,10 18,41 | 53,82 6,64 18,46
2~T-I-D-W,H; 205° 205° ~25, 8 5%,72 6,94 18,37
2-I-D-I-WH, | 192-4°| 194° 2,40 53,70 6,70 18,40
256—70 - i31,50 0,85 18,33




3, lMérések

a, A 14C-vel jelzett rocém elegyek elldllitdsa

A modell peptidek ldnctagszdm novelésl reak-
cidjét a C-termindlison hajtottuk végre és racém
alanin etilészterrel viteleztilkk ki. Fliggetlen méré-
sekkel dllapitottuk meg az L és D enantiomerek be-
éplilését és a kopott eredményt szdzaldékos beépiilés-
ben fejeztiik ki. Ezekhez a mérésekhez elkészitettiik
az L 111, D enantiomerjében 46 _vel jelzett racém
elegyeket.

A radioaktiv jelzést minden esetben a C,-en
Moover jelzett etilalkohollal vald észterezéssel
végeztiilk. A radioaktiv etilalkohol metil-magnézium-
jodid 14C02-ve1 végzett karbonizdcidjdval, a kapott
C, Jelzett ecetsav égzterezéedvel és LiA1H4—es re-
dukcidjéval késziilt. Aktivitdsa a kristdlyos o~
naftil-karbamdt alakban végzett mérés alapjéan

7 661 393 dpm/mmole
volt.

Ezt a radioaktiv etilalkoholt szdraz sdsav-
gdzzal telitettiik, majd oz észterezni kivdnt 100%-os |
optikai tisztasdgu L-alanin hozzdaddsa utdn a hete-
rogén elegyet migneses keverdvel mésnapig kevertet-
tiilk, a homogén oldatot keverés kdzben az aminosav-
val egyenértékii tionil-kloriddal kezeltiik 20-30°-on
és tovibbi egy napig 41llni hagytuk. Dzutdn az etil-



alkohol felesleg?t 14skri nyomdson ledesztilldltuk,
a maradékot alaposan leszivattuk és P205-r61 frissen
desztilldlt etilacetdtbdl dtkristdlyositottuk, majd
P205 felett sulydllanddsdglg szaritottuk.

A ledesztilldlt etilalkohol, mely sdésavat és
a tionil-klorid dtalakulds termékeit is tartalmazta,
kdzvetleniil felhagzndlhatd volt a D-alanin észtere-
sitégére; az eljdrds teljesen azonos volt az L-izo-
mer esetében leirttal. A felhaszndlt D-alanin 94%-os
optikal tilsztasdgu volt. |

A kapott jelzett L-alanin etilészter hidro-
kloridot 947/-os optikal tisztasdgu nem radioaktiv
D-alonin etilészter hidrokloriddal kristdlyositottuk
dgsze olyan ardnyban, hogy, a jelzett és nem jelzett
komponensek optikail tisztasdgdnak figyelembevételé-
vel, a racém elegy pontosan l:1 ardnyban tartalmazza
az L és D enantiomereket. Az élegy jele: L¥D észter
hidroklorid.

Teljesen hasonld médon késziilt az LD* észter
hidroklorid keverdék is, 100%-os optikai tisztasdgu
L-alanin etilészter hidroklorid felhaszndldsdval;

az L és D enantiomerek ardnydt itt is pontosan 1l:l-

re 4llitva be.



b, A beéplilések mérdige

Az L és D izomerek beépiilésének mérésénél a
szémbaJovs problémék kozill a legkomolyabb az, hogy
a reakcidterméket olymédon kell megtisztitanil, hogy
az elegy tisztitds utdn mdr valdban csak a fiter-
mékként keletkezett két diasztereomert tartalmozza,
ugyanakkor ezek ardnya ne v&ltozzon meg a tisztitds
gordn, mert az a mérési eredmény durva meghamisitd-
pdt jelentené. Az eltdvolitandd anyagok egyrészt a
feleslegben alkzlmnzott racém észter el nem reagdlt
frokeldjdbsl és o vele egylitt a reakcidkeverékbe
juttotott segédanyagokbsl (trietil-amin, sésav) te-
v8dnek Ossze, midsrészt mint ismeretes (40) az azidos
kopesoldsl médszert szdmos mellékreakcid kisdéri és
ezek termékei alkotjdk az eltavolitanddé anyagok mé-_
sik csoportjit.

I1int mir tortént rd utalds, reprodakélhaté
eredmények nyerésének cléfeltétele az acilezl &gens,
esetiinkben a modell peptidek, konfigurdcids stabi-
litdsa elkészitésiik és az acilezési reakcidkban va-
16 részvételiik kvzben, ez pedig majdnem Kizéré}ag
c¢sak az azidos kapcsoldsi médszer esetén biztositott.
Mésrészt az azidos kapesoldsi médezer komoly hitrd-
nya az, hogy szémos mellékreakcid kiséri. Bzekrll a
mellékreakeidkrdl nyujt dttekintést, a teljesség.
igénye nélliil, a 3. Tdbldzat (33. oldal).
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Mint ldthats, a bomldstermékek szintén reak-
cidba léphetnek a jelenldévd alanin etilészterrel
mint primer aminnal és ilymdédon radioaktiv mellék-
termékek is képzddhetnek.

Az eltavolitandd anyagok egy része kémial ter-
mégzeténél fogva savas 1ll. lugos mosdssal eltdvo-
lithaté. Ilyen kezelés sordn a semleges természetii,
apoldros, vizben nagymértékben oldhatatlan fiétermék
peptid molekuldk vdrhatd médon semmilyen vdltozdst,
pl. koncentrdcid vdltozdst, nem szenvednek, azaz
koncentrdcidjuk ardnya vdltozatlan marad. llivel a
savas-lugos kirdzdssal el nem tdvolithatd mellék-
termékek, pl. karbamid szdrmazékok (1. 3. Tdbldzat)
gzelektiv eltdvolitdsdra nincs lehetdség, a reakecid
koriilményeket kell ugy megvdlasztani, hogy ezek mdr
eleve ne, vagy csak elhanyagolhatd mértékben kelet-
‘kezzenek. Zavaré hatisuk elimindldsdrsl meggy6z6
bizonyitékot nyujt az, ha a fiiggetlen kisérletékben
mért L és D inkorpordcidk szdzalékos Csszege Jo kbze-
1itéssel adja a szdz szdzalékot, mint err§1 a mérési
médszer c. fejezetben volt mdr szd. A lehetséges
melléktermékek molekulasulya ugyanis eltérsé a f£é-
termékétSl, a melléktermékek megjelenése tehdt a

- végtermékben mindenkép eltolnd a beépiilési szdzalék

bsszeget a szdztsl.



A 2. T&bldzotban felsorolt benziloxi-karbonil-
alanin-hidrazid szdrmazékokat az ismert médon savas- -
vizes kizegben nitrozdltuk és a megfelell azid szdr-
mazékok diklér-metdnos oldatdt tisztitds és szdritdas
utdn megfeleztiik, majd eldre elkészitett L*D és LD*
észterek dikldér-metdnos oldatdhoz adtuk. Az észter
oldetok ugy késziiltek, hogy a bemért hidrazid felére
‘ szdmitott 10-15-8z61r6s moldris mennyiségi L¥D 111.
LD¥ észter hidrokloridot dikldér-metdnban oldottuk,
majd oz észter hidrokloriddal ekvivalens mennylségii
trietil-omint adtunk az oldatokhoz.

A reakcidelegyeket egy napos szobahdémérsékleten
vald 4114s utdn hig savval, ndtrium-hidrogén-karbondt
oldattal és vizzel mostuk, szdritottuk, majd bepdrol-
tuk. A kapott nyers terméket minden tovdbbi tiszti-
tds ndlkill radioaktivitds mérésre adtuk. A radio- :
aktivitdsok mérése dimetil-formamid oldatban folyadék
szcintilldcids médszerrel tortént Packerd késziilé-
ken., A reakcidkban alkalmazott hidrazidok mennyisé-
gét, a nitrozdldsndl alkalmazott oldészer rendszert;
a kepott termékek kémial termelési adatait és fajla-
gos aktivitdsukat az 5. Tédbldzat mutatja a kisérleti
részben (53.0ldal.).

Figyelembe véve a felhaszndlt racém elegy kom-

ponenseinek optikai tisztasdgdt (100 ill. 94%), a



racém elegy L/D = 1.0000 ardnydt és a jelzésre fel-
haszndlt etilalkohol moldris aktivitdsdt, az L és
D enantiomerek bedépiilését a kovetkezld, egyszeriisi-

tett formuldk segitségdvel hatdroztuk meg:

loo x w

L*. 2 és
7 424 443

e 97W3 - 22 984 179

7 201 709

ahol Wy dpm/mg fajlagos aktivifés és a termék
molekulasulydnak szorzata.

A kopott eredményeket a 4. Tdbldzat tartal-
mazza (37. oldal).

Az elsd oszlop tartalmazza az optikecilag tisz-
ta benziloxi-karbonil-alanil-azidokat a kordbbi tdb-
ldzatokban alkalmazott egyszeriisitett jeldléssel, a
mésodik oszlop az L¥D észterrel végzett kisérlet
terméke fajlagos aktivitdsdnak mért értékébdl szé-
mitott L-alanin inkorpordcid értéket szdzalékos
beépiilésben kifejezve, a harmadik oszlop a hasonld
médon kapott D-aminosav inkorpordcid értékeket, .

mig a negyedik és 6t5dik oszlopok ezen értékek

6sszegét ill. hdnyadosdt.



Anyag:

=D [=N
Z DL—H5

Z~— L—~N5

e e i
Z~1-1 LD

-2 3,
Z N,

Z~L~-L~L~N3
Z~1~1~D-I.,

2
2-1-D-L-I

Z-1--D-D-1T.,
)

;

Az L és D alanin egységek beépiilése a modell peptidek lanctagszim

49,27

45,81

86,59
25430

81,35
24,86
66,13
18,74

novelési reakcidjdban

49,57
52,70

12,99
76,77

19,12
72559
31,36
82,14

4, Tablazat

98,94
98,51

39,58

100,07

100,47
100,25

97 y49
100,88

/>

0,935
0,869

6,665
0,303

4,254
0,329
2,108
0,228



4, A kapott eredmények Srtdkelése

A mérésl mddazer hatékonysdgdnok ellenlrzése
céljdbsl elod kisdérletkdént racém benziloxi-karbonil-
alanil-azidot reagdltattunk az LD és LD* racém
alanin etilészterekkel annak kontrolldldsa céljdbdl,
milyen pontossdggal adja viesza a mérési technika az
itt fellépd, sziikségképpen 50-50%-0s8 megoszldst. A
kapott értdékek eltérise az elmdéleti 50-50-t8Ll beliil
esik a radioaktivitds mérésének +l1%-os hibahatdrdn.

A Z-L—Ala--N3 diszkrimindcids képessége kicsi,
az egy aszimmetria elemet tartalmazd aciklusos mole-
kuldk esetében topasztalt diszkrimindcids értékek
nagysdgrendjébe esik. Kedvezményezett a D enantio-
mer beépililése. Lz a megfigyelés Osszhangban van mds
kutatdk rokon jellegii vizsgdlatainak eredményeivel
(41,42).

lldr dipeptideknél ugfésszerﬁen megnG o disz-
krimindcids képessdég, kedvezményezett a reakcid-
centrumhoz kozelebbi aszimmetria elem konfigurdcid-
jdval megegyez8 konfigurdcidju aminosav beépililése.
Az eredmények alapjdén az a kovetkeztetés vonhatd le,
hogy o molekula diszkrimindcids képességének meg-
hatdrozdsdban donté szerep jut 2z utolsd aszimmetria
elem konfigurdcidjdnak. Ugyanzkkor az L-L és L-D
dipeptid szdrmazékok diszkrimindcids képességének



egybevetésdébll az is kitiinik, hogy a kovetkez§, ta-
volabbi aszimmetria elem konfigurdcidjdnak hatdsa
sem elhanyagolhatd. A diszkrimindcids képesség, ab-
gzolut értdkben, nagyobb az L-L mint az L-D szdrma-
zékndl, vagyis ugy tiinik, hogy a peptid "lanc"
diszkrimindcids képessége akkor maximdlis, ha azonos
konfigurdcidju togokbdl épiil fel.

Tripeptideknél a legelsd, ami szembetiinik az,
hogy az L-L-L tripeptid szdrmazdék valamivel kisebb
hatdsfokkal szelektdl az L és D ldnctagszdm ndveld
komponensek kozstt, mint az L-L dipeptid szdrmazék,
Ugyanakkor az L-D-D szdrmozdédk a mérési hibahatdr ko-
riili eltéréssel azonos mértékben képes szelektalni ‘
mint az L-L-L gzdrmzazék. EbbSL ugy tinik, hogy a
reakcidcentrumtSl legtdvolabbi aszimmetria elem
hatdsdt teljesen ledrnyékolja az azt kavetG, azonos
konfigurdcidju elemekbll &114 dublett. A dublett
hatdsdnak redlis mértékét valdszinlileg a tripeptid
fokon mért értékek adjak, a dipeptid fokon tapasz-
talt, ehhez addds plusz érték taldn onnan ered, hogy
a relative nogy térkitoltésii benziloxi-karbonil-
csoport az adott konformdcidban felvett térdlldsd-
val szerencsés médon fokozza a rendszer aszimmetrid-
jét, mig egy tovédbbi aszimmetria elem beépitésével

egylittjdrs eltdvoloddsa ennek a csoportnak kioltja



ezt a hatdst.

Az L-L-D szdrmazdék diszkrimindcids képessége
lényegében azonog az L-D dipeptidével, meghatdrozd
szerepe tehdt ittt is a reakcidcentrumhoz kdzell
dublettnek van. A tripeptidek kziil a legkisebb |
diszkrimindcids képességgel az L-D-L szdrmazdék ren-
delkezik, ez kisebb még az L-D dipeptid szdrmazék-
ndl mért értéknél is. Ez a tény arra mutat, hogy
alterndlé konfigurdcids sorrend esetén a legnagyobbd
o beéplilt idegen enantiomer egységek "zavard" ha-
tdsa a peptid diszkrimindcids képességére.

A fenti kovetkeztetések tovdbbi ellendrzése,
ill. esetleges tovdbbi informdcidk nyerésének egyik
lehetsdges utja a mérési médszer kiterjesztése a
tetrepeptid fokra. Ezek a vizsgdlatok folyamatban

vannak.



KISERLETI RESZ

Az olvaddspont értékecket Kofler kdésziildken

értékek korrigdltak.
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DL-Alanin tisztitds:

o

100 g. nyers alanint minimdlis mennyiségii

(kb. 150-160 ml.) forré vizben oldunk, aktiv szenes
derités és szlrés utén 600 ml. absz. etilalkoholt
adunk hozzd, majd éjszakdn 4t &llni hdgyjuk. A ki-
valt kristdlyokat sziirjiik, etilalkohollal tdbbszdr
mogsuk és vékumban szdritjuk. A termék sulya 80-82
Z., héfehér kristdlyok, op. 270—296°'k626tt a mele-
gités sebességétll fliggben. Amennyiben a termék Br~
lon tartalma alapjén szdmitott NH4Br tartalma O.1%-

ndl nagyobb, az eljérdst ismételni kell.

A DL-2alanin rezolvildsa:

a, N-acetil-DL-alanin: 2l g

89.1 g. (1 mél) DL-alanint 900 ml. 99%-os jég-
ecetben oldunk forrdspont hémérsékleten, az oldatot
1-2 percig hiilni hagyjuk, majd 3-4 részletben 150
ml. (1,5 mdl) ecetsavanhidridet adunk hozzd. Ezutdn
az oldatot kb. 2 percig ujra forraljuk, majd mds-

napig 4l11lni hagyjuk. Csdkkentett nyomdson tdrténd

bepérlds utdn a maradékhoz 4-5 alkalommal 20 ml.




vizet, majd végiil 20 ml. benzolt adunk és minden al-
k;iommal szdrazra paroljuk. A kapott szirupos, sdr-
gésbarna termdéket, mely még enyhén ecetsav szagu,
forrd etilacetdtban oldjuk, ﬂvegbottai vals ddrzso-
1éssel beinditjuk a kristdlyosoddst, majd szobahd-
mérsékletre t5rtént lehiildés utdn cz elegyet 0-5° hé-
mérsékleten tartjuk mdsnepig. A kivdlt kristélyokat
sziirjiik, éterrel tobbszdr mossuk €s szdritiuk. A

termék sulya 105-108 g., termelés 80-81%, op. 136°.

—

e LS

b, Rezolvdlds: ‘ 3 NS

131 g. (1 mdl) N-acetil-DL-alanint 500 ml.
kétszer desztilldlt vizben oldunk, az oldatot 4N
MalOll oldattal pH 7-re semlegesitjiik, majd az egészet
1000 ml.—re.higitjuk, 150 mg. Acildz I enzimet adunk
hozzd és 2-3 napig 35-40°-on tartjuk. Ezutdn az ol-
datot 5 percig forraljuk, aktiv szénnel deritjik és
csbkkentett nyomdson bepdroljuk; A kapott szirupos
anyagot 250 ml. vizmentes etilalkohollal higitjuk
és mdsnapig 41lni hagyjuk. A kivdlt kristdlyokat
sziirjik, etilalkohollal t6bbszdr mossuk és szdrit-
juk. A termék sulya 33-34 g., 75% termelés, op. 275-

276°, [«32° 14,6° (c 2, 6N HC1) és 33.0° (c 1, AcOH).,

c, A D=alanin izoldldsa:

Az L-glanin kisziirésekor kapott sziirletet

PP A



cgdkkentett nyomdson bepdroljuk, 200 ml. vizben
oldjuk 2 maradékot és az L-alanin nyomainak eltd-
volitdsa ¢é1j4bdl Dowex 50 (HY) gyantdn bocsdtjuk
adt, majd a gyantdt vizzel mossuk. Az eludtumot 200
ml.-re bepdrolva 100 ml., tomény sdésavat adunk hozzd
és 2-3 Srén at forraljuk visczafolyd hiité alkalmo-
zdgéval. Ezutén az oldatot cstkkentett nyomdson be-
paroljuk, 250 ml. etilalkoholban forrdén oldjuk és
s6mény NH,OH-val pH 7-re semlegesitjiik. A kivdlt
anyagot szlirjilk, forrd alkohollal tobbszdr mossuk,

mzjd szdritjuk. A termék sulya: 14-18 g., 30-40%
termelés, op. 278-80°, [JJ2° -12,4 és -14,6° kozott

(¢ 2, 60 HCL) és -28.0 és -33.0° kdzott (¢ 1, AcOH).

Forrd vi 38l vald kristélyositdssal az optikail gk-
tivitds novelhetd, azonban a kristdlyositdsi vesz-

teség 30-50%.

Benziloxi-karbonil-L-alanil-hidrazid:

I. L-Alanin etildszter benziloxi-karbonilezésdével

és o kapott termék hidrazinos kezelésével

a, L-Alanin etilészter hidroklorid:

Vizmentes etilalkoholba szdraz sdsavgdzt ve-
zetiink keverdés és hiités kdzben, mig az oldat HCL
tartelma 0,12-0,13 g/ml. lesz. 89 g. (1 mél) L-ala-

nint 200 ml. fenti HCl oldathoz adva a heterogén




I
i
5

!

elegyet mdgneses keverdvel keverjiik mlig homogén ol-

datot nyeriink (20-24 éra). Jeges vizes hiités és

ntenziv keverds kdzben 72 ml. (1 mél) tionil-klo-

|

ridot csepevtetﬁnk az oldathoz, mejd 24 6ra 4llds

utdn az egészet bepdroljuk., Az olajos maradékot 400

ml., P20~~r61 frissen desztilldlt etilacetdtban

forrén oldjuk és lassan hillni hagyjuk. A kivdlt

kristdlyokat sziirjiik és 0%°-os etilacetdttal mossuk,
: - 4

majd védkumban sulydllanddsdgig szdritjuk. A termék

sulya 140-145 z., 92.5-95.0% termelés, op. 84°

[

b, Benziloxi-karbonilezés:

15.4 g. (0.1 mél) L-alanin etilészter hidro-
klorid, 75 ml. viz és 180 ml. kloroform elegyéhez
hiités és intenziv keverés kbzben 5,2 g. (0,13 mdl)
llg0-t adunk 3 részletben kb. 30 perc alatt, mikoz-
ben 22,2 g. (0,13 mdl) kldér-hangyasav benzilésztert
csepegtetink be 0-5° k6z8tti hémérsékleten. Tovdbbi
30 perc keverés utdn 5 ml. piridint adunk a rend-
szerhez, majd 5 perc mulva 5N sdésavval pH 4-5-re
savanyitjuk. L két fézist elvdlesztjuk, a szerves
fézist mossuk 0,5N sdsavval, vizzel, 5%-o0s H&HCOB
oldattal és vizzel, majd szdritjuk (Ha2SO4) és be-
péroljuk. Hdromszor 50 ml. etilalkoholt adunk a ma-
radékhoz és ujra bepdroljuk, végil 100 ml. etilal-

koholban oldjuk és 7.0 g. 98-100{-o0s hidrezin-hid-
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ritot adunk hozzd. A kivdlt anyagot md dsnap szirjik,
PéO felett szdritjuk és etilacetdtbdl dtkristdalyo-
sitjuk. A termék sulya 13,1 g., 55% termelés

A benziloxi-karbonil-DL-alanil-hidrazid hason-
16 médon késziilt, fizikai dllandéi cat és analizis

adataikat a 2. Tdbldzat (29. oldel) mutatja.

II. Benziloxi-karbonil-L-zlenin észteresitésdvel

(O

éds az észter hidrazinos kezelésével

L-Alanin lugos-vizes kozegben kldér-hangyasav
benzilészterrel torténd kezeldsdédvel (36) 85%-os
termeléssel kapjuk a benziloxi-karbonil-L-zlanint,
op. 84°, f12° -13,9° (c 2, AcOm).

103,4 g. (0,46 mél) benziloxzi-karbonil-L-zla-
nint 250 ml. vizmenteg etilalkoholban oldunk enyhe
melegitéssel, mzjd hiités utdn 250 ml. 10%-o0s viz-

mentes etilalkoholos sdsav oldatot adunk hozzd és

\)\

oz egészet mésnspig szobahlmérsékleten 41lni hagy-
juk. Ekkor keverés és hiités kozben 33 ml. (0,46 mél)
SOClZ—t csepegtetiink 22z oldathoz. Tovébbi egyncpos
dllds utdn szobahdmérsékleten bepdroljuk az oldatot,
majd a maradékot azonnal feloldjuk 600 ml,_kloro-"\*‘
formban és 250 ml. telitett NQHCO3 oldattal mossuk.

-

A savag bepérlds végén részleges bomlds torténik,

amit a benzil-klorid szagdnak megjelenése is jelez.

Lz elérhetd termelés nugymértékben fiigg attdl,



mennyire gyorsan tdvolitjuk el a NaHCOB-tal a sav-
nyomokat. A kloroformos oldatot ujra bepdroljuk.

Amennyiben a savnyomokat elsdzlleg teljesen eltdvo-
1itottuk, tovéabbi bomlds ebben a fézisban nem tor-
énik. A tovédbbiakban ugy jdrunk el, mint az eldzd

médszerndl; a termelés 80- 82% (88-90 g.).

Benziloxi-karbonil-L~alaonil-L-alanin etilészter

25.56 5. (0,108 mdl) bvenziloxi-karbonil-L-
alanil-hidrazidot oldunk 120 ml. jégecet, 50 ml.
tomény sésav és 450 ml. viz elegyében, az oldatot
~10%ra hiitjlik 4s egy részletben hozzdadunk 35 g.
(0,5 mél) NaNO o-t tomény vizes oldat alzakjdban. Az
oldat hémérséklete emelkedik, azonban kiilsd hiitéssel
-5%-0n tartjuk. Két-hdrom perc mulva az oldatot:
extrahéljuk 200 ml. ~10%-ra lehiitstt diklér-metdnnal,
a szerves fdzist 0%-ra hiitdtt 100 ml.'vizzel, 10%~0s
“aHCOB oldattal és ismét vizzel mossuk, mejd Ha2804—n
széritjuk 10 percig.

Kézben 23 g. (0,15 mél) L-alanin etilészter
hidrokloridot oldunk 250 ml., dikldér-metdnban, majd
21 il BA-t adunk az oldathoz cseppenkint. Az igy
kapott rendszerhez adjuk a= fenti azid oldatot és az
egészet mdsnapig 4llni hagyjuk. Akkor mossuk 100
ml., N sésavval, 10%—-os NaH003 oldattal és végil

vizzel, majd szdritds (Na2804) utdn az oldatot be-



paroljuk. A maradékot etilacetdtban oldjuk 70°%-0on
és kezddd8 zavarosoddsig petrolétert adunk hozzd.,

A kivalt kristdlyokat mdsnap szlirjik, etilacetdt -
petroléter 1:1 elegydvel mossuk és sulydllanddsdgig

szidritjuk. A termék sulya 21.0 g., 60% termelés.

Benziloxi~karbonil-L-glanil-D-alanin etilészter

Teljesen hasonld médon készlilt, azzal az el-
térissel, hogy az L-alanin etilészter hidroklorid
helyett annak antipddjdt haszndltuk. A termelés itt
is 60% volt. lMindkét enyag fizikai &dllandéit és ana-

lizis adatalt az 1. Tdbldzat mutatja.

Benzilloxi-karbonil-dipeptid hidrazidok

20,95 g. (0,065 mdél) benziloxi-karbonil-L-
alanil-L(i1l. D)-alanin etilésztert 50 ml. abs.
etilalkoholban forrdn oldunk, majd 8 ml. 98-100%-o0s
H2H4.H20 hozzdaddsa utdn az egészet 90 percig for-
raljuk visszafolyd hiitd alkalmazdsidval. Ezutdn az

d F

kédn &t 0°-on tartjuk, a kivdlt anyagot

0

~oldatot éjsz
szilrjiik és vizmentes etilalkoholbdl Atkristdlyosit-
juk. 4 termék sulya 15-16 g., termelés 78-80%. Az
anyalugokbdl tovabbi anyagmennyiség nyerhetd, az
egylittes termelés 85-87%. A termékek fizikai &llan-

déit és analizis adatalit a 2. Tabldzat mutatja.
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Senziloxi-korbonil-L-alanil-L-alanil-L-alanin etil-

(D\
0]

szter

15,76 g. (51,12 mmél) benziloxi-karbonil-IL-

—

alanil-L-alanil-hidrazidot oldunk 300 ml.-jégecet,
30 ml. t8mény sésav €s 300 ml. viz elegyében, az ol-
datot -5 és -10° kBz5tti hémérsdkleten 10 2. NaHOZ
tomény vizes oldatdval kezeljik, 200 ml. -10%-os

-

diklSr-metdnnal extrahdljuk, majd a kés8bbiek sordn
ugyanuey jdrunk el, mint a benziloxi-karbonil-di-
o b .

peptid észterek el8dllitdsa sordn. Az alkoholbdl At-

o

kristdlyositott termék sulya 14,80 g., 73,6% terme-

Hasonld mdédon késziilt a mdsik hdrom védett
tripeptid észter szdrmazdék is. Az aldébbiakban a ki-
induldsi benziloxi-karbonil-dipeptid hidrazidok sulya,
az annak olddsdra alkalmazott jégecet-sdsav-viz
oldészer-keverdk Ssszetétele és a termelés értékel
»vannuk feltﬁntetve:

L=L~D: 14,28 g., 300:100:100, 80%;
L-D-L: 12,08 g., 80: 50 :50, 60,45%;
L=D=D: 10,70 g+, 100::50: 50, 72 ,56%.

Valemennyi benziloxi-karbonil-tripeptid észter

fizikai 41landdi és analizis adatail az 1. Tdbldzat-

ban vannak feltiintetve.
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Benziloxi-karbonil-tripeptid

benziloxi~karbonil-tripeptid észterek alko-
holas kozegben feleslegben alkalmazott rgnn.A O-val
vald 1-4 Srds forralds hatdsdre a megfeleld hidra-
zidokkd alakulnak. A tisztitott termékekre szdmitott
termelds 80-90% volt. Példdul: 2,8673 g. (7,29 mmdl)
Z-3L-0Et, 50 ml. etilalkohol és 3 ml. 98-100%-0s
NOH4.H20 elegyét 90 percig forralva és a mdsnapra
kivdlt anyagot etilalkoholbdl dtkristdlyositva 2,4000
g. benziloxi-karbonil-tripeptid hidrazidot nyertink,
termelés 86,87,
A bcﬁziloxi—karbonil—tripeptid hidrezidok fi-
zikai 411landéit és anzlizis adatait a 2. Tdbldzat

tartalmazza.

A - ’ . - ’ : ’ - 4
A 1rC jelzett racém alanin etilészterek készitese

l/’ e

a, a ~'C etilalkohol aktivitdgdnak mérége

. - - ”, A. °
2,2 ml. ol~-naftil-izociandthoz 1 ml. L0 etil-

mulve szildrd, kris-

O\

alkoholt adva a keverck 2-3
tdlyos anyaggd alakult. Ezt szén-tetrakloridbdl

négyszer dtkristdlyositva és minden dtkristdlyositds

N

ubdn aktivitds mérésre adva a kovetkezd értékeket
kaptuk: 35463, 35812, 35627 és 35470 dpm/mg (100 sec.
alatt). Dzek kozépértékébdl a molekula sulyok figye-—

lembevdételdvel oz etilalkohol moldris aktivitasg



7661393 dpm/mmdl-nak adddik.

b, A jelzett L-alanin etilészter hidroklorid ké-

27,4650 g. L-alanin (100%-os optikai tiszta-
14

(O
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sdg) és 250 ml., a fe aktivitdsu ~7*C jelzett etil-
alkohol elegyébe keverds és hiltés kozben szdraz sdé-

savgdzt vezetiink, mig homogén oldatot kapunk (kb.

4 Sra). Egynepi 811ds utdn 23 ml. SOClé—t csepeg-

tetiink az oldathoz keverds és hiltés kbzben 10-15°-

on, majd tovédbbi egy nap 4llds utdn légkori nyomd-
uk

gon bepdroljuk az oldatot. A desztilldcids moradék

gyorsan bekristdlyosodik, ezt 200 ml., P205—r61

ésg P205 ¢g WalOH felett exszikkdtorban sulydllandd-
sdgig széritva 45,2290 g. terméket (L-Ala-O0Lt™.ICL)

kapunk, termelés 95,5%.

c, A jelzett D-alanin etilészter hidroklorid

25,0130 g. D-glanin (94% optikai tisztasdg
ég a jelzett L-zlenin etilészter készitése sorén
ledesztilldlt radioaktiv etilalkohol elegyébe szé—
raz sdésavgdzt vezetlink és az oldatot hasonld mdédon
feldolgozve 40,8020 g. D-Ala-OEt¥.HC1-t nyeriink,

termelés 94,6%.



G . Az LED-nlanin etilészter hidroklorid készitlse

32,1185 g. L-Ala-OE 3t%,1H01 és 34,1690 g. D-Ala-
Bt ICL (94% optikei tisztasdg) elegyét 400 ml., P205~
r8l frissen desztilldlt etilacetdtbdl dtkristdlyo-
sitva 63,0620 g. L¥D-alanin etilészter hidrokloridot
nyeriink, termelés 95,13%.

37,5132 z. D-Ala-OBt¥.HC1 és 35,2626 gz. L-Ala-
OEt.ICL (1l00% optikai tisztasdg) elegydt hasonldan
osezekristdlyositva 70,5182 g. LD¥-alanin etildészier

hidrokloridot nyeriink, termelés 96,90%.

A beéplilések mérése

Hesonldé mddon jarunk el, mint a benziloxi-kar-

bonil-alanin észterek szintézisénél, azzal a killdnb-

v

ségzel, hogy észter komponensként IL¥D ill. LD* édszte-
reket haszndlunk 10-15-gz8r8s moldris mennyiségben,
tovébbd hogy a nyers terméket dtkristdlyositds nélkill
radionktivitds mérésre adjuk.

Az 5, Tdblazat mutafja a reakcidkban alkalmazott
hidrazidok mennyiségét, a nitfo dldsndl alkalmezott

’ - .

olddszer rendszert, o kapott termékek kémizai terme—



élddul: 0,5014 g. (1,6258 mmdél) Z-2L-Ti H, -t
oldunk 10 ml, jégecet, 5 ml. tomény sdésav és 20 ml.
viz elegyében, az oldathoz -5°-on 0,3240 g. (4,695

mmél, 2,888 ekvivalens) NallO, tomény vizes oldatdt

adjulk, az egészet 50 ml. Cil,Cl,
szerves fdzist 50 ml. vizzel,

it e o e ~r ¥

vizzel mossuk, Lazw 4—on

C“2C1 -vel 50 ml,

’

részre osztjuk és hozzdadjuk
g8, 1,2485 g. 1¥D Sazter idroklor
10.0 ekvivalens),ABO ml. CH,CL,
Et,N, 111,
b, 1,3115 g. LD dszter
10,5 ekvivalens), 50 ml. CH,C1
EtBﬂ .
elegyéhez. Egynapi, szobahdmérs
utén mindkét oldatot mossuk 50 ml.
3 s

IL.IICO3 oldattal és vizzel,

~”arlt3uk,

-re higitjuk,

-
“v

-vel extrahiljuk,
10% HalCO5 oldottal és
sziirés utdn
az oldatot két egyenld
13 (8,133 mmél,

és 1,13 ml.

hidroklorid (8,53 mmdl,

5 és 1,19 ml..

ékleten vald 4llds

N sésavval, 10%

zéritjuk (Fa,80,), mejd

beparoljuk és sulydllanddsdglg széritjuk. 4 kapott
termékek sulya: a, 200.0 mg., 62,5% és 234,4 nmg.
73,25%, mig a termékek fajlagos aktivitdsa 15820 és

3191 dpm/mg

(100 sec. alatt) volt.




5. Tablazat
Az I~ és D-aminosavak beépililés mérések kisérleti adatal
Anyag Benérés (mg)| AcOH-HC1-H,0 D "
@mmol)' (mls ) - Termelés| dpm/mg | Termelés| dpn/mg
: % % >
Z~DL-N,H, 991,9 (4,18) | 6:1,2:25 59,9 11370 50,5 12150
z-'L_N2H5 1000 (4,22) 6:1,2:25 56,2 10550 50,3% 12870
2-L-L-T H, 501,4 (1,63) 10:5:20 62,5 15820 73425 5191
2-L-D-N 197,48 (1,61) | 10:5:20 04,2 4396 72,0 15030
7-I-I-L-TH, 451,9 (1,22) 20:10:10 82,1 13002 76,9 3567
z-L-L-D-ngH5 561,% (1,28) 2o£10;1o Q1.1 39974 725 3% 12550
2-L-D-I-NH, | 517,4 (3,36) 20:10:10 50,5 10570 63,4 5522
2-L-D-D-TH | 426,4 (1,12) 20:10:10 63,3 2227 715 7986

¢s



0SSZEFOGLATLAS

Az irodslomban mindezideig nem ilsmeretes
olyan mérégi technika, mely kinetikus rezolvilds
sordn keletkezett, diasztereomerckb8l 4116 biner
elegyek Usszetételének nagy pontossdggal torténd
meghatarozdsdt viszonylag egyszerii médon tenné

lehetdvé, llddszert dolgoztunk ki ilyen Jellegl

z ,

mérések nagy pontossdggal torténd elvégzésére,
melynek lényege az, hogy a racém elegy egyik Cssze-

tev8jét radioaktiv nyomjelz6vel, pls 14C—vel je-

—

A i

18lve, a kivént mérés a termékelegy moldris skti-

dnak mérésére vezethetd viseza.

(’.)\

vitds
Irodalmi leirdsok médositdsdval szintetizdl-
tunk hét, alzninbdl felépitett mono-, di- és tri-
peptid szdrmazékot és mértiikk diszkrimindcids ké-
pességiiket racém alanin etilészterrel szemben, o
peptid szdrmazékoknak o C-termindlison végrehajtott
lidnctagszdm novelési reakeidjdban. Az L és D amino-

sav szdrmazdékok beéplilésének kiilon kisérletben tor-

’ ’ )

ténd, fliggetlen mérésével igazoltuk, hogy a mdbdszer
igen nagy pontossdggel alkalmas a kivant mérés vi-

szonylag egyszeri kivitelezésére. Kovetkeztetéseket
vontunk le az &lt=lunk vizsgdlt kisebdb tagszdmu

oligopeptidek diszkrimindcids képessdége és sztéri-

kus szerkezete kozdtti oSsszefliggést illetden.



KOSZONBETNYILVANITAS

Koszonetet kivdénok mondani munkahelyl veze-

t6imnek, Otvoe Ldszldénak a kémiai tudomdnyok dok-

——

kémiol thdomdnyok
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tordnak ég Tomdskd
kandiddtusdnak munkdm témdjdnek és a vizsgdlati
médszernek a kijelsléséért, munkém_folyamatos iré-
nyitdsdért.

Koszonettel tartozom volt £4ndkdmnek éa ta-
naromnzk, Dr. Fodor Gdbor professzor Urnak egy
nagyobb mennyiéégﬁ D-zlanin prepardtumért, mellyel
munkdmat nagymértdékben eldrelenditette.

Bzuton mondok kidszdnetet az Intézet Anali-
tikal Laboratoriuma dolgozdinak a mikroanalizisgek
és radioaktivitds mérések elvégzéséért, tovdbbd
Dr. llddy GySrgy kollégdmnak az enzimatikus rezol-

valds spektrofotometrids kivetésében nyujtott se-

O

citségéért.

“
bzuton ig ktszondm Dr. Halmos lliklds docens-
nek, a kémizci tudomdnyok kandiddtusénak a disszer-

s ’

icid megirdsdban nyujtott segitségét, sok értékes

()\

t

tandecsdt.
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