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BEVEZETÉS

Makromolekulák, biopolimerek sztereokémiájának 

egyik fontos kérdése királis molekulákkal szemben 

tanusitott diszkriminációs képességük megismerése 

és annak egyszerű diaszimmetrikus molekulák sztereó- 

kémiai sajátosságaiból való levezetése. Ismeretes, 

hogy biopolimereken, pl. proteineken végbemenő, 

vagy azok által katalizált bizonyos reakciók esetében 

ez a diszkriminációs készség száz, vagy igen közel 

száz százalékos, más szavakkal ilyen rendszereken 

vagy azok jelenlétében végbemenő reakciók során a 

reakcióban résztvevő egyszerűbb szerkezetű, csak 

egy vagy néhány aszimmetrikus elemet tartalmazó 

molekula fajtának csak egyik enantiomerje vagy csak 

egy sztereoizomer változata lép reakcióba vagy 

szenved változást. Például élő rendszerekben le­

futó kémiai reakciók tanulmányozása során csaknem 

mindig azt .tapasztaljuk, hogy ha a reakcióba lépő 

vagy a keletkező molekulák két vagy több sztereo­

izomer változatban létezhetnek, ezeknek csak egyike 

lép reakcióba ill. egyike képződik.

Proteineken lejátszódó folyamatok esetében

f-
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ez a nagyfokú szelektivitás minden bizonnyal kap­

csolatos a nagyszámú aszimmetria elemen kivül a 

proteinek másodlagos, sót magasabb rendű szerkeze­

tével is. Érdekesnek tűnik azonban annak vizsgá­

lata, hogyan változik viszonylag egyszerű szerke­

zetű, több aszimmetria elemet tartalmazó rendsze­

rek, pl. oligomerek diszkriminációs képessége az 

aszimmetria elemek számának növekedésével ill. a 

tagok konfigurációs sorrendjének variálásával.

A disszertáció tárgyát képező munka mérési 

módszer, kinetikus rezolválás során keletkezett 

termékelegy összetételének meghatározására, to­

vábbá hét, alaninból felépített mono-, di- és tri- 

peptid származék diszkriminációs képességének mé­

rése a C-terminálison az azidos kapcsolási módszer 

segítségével, racém alanin etilészterrel kivitele­

zett lánctagszám növelési reakcióitíban. Ez a munka 

rés25e annak a vizsgálat sorozatnak, mely az MTA 

Központi Kémiai Kutató Intézetben a biopolimereken 

végbemenő reakciók sztereokémiájának felderítésére 

irányul. Munkámat Ötvös László a kémiai tudományok 

doktora és Tömösközi István a kémiai tudományok 

kandidátusa irányításával végeztem.
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IRODALMI ÁTTEKINTÉS

Meglepő módon, igen kevés utalást lehet ta­

lálni az irodalomban ilyen vagy hasonló jellegi! 

vizsgálatokra. Figyelembe véve a probléma jelentős 

elméleti érdekességét és ilyen jellegi! ismeretek 

gyakorlati alkalmazhatóságának perspektíváit, ennek 

minden bizonnyal az az oka, hogy ezidőszerint nem 

ismeretes olyan egyszeri! kísérleti technika, amely 

ilyen jellegi! effektusok kielégítő mértékű pontos­

sággal való mérését lehetővé tenné.

Linderst rfám-Lang (1) egy átlag harminc amino- 

savból felépített poli-DL-alanin preparátumban (2) 

vizsgálta az L és D enantiomerek eloszlását. Kar- 

boxipeptidáz ill. aminopolipeptidáz enzimek segít­

ségével végzett lebontási folyamatok kinetikájának 

mérésével és a kapott eredményeknek penta-L-alanin 

hasonló körülmények között végzett enzimatikus 

bontásának kinetikájával való egybevetéséből mate­

matikai meggondolások segítségével arra a következ­

tetésre jutott, hogy az L és D egységek statiszti­

kus vagy közel statisztikus eloszlást mutatnak a 

láncban. Ez más szavakkal azt jelenti, hogy a vizs­

gált poli-DL-alanin szintézisekor a peptid lánc

.
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egészen a harmincas tagszámig nem mutatott diszkri­
minációs készséget a lánctagszám növelésére rendel­
kezésre álló L és D monomer egységek között. Az 

eredmény nagymértékben valószinütlen és feltehető, 

hogy az eredetileg más célokra készített poli-DL- 

alanin (2) tisztítása során a különböző térszerke­
zetű polisztereomerelc frakciónálódást szenvedtek és 

ez vezetett a fenti megtévesztő eredményre. A hi­
vatkozott irodalmak ugyanis nem közük a vizsgált 

poll-DL-alanin előállítását és tisztítását, ill. az 

utóbbit csak részben.
Idelson és 331 out (3), továbbá Doty és Lundberg 

(4) az L-glutaminsav fl-benzilészter N-karboxi-anhid- 

rid

C6H5CH20-C0-CH2CH2CH - со
\0
/ЗШ - со i

'

dioxános közegben végbemenő, amin vegyület ill. nát- 

rium-metilát iniciálta polimerizációját vizsgálva 

megfigyelték, hogy a D izomer jelenlétében nagymér­
tékben csökkent a polimerizációs folyamat sebessége, " 

továbbá a termék polimerizációs foka és mindkettő 

minimumot mutatott a racém összetételnél. Az effek­
tusok olyan nagymértékűek voltak, hogy a polimeri-

‘
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zációs folyamat sebessége racém összetételnél csak 

mintegy egytizenhetede volt az optikailag tiszta 

monomer esetében mért értéknek, mig a polimerizá­

ciós fok ugyanakkor egyötödére csökkent a termékben. 

A jelenséget azzal magyarázták, hogy az L-aminosav 

részekből felépített c/-helix csak nehézségek árán 

tud D-aminosavat beépíteni.

Egy másik felfogás a jelenséget kapcsolatba 

hozta a már felépült lánc konformációjával, felté­

telezve hogy a "statisztikus gombolyag" (random 

coil) konformer más sebességgel vesz részt a reak­

cióban mint az c^-helix konformer, továbbá hogy a 

konformációs átmenet a kettő között gátolt, amennyi­

ben a másik enantiomer is beépült a láncba.

Az el3Ő felfogással szemben Eliel (5) meg­

jegyzi, hogy a polimerizációs folyamatnak a D enan­

tiomer jelenlétében megfigyelt sebesség csökkenése 

oly nagy mértékű, hogy az nem magyarázható egysze­

rűen a polimer láncnak a D származék beépítésével 

szemben tanúsított "vonakodásával", hanem inkább 

úgy néz ki, hogy az egész polimerizációs folyamat 

egy parciális "blokkolódást" szenved, amennyiben 

mégis beépülne egy D-aminosav.

Hasonlóan nem elégséges (6) egy konformációs 

átmenetet posztulálni ahhoz, hogy értelmezni le­

hessen a fenti kísérleti eredményt.

V

.

■
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Williams és Brown (7) szintén N-karboxi-anhid- 

ridek polimerizációját vizsgálta dioxános közegben 

és nátrium-metilát iniciátor jelenlétében, aminosav- 

nalc azonban az izoleucint választották. Az izoleucin

CH3 - OH2 - CH CH - соOH

СИ3 Ш2

j3-szubsztituált aminosav lévén, a belőle felépített
t

polimer lánc szférikus okok miatt nem képos o^-helix 

konformációt felvenni (8,9). Meglepő módon azt ta­

lálták, hogy ebben az esetben a polimerizációs fo­

lyamat sebessége éppen fordított módon változik а

^-benzil-monomer összetétellel mint a glutaminsav 

észter származék esetén. Az optikailag tiszta mono­

mer polimerizált viszonylag a leglassabban, a folya­

mat sebessége nőtt a monomer optikai tisztaságának 

csökkenésével és maximumot mutatott a racém össze­

tételnél. Ebből az a következtetés vonható le (7) 

hogy, legalábbis ebben az esetben, a reaktiv lánc­

végi utolsó aminosav konfigurációjával ellentétes 

konfigurációjú monomer egység beépülése a kedvez­

ményezett. Eszerint ebben az esetben a felépült 

polimer, térszerkezetét tekintve szündiotaktikus, 

mig a glutaminsav ^-benzilészter származék eseté­

ben izotaktikus (5).

>
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összefoglalva megállapítható tehát, högy 

makromolekuláknak egyszerűbb szerkezetű disszimmet- 

rikuo molekulákkal szemben megnyilvánuló diszkrimi­

nációs képességének mértékére vonatkozóan csak igen 

kevés irodalmi adat áll rendelkezésre és azok is 

ellentmondásosak.

Másrészt makromolekulák diszkriminációs képes­

ségének egyszerű disszimmetrilcus molekulák sztereo­

kémiái sajátságaiból való értelmezéséhez szükséges 

lenne valamivel többet tudni a disszimmetrilcus köl­

csönhatások természetéről magáról. Ezen a téren а 

kvalitatív Cram (10) és Prelog (11) szabályokon 

kivül egy kvantitatív leírási módszer ismeretes az 

irodalomban (12,13). Egyszerű, két aszimmetria­

centrumot tartalmazó diasztereomerek parciális 

aszimmetrikus szintézise során észlelt (11,14) op­

tikai termelési adatok alapján Ugi (12) az izomer 

arányt kvantitative leiró összefüggést talált, 

melyet később Ruch és Ugi (13) elméletileg is meg­

alapozott. Ezen túlmenően Intézetünkben is folya­

matban van egy, a kölcsönhatások fizikai értelmébe 

mélyebb betekintést nyújtó elmélet (15,16) kidol­

gozása.

1

4

’

<

Bonyolultabb, több aszimmetria elemet tartal­

mazó diasztereomerek keletkezése során fellépő ki-

.
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netilcus rezolválás vagy parciális aszimmetrikus 

szintézis mértékének kvantitatív leírása nem annyira 

matematikai nehézségekbe ütközik, mint elsősorban 

a számolt értékek megfelelő pontosságú kísérleti 

ellenőrzése jelent megoldatlan problémát.

Valamely AT disszimmetrikus molekula valamely 

R racém vegyülettel való reakciója esetén a kineti­

kus rezolválás egzakt mértéke a lc^/kp hányados,

kl
Ат +

k2
+ Rp ALRD■%>

ahol R~ és Rp az R racém partner L ill. D komponense. 

A k-^/kg hányados közvetlen kinetikai mérése helyett 

célszerű és szokásos a kinetikus rezolválás mérté­

két, vagyis Ar-nek R irányába megnyilvánuló disz­

kriminációs készségét az

bél meghatározni a kapott termékelegyben. Kimutat­

ható ugyanis, hogy ha R nagy feleslegben van jelen, 

azaz a reakció lefutása során R- és Ep relativ kon­

centrációja gyakorlatilag állandónak tekinthető, 

akkor az

[ALRLl/[ALRDl hányados-

Lalrl^ / Lalrd] koncentráció hányados 

igen jó közelitéssel adja a k^/kg hányadost.

A feladat tehát visszavezethető egy két dia- 

sztereomert tartalmazó biner elegy összetételének
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meghatározására, ahol a diasztereomerek n aszim­

metria elemet tartalmazhatnak, de egymástól csak 

egy aszimmetria elem konfigurációjában különböznek.

Kot aszimmetriacentrumot tartalmazó diasztereo- 

merekből álló biner elegy összetételének meghatáro­

zására ismeretes módszerek az ellenáramú megoszlás 

(17), a frakciónált kristályositás (18,19), a gáz­

kromatográfiás (20,21) és a papirlcromatográfiás 

(22,23,24) elválasztáson alapuló meghatározási mód­

szerek, továbbá a termék optikai aktivitásának mé­

résén alapuló (25) módszer és legújabban egy mag­

mágneses rezonancia spektroszkópián alapuló módszer 

(26). Az elválasztásos módszerek közös hátránya 

nagy munkaigényességük, továbbá hogy specifikusak, 

azaz az elválasztási technikát esetről esetre ki 

kell dolgozni, továbbá hogy a kapott eredmények nem 

kielégítő pontosságunk. Az optikai aktivitás méré­

sen alapuló módszer, bár viszonylag egyszerű, csak 

durva közelítéssel adja a kívánt értéket, továbbá 

előfeltétel a komponensek optikai aktivitásának is­

merete adott körülmények között. Például egy adott 

tripeptid származék diszkriminációs képességének 

méréséhez el kell készíteni a belőle leszármaztat­

ható két tetrapeptid származékot optikai aktivitá­

suk mérése céljából.
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A módszerrel elérhető pontossás a következő 

módon becsülhető meg: ha A ég В a két diasztereomer 

fajlagos forgatóképességónek értéke és a pQ össze- 

tőtclhoz tartozó 0 fajlagos forgatási értele 1/S-os 

oldatban történő mérésekor a leolvasások egy 0.05° 

szélességű intervallumba esnek, beleértve a nullpont 

meghatározás bizonytalanságát is, ami általában egy 

igen elfogadható érték, akkor az [pé]D tengelyen egy 

5° szélességű tartományon belül esnek a számitott 

[у'Зр értékek és ez a p tengelyre átvetitve egy 

500/(Л-В) szélességű tartományt fed le:

Л
LJ]3

3

c
H

I

Р» *oofL0 i

pl. ha A és В különbsége 25°, ami már egy számot­
tevő eltérés, p0 csak +10?5 pontossággal adható meg 

(pl. 42^10'/^ az egyik komponens beépülése százalék­
ban kifejezve), ahol még nem vettük figyelembe az 

A és В mérésekor fellépő bizonytalanságot.

A magmágneses rezonancia spektroszkópián ala­

puló módszer kétségkívül gyors, elegáns módszer 

elegyek összetételének meghatározására, hatékony- 

ságát illetően azonban már két aszimmetria elemet
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tartalmazó diasztereomer rendszerek esetében is 

egymásnak ellentmondó irodalmi adatok (26,27,20) 

teszik kétségessé. A rendszerben jelenlévő aszim­

metria elemek számának növekedésével várható módon 

az ezzel a technikával elérhető mérési pontosság 

is rohamosan csökken.

A teljesség kedvéért meg kell még emliteni az 

u.n. enzimatikus módszereket. Bár meglehetősen költ­

séges segédanyagok (karboxilázolc, aminopeptidázolc) 

segítségével, ezek a módszerek alkalmasak termé­

szetes szerves anyagok egy csoportjának (proteinek, 

polipeptidek) diszkriminációs képességének kielé­

gítő pontosságú mérésére. Általánosságban véve 

azonban, alkalmazhatóságuknak határt szab az, hogy 

csak természetes vagy azokkal rokon szubsztráton 

fejtik ki hatásukat. Ugyanakkor alkalmazásuknak 

előfeltétele a védőcsoportok eltávolítása, amely 

kémiai művelet során csak nehezen biztosítható, ha 

egyáltalán, a változatlan izomer összetétel.

Összefoglalva megállapítható tehát, hogy az 

irodalomban mindezidáig nem ismeretes olyan mérési 

módszer, amely több aszimmetria elemet tartalmazó, 

csak egy aszimmetria elem konfigurációjában külön­

böző diasztereomerekből álló biner elegy összetéte­

lének nagy pontosságú meghatározására viszonylag 

egyszerű módon nyújtana lehetőséget. Bizonyára ez
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az oka annak, hogy biopolimerek, de ugyanakkor egy­
szerűbb szerkezetű disszimmetrikus molekulák disz­

kriminációs képességére vonatkozóan is olyan kevés 

adat áll rendelkezésre az irodalomban.

✓

I
t

/

.
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VÉGZETT ЫиЖЛМ LEÍRÁSA

A jobb áttekinthetőség biztosítása céljából 

célszerű az anyagot a következő pontokra bontva 

tárgyalni:

1, a mérési módszer

2, a modell peptidek előállítása

3, a mérések

4, a kapott eredmények értékelése

1, A mérési módszer

A vizsgált reakciókban keletkező, diasztereo- 

merekből álló biner elegyek összetételének pontos 

meghatározására egy uj mérési módszert fejlesztet­

tünk ki (29). Ennek lényege az, hogy a racém elegy 

L vagy D komponensét radioaktiv nyomjelzővel, pl. 

■^'C-vel jelölve a kapott termék összetételének meg­

határozása a termék moláris aktivitásának meghatá­

rozására vezethető vissza:

ALRLal + *b

■> alrdal + rd
illetve

•> ЛАль + rl

Al + rd > alrd
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ahol a jelölések azonosak a már korábban bevezetett 

jelölésekkel (1. 10. oldal) és a ^ jel radioaktiv 

jelölést jelent.

Az izotópokkal történő nyomjelzési technika, 

annak bevezetése óta (30) igen sokrétű és változa­
tos mádon nyert alkalmazást a legkülönfélébb prob­
lémák tanulmányozása során. Mégis, az irodalomban 

nem ismeretes utalás arra, hogy rácéra, elegy egyik 

komponensét izotóppal jelezve a racém elegy kompo­
nenseinek relativ reaktivitását mérték volna. így 

az Intézetünkben kifejlesztett és a disszertáció 

anyagát képező Icisérleti munka során első Ízben al­
kalmazott eljárás a nyomjelzési technika egy uj, 
független alkalmazásának tekinthető.

A módszer számos előnnyel rendelkezik. Ellen­
tétben a hasonló jellegű vizsgálatokra eddig rendel­
kezésre álló mérési technikákkal, ennél a módszer­
nél nem szükséges ismerni a diasztereomer termék- 

elegy komponenseinek szinte egyetlen fizikai tulaj­
donságát sem, az eljárás általánosan alkalmazható 

hasonló tipusu vizsgálatokban a reagáló partnerek 

fizikai és kémiai tulajdonságaitól nagymértékben 

függetlenül. Legfőbb előnye azonban az, hogy a lci- 

vánt meghatározást, a biner elegy komponensei re­

lativ mennyiségének meghatározását nagy pontossággal 
teszi lehetővé. A meghatározás pontosságának elvi
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korlátja a radioaktivitás mérés pontossága, azaz 

kb. +1%.

A módszer egy további előnye az, hogy lehetővé 

teszi a racém elegy L és D komponensei beépülésének 

külön kísérletekben történő, egymástól független 

mérését. Ha ugyanis a racém elegynek egyik esetben 

az L, másik esetben a D enantiomerjét jelöljük 

nyomjelzővel, úgy esen enantiomerek beépülése való­

ban egymástól függetlenül mérhető. A beépüléseket 

százalékban kifejezve, összegüknek a száz- százalék­

tól való eltérése ill. el nem térése demonstrálja a 

kapott eredmény megbízhatóságát. Hellékreakciók fel­

lépése esetén ugyanis a kapott termék nem biner 

elegy, hanem melléktermékeket is tartalmazhat, me­

lyeknek zavaró hatását eliminálni kell. Mindkét enan­

tiomer jelölése, azaz a kísérleteknek kétféle racém 

eleggyel, L^D és LD22, való kivitelezése esetén az 

eljárás önmaga kontrolljának is tekinthető.

Az egyetlen felmerülő nehézségnek az tűnhet, 

hogy az egyik enantiomerjében radioaktiv nyomjelző­

vel jelzett racém elegy elkészítéséhez mindkét anti­

kodnak száz százalékos optikai tisztaságban kell 

hozzáférhetőneк lenni, ami egyes esetekben valóban 

problémát jelenthet. Kimutatható azonban, hogy

1, nem szükséges az, hogy a racém komponensként 

alkalmazott elegy valóban 50-50 százalékos
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arányban tartalmazza az antipódokat, 

elegendő az, iia a racém elegy készítéséhez 

felhasznált két komponens, tehát a jelzett 

és nem jelzett komponensek optikai tiszta­

ságát pontosan ismerjük, ezeknek azonban 

nem szükséges egynek lenni- Más szavakkal, 

elegendő annak ismerete, hogy hogyan oszlik 

meg a bevitt radioaktivitás a "racém" elegy 

komponensei között.

Ez a következőképpen látható be: az optikai­

lag aktiv komponens (AT), melynek diszkriminációs 

képességét kivánjuk mérni, a racém elegy R~ és R-q 

komponenseivel különböző, a k^ és kg sebességi 

állandókkal jellemezhető sebességgel reagál:

2,

к1 ААRLAL * !

lc2
AL RD -> alrd

A kiindulási anyagok kezdeti, és a termékek minden­

kori koncentrációira a következő jelöléseket beve­

zetve :

■ у

L--.1 = ?
[hl ■

Lyyl 

M= у
= X

b

tel = c

*
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a
dx = кд.Са-х-уХЪ-х)clt

és а
dy

Easáds» ~ k2(a-z-y)(c-y)
dt

reakciósebességi egyenletekből integrálással a

klb cIn In-re-b-x С-У

összefüggőst kapjuk.

Tegyük fel, hogy a jelen esetben R-nek az R^ 

komponensét jelöltük w-, moláris aktivitással, továb­

bá hogy R'" optikai tisztasága p^ / 1. 

ben R? mellett Rá-t is tartalmaz, 

metrikus meghatározáskor A^Rí-t is mérjük. Akkor

Pl + 1

Ebben az eset-

azaz a radio-

R* 2= és= m ríL “ 2

mD = — lÜ-m*
2

ahol R~ = m$ a radioaktiv anyag mól száma, m?: és 

m^ pedig a jelzett L és D komponensek mólszáma:

4*4 — m

Hasonlóan, a nem radioaktiv, pß optikai tisz­

taságú R komponens (mely esetünkben főleg D izomert 

tartalmaz) móljainak száma legyen m, ahol

m = mL mD

és



20

1-PD Рг,+1m; mD = mmT =
L 2 2

és a nem radioaktiv L és D izomerek mél­ából %

számai.
3£Akkor a "racém elegy" (R + R) moláris akti­

vitása:

m
w2 = w1m + m

Mivel sem R31, sem R nem optikailag tiszta, a 

következő egyenletek irhatok fel, ahol a vesszős 

tagok az inaktiv anyagok koncentrációit jelzik:

Ъ = b'>: + b3

с = cu: + с *

х = х^ + X*

У = уж + У*

belátható, hogy érvényesek a következő össze­

függések: г
b* с* У

és =
b х с У

továbbá + 1PLзн•х mLъ- 2:: zz zz zz
2£ъ + 1 1-PDraL +inL pLx xin + m

22

-.7

(pL-i-l)m:tr
=:

(pL+l)m2 + (l-pD)m



,

<*•

Л + хЛ + хЛ + х'
+ 2-ti = у = Я +Л + 33 жх Лхж:::

pqqpAoq.

‘Ar + xv = + *х

лзт‘^3 = jr/ S0.X7 = х_зс хэлтн
•oCnoioq

-Хрш Jr^y ZB ^xi sa aCqjqqqoui^H“V z"e !qu x°4^

JC + зс
t/л = ^ Т/л ciiT + iu) =/i +•yr

33з:

C .хоад'е * &м T2spq.TATq3iü STo:yxoui з^ршзсэ^Эал t2 Щ{

2/л
•)(X+CE^) + t^-x (t-

Л X/Л
3 "= TR td - x-3

тгерхиозтзц sa

2M
•)(a<i-x) + x+^a Ci - xl/aX

у =:=
X

X + td:r-

roqcqjcx Л%1 saSSnjozssp XXU£>J 13

ra +г
X= г/л /л

шХэлтз-т х-

хг
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= An 4- BnL D

ahol nT és n■Q a keletkezett összes A^R^ és AtR^L
méltörtje,

nL + nD ~ 1

Ezért w3■s 3£ = An^ 4- B(l-n-) = (A-B)nL 4- ВnL 4- ПБ
W1

W-
—4 - Вés w1

nL =
A - В

és innen az R~ inkorporációja százalékban kifejezve:

100

Természetesen a módszerrel elérhető mérési 

pontosság függ attól, mennyire szelektiven kötődik 

a bevitt radioaktivitás az egyik optikai módosulat­

hoz .
>

\

' ••
■

v'
■a

•f
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2, A modell peptidek előállítása

A vizsgálatokhoz; a következő peptideket ké­

szítettük el:

Z-Ala-OEt (DL)

Z-Ala-OEt (L)

Z-Ala-Ala-OEt (L-L)

Z-Ala-Ala-OEt (L-D)

Z-Ala-Ala-Ala-OEt (L-L-L)

Z-Ala-Ala-Ala-OEt (L-L-D)

Z-Ala-Ala-Ala-OEt (L-D-L)

Z-Ala-Ala-Ala-OEt (L-D-D) 

ahol Z=CgH5CH20-C0-,

továbbá mind a nyolc származéknak a hidrazidját.

Mivel ellentétben a racém komponens összete­

vőinek optikai tisztaságával szemben támasztott 

alacsony igényekkel, a diszkriminációs képességük 

mérése céljából előállított modell peptideket lehe­

tőség szerint száz százalékos optikai tisztaságban 

kellett előállítani, kapcsolási módszerül az azidos 

kapcsolási módszert választottuk. Irodalmi adatok 

(31) szerint ugyanis ilyen tipusu kapcsolások során 

racemizációt mindeddig nem sikerült kimutatni.

Kiindulási anyagul DL-alanint használtunk. Ezt 

többszöri vizes-alkoholos átcsapással tisztítottuk 

mig halogén tartalma 0.1% alá csökkent. Az alanint

«■

■ m
■

*

.
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.
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1 ■

. •

i
•; •

.

/
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ugyanis 2-bróm-propionGav ammonolizÍ3Óvel készítik 

és a melléktermékként képződő ammonium-bromid je­

lenléte igen zavaróan hat a rezolválás során. A 

tisztított DL-alanint Grcenstein enzimatikus mód­

szerével (32) rezolváltuk. Eszerint a racém alanint 

jégecetes oldatban 90° körüli hőmérsékleten ecetsav- 

anliidriddel acetileztük, az izolált acetil-DL-ala- 

nint atkristályositással tisztítottuk, majd egyszer 

mólos vizes oldatban, pH 7-re történő semlegesítés 

után disznóveséből izolált Aciláz I enzimmel 35-40°- 

on kezeltük 2-3 napig. Mennyiben a semlegesítést 

NaOH-val végeztük, a folyamat spektrofotometriás 

utón (33) követhető volt. Az enzim hatására az II- 

acetil-L-alanin szelektív hidrolízist szenved, mig 

az N-acetil-D-alanin változatlan marad. A két termék 

oldékonysága jelentősen eltér, pl. alkoholban. így 

az oldat forralásból és szűrésből álló enzim-mente­

sítése utáni bepárlással és alkoholos hígítással 

tiszta L-alanint kaptunk, mig az oldatban maradó 

XI-acetll-D-alanin izolálása, ioncserés tisztítása 

(34) és sósavas hidrolízise D-alanint szolgáltatott.

A módszer alkalmazása során az L-alanint 100 

százalékos optikai tisztaságban nyertük 60-75%-os 

termeléssel, mig a D-alanln izolálása során 30-40% 

volt az elérhető termelés és a termék optikai tisz­

tasága 85-100% között változott.

1

ч

í

.

' 4

.
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Л kapott L-alaninból két utón valósítottuk meg 

a benziloxi-karbonil-L-alanil-hidrazid elkészítését. 

Egyrészt irodalmi adatok alapján (35) az L-alanin 

észteresitésével és a kapott etilésztcr klór-hangya- 

sav benzilészterrel való reagáltatásával kloroform- 

víz rendszerben MgO jelenlétében é3 az azt követő 

hidrazinos kezeléssel etilalkoholban, másrészt az 

L-alanin közvetlen benziloxi-karbonilezésével (36), 

majd a kapott Z-alanin sósavas-etilalkoholos észtere- 

zésével és az észter hasonló hidrazinos reagáltatá­

sával. Kivel ez a módszer az irodalomban nem ismere­

tes, célszerű valamivel részletesebben tárgyalni.

Ismeretes, hogy a benziloxi-karbonil védő­

csoport savas közegben könnyén eltávolítható, azaz 

savra meglehetősen érzélceny (37,38,39). Mégis, azt 

találtuk, hogy szobahőmérsékleten sósavas etilalko­

hollal szemben eléggé ellenálló a védőcsoport, ilyen 

körülmények között a karboxil észterezhető anélkül, 

hogy számottevő mértékben bomlana a vegyület. A re­

akciót számított mennyiségi! tionil-lcloridnak 24 óra 

állás után a reakció elegybe való beadagolásával 

tettük teljessé. A benziloxi-karbonll-L-alanin etil­

észter egy olajos anyag, ezt tiszta formában nem 

izoláltuk, hanem közvetlenül hidraziddá alakítottuk 

és ebben a formában tisztítottuk. A második utón

: .

*

1
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lényegesen magasabb termeléssel tudtuk a benziloxi- 

karbonil-L-alanil-hidrazidot előállítani, mint az 

irodalmi leirás (35) alapján.

Л benziloxi-karbonil-alanin di- és tripeptid 

észterek és hidrazidok előállítása az azido3 kap­

csolási módszerrel történt egy irodalmi leirás (35) 

alapján. Eszerint a védett aminosav-hidrazidot só- 

savas-ecetsavas-vizes közegben -5° körüli hőmérsék­

leten NaNC^-vel nitrozáltuk, a kapott azidot diklór- 

metánnal extraháltuk, az oldatot vizzel és liig hid- 

rolcarbonát oldattal mostuk, majd rövid szárítás 

után 1,5 ekvivalens L- (vagy D-) alanin etilészter 

diklór-metános oldatával elegyítettük, melyet a 

megfelelő észter hidroklorid diklór-metánban való 

oldásával és ekvivalens mennyiségű trietil-aminnal 

való kezelésével kaptunk. Huszonnégyórás, szobahő­

mérsékleten történő reagáltatás után az elegyet 

újból mostuk hig savval, nátrium -hidrokarbonát ol­

dattal és vizzel, majd szárítás után bepároltuk és 

a nyers terméket etilalkoholból történő kristályo­

sítással tisztítottuk. A tripeptid észter szárma­

zékok hasonló módon készültek a dipeptid-h.idrazi- 

dokból. A kapott észter származékok fizikai állan­

dóit és analízis adatait az 1. Táblázat (28. oldal) 

tartalmazza.

/

' *
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A táblázatokban a peptid származékokat rövi­
dített jelöléssel jelöltük. Z minden esetben benzil- 

oxi-karbonil védőcsoportot jelent, ezután csak az 

alanin egységek konfigurációja van feltüntetve és 

végül a karboxilcsoport helyetteoitője (pl. OEt,
^2^3» J 3 ) •■

Az irodalmi leírással (35) szemben a fő módo­
sítás abban állt, hogy az ott megadott éter ill. 

éter-etilacetát közeg helyett diklór-metánt hasz­
náltunk oldószerként. Ilymódon a reakciókeverék 

végig homogén maradt, ami egyszerűsítette a feldol­
gozást és főleg relative nagyobb termelés elérését 

tette lehetővé. Másrészt a nitrozálási reakció kö­
zegéül szolgáló sÓ3av-ecetsav-viz rendszer össze­
tételét változtattuk; mindkét változtatás főleg a 

'mérési reakciók kivitelezése során volt különösen 

jelentős, melyről a későbbiekben lesz szó.
Az észterek átalakítását hidrazidokká vízmen­

tes etilalkoholos közegben végeztük 1,2-1,5 ekviva­
lens 98-100/S-os hidrazin-hidrát jelenlétében törté­
nő 1-4 órás forralással és a hűtésre kivált tennék 

átkristályositásával vízmentes etilalkoholból. A 

kapott hidrazidok fizikai állandóit és analizis 

adatait a 2. Táblázat mutatja (29. oldal).

■

.
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1. Táblázat

A benziloxi-karbonil-alanin észterek fizikai áTlandói és
analizis adatai

c 1, EtOH
Számitott össze­

tétel
Analizis:irodalmiAnyag: op.

op.(35) C H IT c II IT
I

olaj

olaj

Z-DL-OEt rv>
ОЭ

Z-L-OEt
I

-44.0°

-i- 6,35°

116°116° 59,47 6,79 8,71 

59,49 7,04 8,97

Z-L-L-OEt
59,61 6,88 8,69

92°92°Z~L~D~OEt

196° 

176-8° 

148-8,5C 

165-7°

192°
176°
142°

-59,2° 

-20,3° 

+ 4,3° 

+34,5°

Z-L-L-L-OEt 58,17 7,11 10,57 

57,78 7,14 10,39

58,19 7,04 10,77 

57,92 6,85 10,70

58,00 6,92 10,68
Z-L-L-D-OEt

Z-L-D-L-OEt

Z-L-D-D-OEt



2. Táblázat

A benziloxi-karbonil-alanil-hicirazidok fizikai állandói és
analizis adatai

20 ,
D • 

c 1, AcOH
Számitott értékek 

C H
AnalizisirodalmiAnyag: op.

(35) C H NNop. I

55,95 6,44 17,56 roZ-Db-M 118,5-
1192^3 vo55,69 6,37 17,71

-13.0°138,5° I55,65 6,25 17,83Z-L-l'kH-, ^ 3 139

-38,4° 

, ~ ,-o+ 9, 5

209°
1 ~.,0 192

209°

193°

54,40 6,69 18,02

54,34 6,75 18,08

Z-L-L-KkH2-3 54,54 6,54 13,17
Z-L~D-10í7 2 2

-57,2° 

-29,8° 

+ 2,4°

+31,5°

235-7°

205°

192-4°

256-7°

235°

205°

194°

53,86 7,10 18,41

53,72 6,94 18,37

53,82 6,64 18,46Z-L-L-L-LH2-3
Z-L-L-D-iyi3

Z-L-D-L-BAH 53,70 6,70 13,40
53,61 6,85 18,33

2-3
Z-L-D-D-ÍAH2-3
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3t Mérések

A ^4C-vel .jelzett г ccm elegyek előállításaа.

A modell peptidek lánctagszám növelési reak­

cióját a C-teminálison hajtottuk végre és racém 

alanin etilészterrel viteleztük ki. Független méré­

sekkel állapítottuk meg az L és D enantiomerelc be­

épülését é3 a kapott eredményt százalékos beépülés­

ben fejeztük ki. Ezekhez a mérésekhez elkészítettük

14C-vel jelzett racém

-
*.• •

i

az L ill. D enantiomerjében 

elegyeket.

A radioaktiv jelzést minden esetben a C-^-en 

■^C-vel jelzett etilalkohollal való észterezéssel

végeztük. A radioaktiv etilalkohol metil-magnézium- 

jodid 14C02-vel végzett lcarbonizációjával, a kapott 

jelzett ecetsav észterezésével és LiAlIi^- 

dukciójával készült. Aktivitása a kristályos 

naftil-karbamát alakban végzett mérés alapján

7 661 393 dpm/mmole

es re-

!

volt.

Ezt a radioaktiv etilalkoholt száraz sósav­

gázzal telitettük, majd az észterezni lcivánt 100^-os 

optikai tisztaságú L-alanin hozzáadása után a hete­

rogén elegyet mágneses keverővei másnapig kevertet- 

tülc, a homogén oldatot keverés közben az aminosav- 

val egyenértékű tionil-kloriddal kezeltük 20-30°-on 

és további egy napig állni hagytuk. Ezután az etil-
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alkohol feleslegét légköri nyomáson ledesztilláltuk, 

a maradékot alaposan leszivattuk és PgO^-ről frissen 

desztillált etilacetátbél átlcristályositottuk, majd 

felett sulyállandóságig szárítottuk.

A ledesztillált etilalkohol, mely sósavat és 

a tionil-klorid átalakulás termékeit is tartalmazta, 

közvetlenül felhasználható volt a D-alanin észtere- 

sitésére; az eljárás teljesen azonos volt az L-izo- 

mer esetében leirttal. A felhasznált D-alanin 94/S-os 

optikai tisztaságú volt.

A kapott jelzett L-alanin etilészter hidro- 

kloridot 94/S-03 optikai tisztaságú nem radioaktiv 

D-alanin etilészter hidrokloriddal kristályosítottuk 

össze olyan arányban, hogy, a jelzett és nem jelzett 

komponensek optikai tisztaságának figyelembevételé­

vel, a racém elegy pontosan 1:1 arányban tartalmazza 

az L és D enantiomereket. Az elegy jele: L^D észter 

hidroklorid.

Teljesen hasonló módon készült az LD* észter 

hidroklorid keverék is, lOOÍÍ-os optikai tisztaságú 

L-alanin etilészter hidroklorid felhasználásával; 

az L és D enantiomerek arányát itt is pontosan 1:1- 

re állítva be.

-

ч
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\b, A beépülések móré se

Az L és D izomerek beépülésének mérésénél a 

számbaj ovo problémák közül a legkomolyabb az, hogy 

a reakciéterméket olymédon kell megtisztítani, hogy 

az elegy tisztítás után már valóban csak a főter- 

mékként keletkezett két diasztereomert tartalmazza, 

ugyanakkor ezek aránya ne változzon meg a tisztítás 

során, mert az a mérési eredmény durva meghamisítá­

sát jelentené. Az eltávolitandé anyagok egyrészt a 

feleslegben alkalmazott racém észter el nem reagált 

frakciójából és a vele együtt a reakciékevcrélcbe 

juttatott segédanyagokból (trietil-amin, sósav) te­

vődnek össze, másrészt mint ismeretes (40) az azidos 

kapcsolási módszert számos mellékreakcié lciséri és 

ezek termékei alkotják az eltávolitandé anyagok má­

sik csoportját.

Hint már történt rá utalás, reprodukálható 

eredmények nyerésének előfeltétele az acilező ágens, 

esetünkben a modell peptidek, konfigurációs stabi­

litása elkészítésük és az acilezési reakciókban va­

ló részvételük közben, ez pedig majdnem kizárólag 

csak az azidos kapcsolási módszer esetén biztosított. 

Másrészt az azidos kapcsolási módszer komoly hátrá­

nya az, hogy számos mellékreakció lciséri. Ezekről a 

mellékreakciékrél nyújt áttekintést, a teljesség 

igénye nélkül, a 3. Táblázat (33. oldal).

• .
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Mint látható, a bomlástermékek szintén reak­

cióba léphetnek a jelenlévő alanin etilészterrel 

mint primer aminnal és ilymódon radioaktiv mellék- 

termékek is képződhetnek.

Az eltávolitandó anyagok egy része kémiai ter­

mészeténél fogva savas ill. lúgos mosással eltávo- 

litható. Ilyen kezelés során a semleges természetű, 

apoláros, vizben nagymértékben oldhatatlan főtermék 

peptid molekulák várható módon semmilyen változást, 

pl. koncentráció változást, nem szenvednek, azaz 

koncentrációjuk aránya változatlan marad. Mivel a 

savas-lúgos kirázással el nem távolítható mellék- 

termékek, pl. karbamid származékok (1. 3. Táblázat) 

szelektiv eltávolítására п1псз lehetőség, a reakció 

körülményeket kell úgy megválasztani, hogy ezek már 

eleve ne, vagy csak elhanyagolható mértékben kelet­

kezzenek. Zavaró hatásuk eliminálásáról meggyőző 

bizonyitékot nyújt az, ha a független kísérletekben 

mért L és D inkorporációk százalékos összege jó köze­

lítéssel adja a száz százalékot, mint erről a mérési 

módszer c. fejezetben volt már szó. A lehetséges 

melléktermékek molekulasúlya ugyanis eltérő a fő­

termékétől, a melléktermékek megjelenése tehát a 

végtermékben mindenkép eltolná a beépülési százalék 

összeget a száztól.

.
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А 2. Táblázatban felsorolt benziloxi-karbonil- 

alanin-hidrazid származékokat az ismert módon savas- •• 

vize3 közegben nitrozáltuk és a megfelelő azid szár­

mazékok dilclór-metános oldatát tisztítás és száritás 

után megfeleztük, majd előre elkészített L*D és LD* 

észterek diklór-metános oldatához adtuk. Az észter 

oldatok úgy készültek, hogy a bemért hidrazid felére 

számított 10-15-szörös moláris mennyiségű L*D 111.

LD* észter hidrokloridot diklór-metánban oldottuk, 

majd az észter hidrokloriddal elcvivalens mennyiségű 

trietil-amint adtunk az oldatokhoz.

A reakcióéiegyeket egy napos szobahőmérsékleten 

való állás után hig savval, nátrium-hidrogén-lcarbonát 

oldattal és vízzel mostuk, szárítottuk, majd bepárol­

tuk. A kapott nyers terméket minden további tisztí­

tás nélkül radioaktivitás mérésre adtuk. A radio- 

aktivitások mérése dimetil-formamid oldatban folyadék 

szcintillációs módszerrel történt Packard készülé­

ken. A reakciókban alkalmazott hidrazidok mennyisé­

gét, a nitrozálásnál alkalmazott oldószer rendszert, 

a kapott termékek kémiai termelési adatait és fajla­

gos aktivitásukat az 5* Táblázat mutatja a kísérleti 

részben (53>oláal.).

Figyelembe véve a felhasznált racém elegy kom­

ponenseinek optikai tisztaságát (100 ill. 94%)» a

■

.

)
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racém elegy L/D = 1.0000 arányát és a jelzésre fel­
használt etilalkohol moláris aktivitását, az L és 

D enantiomerek beépülését a következő, egyszerűsí­
tett formulák segítségével határoztuk meg:

*

loo X
L* : és

7 424 443

22 904 17997 wÍZ.D* :
7 201 709

ahol a dpm/mg fajlagos aktivitás és a termék 

molekulasúlyának szorzata.
A kapott eredményeket a 4. Táblázat tartal­

mazza (37. oldal).
Az első oszlop tartalmazza az optikailag tisz­

ta benziloxi-karbonil-alanil-azidokat a korábbi táb­
lázatokban alkalmazott egyszerűsített jelöléssel, a 

második oszlop az L*D észterrel végzett kisérlet 

terméke fajlagos aktivitásának mért értékéből szá­
mított L-alanin inkorporáció értéket százalékos 

beépülésben kifejezve, a harmadik oszlop a hasonló 

módon kapott D-aminosav inkorporácié értékeket, 

mig a negyedik és ötödik oszlopok ezen értékek 

összegét ill. hányadosát.

■

\
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4« A kapott eredmények értékelése

A mérési módszer hatékonyságának ellenőrzése 

céljából első kísérletként rácom bonziloxi-karbonil- 

alanil-azidot reagáltattunk az L*D és LD* racém 

alanin etilészterekkel annak kontrollálása céljából, 

milyen pontossággal adja vissza a mérési technika az 

itt fellépő, szükségképpen 50-50%-ob megoszlást. A 

kapott értékek eltérése az elméleti 50-50-től belül 

esik a radioaktivitás mérésének +1Я>-оз hibahatárán.

A Z-L-Ala-N^ diszkriminációs képessége kicsi, 

az egy aszimmetria elemet tartalmazó aciklusos mole­

kulák esetében tapasztalt diszkriminációs értékek 

nagyságrendjébe esik. kedvezményezett a D enantio­

mer beépülése. Ez a megfigyelés összhangban van más 

kutatók rokon jellegű vizsgálatainak eredményeivel

(41,42).

■

Már dipeptidelcnél ugrásszerűen megnő a disz­

kriminációs képesség, kedvezményezett a reakció­

centrumhoz közelebbi aszimmetria elem konfiguráció­

jával megegyező konfigurációjú aminosav beépülése.

Az eredmények alapján az a következtetés vonható le, 

hogy a molekula diszkriminációs képességének meg­

határozásában döntő szerep jut az utolsó aszimmetria 

elem konfigurációjának. Ugyanakkor az L-L és L-D 

dipeptid származékok diszkriminációs képességének
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egybevetéséből az is kitűnik, hogy a következő, tá­
volabbi aszimmetria elem konfigurációjának hatása 

sem elhanyagolható. Л diszkriminációs képesség, ab­
szolút értékben, nagyobb az L-L mint az L-D szárma­
zéknál, vagyis úgy tűnik, hogy a peptid "lánc” 

diszkriminációs képessége akkor maximális, ha azonos 

konfigurációjú tagokból épül fel.
Tripeptidelcnél a legelső, ami szembetűnik az, 

hogy az L-L-L tripeptid származék valamivel kisebb 

hatásfokkal szelektál az L és D lánctagszám növelő 

komponensek között, mint az L-L dipeptid származék. 
Ugyanakkor az L-D-D származék a mérési hibahatár kö­
rüli eltéréssel azonos mértékben képes szelektálni 
mint az L-L-L származék. Ebből úgy tűnik, hogy a 

reakciócentrumtól legtávolabbi aszimmetria elem 

hatását teljesen leárnyékolja az azt követő, azonos 

konfigurációjú elemekből álló dublett. Л dublett 

hatásának reális mértékét valószinűleg a tripeptid 

fokon mért értékek adják, a dipeptid fokon tapasz­

talt, ehhez adódó plusz érték talán onnan ered, hogy 

a relative nagy térkitöltésű benziloxi-lcarbonil- 

csoport az adott konformációban felvett térállásá­

val szerencsés módon fokozza a rendszer aszimmetriá­
ját, mig egy további aszimmetria elem beépítésével 
együttjáró eltávolodása ennek a csoportnak kioltja

1.

>

i
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ezt a hatást.

Az L-L-D származék diszkriminációs képessége 

lényedében azonos az L-D dipep tidével, meghatározó 

szerepe tehát itt is a reakciócentrumhoz közeli 

düblettnek van. Л tripeptidek közül a legkisebb 

diszkriminációs képességgel az L-D-L származék ren­

delkezik, ez kisebb még az L-D dipeptid származék­

nál mért értéknél is. Ez a tény arra mutat, hogy 

alternáló konfigurációs sorrend esetén a legnagyobb 

a beépült idegen enantiomer egységek "zavaró” ha­

tása a peptid diszkriminációs képességére.

A fenti következtetések további ellenőrzése, 

ill. esetleges további információk nyerésének egyik 

lehetséges útja a mérési módszer kiterjesztése a 

tetrapeptid fokra. Ezek a vizsgálatok folyamatban 

vannak.

♦
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kísérleti rész

Az olvadáspont értékeket Kofler készüléken 

határoztuk meg és a megadott értékek korrigáltak.

DL-Alanin tisztitás:

100 g. nyers alanint minimális mennyiségű 

(kb. 150-160 ml.) forró vizűén oldunk, aktiv szenes 

derités és szűrés után 600 ml. absz. etilalkoholt 

adunk hozzá, majd éjszakán át állni hdgyjuk. A ki­
vált kristályokat szűrjük, etilalkohollal többször 

mossuk és vákumban szárítjuk. A termék súlya 80-82 

hófehér kristályok, op. 270-296°'között a mele­

gítés sebességétől függően. Amennyiben a termék Br~ 

ion tartalma alapján számított EH^Br tartalma 0.1%- 

nál nagyobb, az eljárást ismételni kell.

S* >

Л DL-alanin rezolválása:

a, N-acetil-DL-alanin:

89.1 g. (1 mél) BL-alanint 900 ml. 99/3-оs jég­
ecetben oldunk forráspont hőmérsékleten, az oldatot 

1-2 percig hűlni hagyjuk, majd 3-4 részletben 150 

ml. (1,5 mél) ecetsavanhidridet adunk hozzá. Ezután 

az oldatot kb. 2 percig újra forraljuk, majd más­
napig állni hagyjuk. Csökkentett nyomáson történő 

bepárlás után a maradékhoz 4-5 alkalommal 20 ml.
b

\
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vizet, majd végül 20 ni. benzolt odúnk és minden al­
kalommal szárazra pároljuk. A kapott szirupos, sár­
gásbarna terméket, mely még enyhén ecetsav szagú, 
forró etilacetátban oldjuk, üvcgbottal való dörzsö­
léssel beindítjuk a kristályosodást, majd szobahő­
mérsékletre történt lehűlés után az elegyet 0-5° hő­
mérsékleten tartjuk másnapig. A kivált kristályokat 

szűrjük, éterrel többször mossuk és szárítjuk. A 

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

b, Hezolválás:

131 g. (1 mól) H-acetil-DL-alanint 500 ml. 

kétszer desztillált vizben oldunk, az oldatot 4N 

HaOII oldattal pH 7-re semlegesítjük, majd az egészet 
1000 ml.-re higitjuk, 150 mg. Aciláz I enzimet adunk 

hozzá és 2-3 napig 35-40°-on tartjuk. Ezután az ol­
datot 5 percig forraljuk, aktiv szénnel derítjük és 

csökkentett nyomáson bepároljuk. A kapott szirupos 

anyagot 250 ml. vízmentes etilalkohollal higitjuk 

és másnapig állni hagyjuk. A kivált kristályokat
szűrjük, etilalkohollal többször mossuk és szárit-

75% termelés, op. 275-julc. A termék súlya 33-34 g 

276°, 14,6° (c 2, 611 HC1) és 33-0° (c 1, AcOIl).
• J

c, A D-alanln izolálása:

*Az L-alanin kiszűrésekor kapott szürletetj

í.
i;

■

I
jr
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csökkentett nyomáson bepároljuk, 200 ml. vízben 

oldjuk a maradékot és az L-alanin nyomainak eltá­
volítása céljából Dov/em 50 (ВТ) gyantán bocsátjuk 

át, majd a gyantát vízzel mossuk. Az eluátumot 200 

ml.-re bepárolva 100 ml. tömény sósav:t adunk hozzá 

és 2-3 órán át forraljuk visszafolyó hütő alkalma­
zásával. Ezután az oldatot csökkentett nyomáson be­
pároljuk, 250 ml. etilalkoholban forrón oldjuk és 

tömény Mi^OH-val pH 7-re semlegesítjük. A kivált 

anyagot szűrjük, forró alkohollal többször mossuk,
30-40%majd szárítjuk. A termék súlya: 14-18 g

278-80°, íJ2l° -12,4 és -14,6° között 

(c 2, 611 HC1) és -28.0 és -33.0° között (c 1, AcOH).

• j

termelés, op.

Porró vi 51 való kristályosítással az optikai ak­
tivitás növelhető, azonban a kristályosítási vesz­
teség 30-50%.

:

:

Б e n z 11 о x i - к a r b о n i 1 - L - a 1 a n i 1 - h i d r a z i d:

I. L-Alanin etilészter benzilomi-karbonilezásével 
és a kapott termék hidrazinos kezelésével

a, L-Alanin etilészter hidroklorid:

Vízmentes etilalkoholba száraz sósavgázt ve­
zetünk keverés és hűtés közben, mig az oldat HC1 

tartalma 0,12-0,13 g/ml. lesz. 89 g. (1 mól) L-ala- 

nint 200 ml. fenti HC1 oldathoz adva a heterogénr.

К
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elegyet mágneses keverővei keverjük inig homogén ol­

datot nyerünk (20-24 óra). Jeges vizes hűtés és 

intenziv keverés közben 72 ml. (1 mól) tionil-klo- 

ridot csepegtetünk az oldathoz, majd 24 óra állás 

után az egészet bepároljuk. Az olajos maradékot 400 

ml., PgO^-ről frissen desztillált etilacetátban 

forrón oldjuk és lassan hülni hagyjuk. A kivált 

kristályokat szűrjük és 0°-os etilacetáttal mossuk, 
majd vákumban sulyállandóságig szárítjuk. A termék 

súlya 140-145 g., 92.5-95.0/5 termelés, op. 84°.

b, Benziloxi-karbonilezés;

15.4 g. (0.1 mól) L-alanin etilészter hidro- 

klorid, 75 ml. viz és 180 ml. kloroform elegyéhez 

hűtés és intenziv keverés közben 5,2 g. (0,13 mól) 

MgO-t adunk 3 részletben kb. 30 perc alatt, miköz­
ben 22,2 g. (0,13 mól) klór-hangyasav benzilésztert 

csepegtetünk be 0-5° közötti hőmérsékleten. További 
30 perc keverés után 5 ml. piridint adunk a rend­
szerhez, majd 5 perc múlva 5H sósavval pH 4-5-re 

savanyítjuk. A két fázist elválasztjuk, a szerves 

fázist mossuk 0,5H sósavval, vizzel, 575-os NaíICG^ 

oldattal és vizzel, majd szárítjuk (HagSO^) és be­
pároljuk. Háromszor 50 ml. etilalkoholt adunk a ma­
radókhoz és újra bepároljuk, végül 100 ml. etilal­
koholban oldjuk és 7.0 g. 98-100;5-os hidrazin-hid-
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rútot adunk hozzá. A kivált anyagot másnap szűrjük, 

felett szárítjuk és etilacetátból átlcristályo- 

sitjuk. A termék súlya 13,1 g
A benziloxi-karbonil-DL-alanil-hidrazid hason­

ló módon készült, fizikai állandóikat és analizis 

adataikat a 2. Táblázat (29. oldal) mutatja.

P„02 5
55% termelés.- )

II. Benziloxi-karbonil-L-alanin észterositésével
és az észter hidrazinos kezelésével

L-Alanin lúgos-vizes közegben klór-hangyasav 

benzilészterrel történő kezelésével (36) 85/2-os
termeléssel kapjuk a benziloxi-karbonil-L-alanint,

-13,3° (c 2, AcOH).2o84°, [dir)

103,4 g. (0,46 mól) benziloxi-karbonil-L-ala­
nint 250 ml. vízmentes etilalkoholban oldunk enyhe 

melegítéssel, majd hűtés után 250 ml. 10%-os víz­
mentes etilalkoholos sósav oldatot adunk hozzá és

op.

.

az egészet másnapig szobahőmérsékleten állni hagy­

juk. Ekkor keverés és hűtés közben 33 ml. (0,46 mól) 

SOClp-t csepegtetünk az oldathoz. További egynapos 

állás után szobahőmérsékleten bepároljuk az oldatot, 

majd a maradékot azonnal feloldjuk 600 ml.-kloro­

formban és 250 ml. telitett ITaHCO^ oldattal mossuk.
A savas bepárlás végén részleges bomlás történik, 

amit a benzil-klorid szagának megjelenése is jelez. 

Az elérhető termelés nagymértékben függ attól,
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mennyire gyorsan távolítsuk el a IJaHC0o-tal a sav­

nyomokat. A kloroformos oldatot újra bepároljuk. 

Amennyiben a savnyomokat előzőleg teljesen eltávo­

lító ttuk, további bomlás ebben a fázisban nem tör­

ténik. A továbbiakban úgy járunk el, mint az előző 

módszernél; a termelés 80-82ü3 (88-90 g.).

Бenzi1oxi-karoo ni1-L-alani1-L-alanin etilészter

25.56 g. (0,108 mél) benziloxi-karbonil-L- 

alanil-hidrazidot oldunk 120 ml. jégecet, 50 ml. 

tömény sósav és 450 ml. viz elegyében, az oldatot 

-10°-ra hütjük és egy részletben hozzáadunk 35 g.
(0,5 mól) ITalíOg-t tömény vizes oldat alakjában. Az 

oldat hőmérséklete emelkedik, azonban külső hűtéssel 
-5°-on tartjuk. Két-három perc múlva az oldatot' 
extraháljuk 200 ml. -10°-ra lehűtött dikiér-metánnal, 
a szerves fázist 0°-ra hűtött 100 ml. vizzel, 10%-os 

UalíCOo oldattal és ismét vizzel mossuk, majd ITagSO^-n 

szárítjuk 10 percig.
Közben 23 g. (0,15 mól) L-alanin etilészter 

hidrokloridot oldunk 250 ml. dikiér-metánban, majd 

21 ml. Et^N-t adunk az oldathoz cseppenkint. Az igy 

kapott rendszerhez adjuk a fenti azid oldatot és az 

egészet másnapig állni hagyjuk. Akkor mossuk 100

ml. К sósavval, 10/á-os HaHCO^ oldattal és végül
vizzel, majd száritás (ITagSO^) után az oldatot be-
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pároljuk. A maradékot etilacetátban oldjuk 70°-on 

és kezdődő zavarosodásig petrolétert adunk hozzá.

A kivált kristályokat másnap szűrjük, etilacetát - 

petroléter 1:1 elegyével mossuk és sulyállandőságig 

szárítjuk. A termék súlya 21.0 g., 60% termelés.

Benzi1oxi-karbon!1-L-alanil-D-alanin e ti1é sz t e r

Teljesen hasonló módon készült, azzal az el­
téréssel, hogy az L-alanin etilészter hidroklorid 

helyett annak antipédját használtuk. A termelés itt 

is 60% volt. Mindkét anyag fizikai állandóit és ana­
lízis adatait az 1. Táblázat mutatja.

Benziloxi-karbonil-dipeptid hidrazidok
■

20,95 g. (0,065 mól) benziloxi-karbonil-L- 

alanil-L(ill. D)-alanin etilésztert 50 ml. abs. 
etilalkoholban forrón oldunk, majd 8 ml. 93-100%-os 

.HgO hozzáadása után az egészet 90 percig for­
raljuk visszafolyó hütő alkalmazásával. Ezután az 

oldatot éjszakán át 0°-on tartjuk, a kivált anyagot 

szűrjük és vízmentes etilalkoholból átkristályoalt­
juk. A termék súlya 15-16 g., termelés 78-80%. Az 

anyalugokból további anyagmennyiség nyerhető, az 

együttes termelés 85-87%. A termékek fizikai állan­
dóit és analizis adatait a 2. Táblázat mutatja.ií
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Benziloxi-karbonil-I-ale.nil-L-alanil-L~alanin etil­

észter

15,76 g. (51,12 mmól) benziloxi-karbonil-L- 

alanil-L-alanil-hidrazidot oldunk 300 ml*--jégecet,
ЗО ml. tömény sósav és 300 ml. víz elegyében, az ol­
datot -5 és -10° közötti hőmérsékleten 10 g. ITalTCp 

tömény vizes oldatával kezeljük, 200 ml. -10° 

dlklór-metánnal extraháljuk, majd a későbbiek során 

ugyanúgy járunk el, mint a benziloxi-karbonil-di-

.-OS

peptid észterek előállitása során. Az alkoholból át-

73,6% terme-kristályositott termék súlya 14,80 g 

lés.
• J

Hasonló módon készült a másik három védett 

tripeptid észter származék is. Az alábbiakban a ki­
indulási benziloxi-karbonil-dipeptid hidrazidok súlya, 

az annak oldására alkalmazott jégecet-sósav-viz 

oldószer-keverék összetétele és a termelés értékei

vannak feltűntetve:
L-L-D: 14,28 g., 300:100:100, 80%;

80: 50 :50, 60,45%; 
100: 50: 50, 72,56%.

L-D-L: 12,08 g., 
L-D-D: 10,70 g•»

Valamennyi benziloxi-karbonil-tripeptid észter 

fizikai állandói és analízis adatai az 1. Táblázat­

ban vannak feltüntetve.
/■

-■

6

: А».
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В e n z i 1 о :c i ■- к a rbonil-tripe p 11 d h 1 cl r a z i cl о к:

A benziloxi-karbonil-tripeptid észterek alko­

holos közegben feleslegben alkalmazott .H^O-val

való 1-4 órás forralás hatására a megfelelő hidra- 

zidokká alakulnak. A tisztított termékekre számított 

termelés 80-30% volt. Például: 2,8673 g. (7,29 mmól) 

Z-3L-0Et, 50 ml. etilalkohol és 3 ml. 98-100^-os 

NgH/, .H90 elegyét 90 percig forralva és a másnapra 

kivált anyagot etilalkoholból átlcristályositva 2,4000 

g. benziloxi-karbonil-tripeptid hidrazidot nyerünk, 

termelés 86,8,
A benziloxi-karbonil-tripeptid hidrazidok fi­

zikai állandóit és analízis adatait a 2. Táblázat

•/
0 *

tartalmazza.

14C jelzett racém alanin etilészterek készítéseA

a, a etilalkohol aktivitásának mérése

öó-naftil-izocianáthoz 1 ml. 142,2 ml.
alkoholt adva a keverék 2-3 óra múlva szilárd, kris-

0 etil-

tályos anyaggá alakult. Ezt szón-tetrakloridból 
négyszer átlcristályositva és minden átkristályositás 

után aktivitás mérésre adva a következő értékeket 

kaptuk: 35463, 35812, 35627 és 35470 dpm/mg (100 sec. 
alatt). Ezek középértékéből a molekula sulyok figye­
lembevételével az etilalkohol moláris aktivitásat

V.
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7661393 dpra/mmól-nak adódik.
. Ъ, A .jelzett Ъ-alanin etilészter hidroklorid ké-
szitése

27,4650 g. L-alanin (100%-os optikai tiszta­
ság) és 250 ml 14a fenti aktivitású G jelzett etil­
alkohol elegyébe keverés és hűtés közben szárs.z só­
savgázt vezetünk, mig homogén oldatot kapunk (kb.

4 óra). Egynapi állás után 23 ml. SOCl^-t csepeg­
tetünk az oldathoz keverés és hűtés közben 10-15°- 

on, majd további egy nap állás után légköri nyomá-

• »

son bepároljuk az oldatot. A desztillációs maradék 

gyorsan bekristályosodik, ezt 200 ml., р£0,_-г0'1 

frissen desztillált etilacetátból átkristályositva 

és PgO^ és ITaOH felett exszikkátorban sulyállandó- 

ságig szárítva 45,2290 g. terméket (L-Ala-0Et’>:Л1С1) 

kapunk, termelés 95,5/6.

c, A jelzett D-alanin etilészter hidroklorid ké-
szitése

25,0130 g. D-alanin (94/6 optikai tisztaság) 

és a jelzett L-alanin etilészter készítése során 

ledesztillált radioaktiv etilalkohol elegyébe szá­
raz sósavgázt vezetünk és az oldatot hasonló módon 

feldolgozva 40,8020 -g. D-Ala-OEt^.HCl-t nyerünk, 

termelés 94,6%.
V

' \
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d, Az L^D-alanin etilészter hidroklorid készítése

32,1185 g. L-Ala-OEt^.IICl és 34,1690 g. D-Ala- 

OEt.IICl (94/5 optikai tisztaság) elegyét 400 ml., Po0^- 

ról frissen desztillált etilacetátbél átkristályo- 

sitva 63,0620 g. If'D-alanin etilészter hidrokloridot 

nyc lünk, t e rmelés 35,13%.

-

e. Az LD~-alanin etilészter hidroklorid készitése

37,5132 g. D-Ala-OEt'^.HCl és 35,2626 g. L-Ala- 

OEt.IICl (100:5 optikai tisztaság) elegyét hasonlóan 

összekristályositva 70,5182 g. LD'^-alanin etilészter 

hidrokloridot nyerünk, termelés 96,30/5.

A beépülések mérése

Hasonló módon járunk el, mint a benziloxi-kar- 

bonil-alanin észterek szintézisénél, azzal a különb­
séggel, hogy észter komponensként If’D ill. ЪIT észte­
reket használunk 10-15-szörös moláris mennyiségben, 
továbbá hogy a nyers terméket átkristályositás nélkül 

radioaktivitás mérésre adjuk.
Az 5. Táblázat mutatja a reakciókban alkalmazott 

hidrazidok mennyiségét, a nitrozálásnál alkalmazott 

oldószer rendszert, a kapott termékek kémiai terme­
lési adatait és fajlagos aktivitásukat.

*
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Például: 0,5014 g. (1,6258 mmól) Z-2L-lT2H3-t ■ 

oldunk 10 ml. jégecet, 5 ml. tömény sósav és 20 ml.
viz elegyében, az oldathoz -5°-on 0,3240 g. (4,695 

romol, 2,888 ekvivalens) 1Та1Ю9 tömény vizes oldatát 

adjuk, az egészet 50 ml. C!I0Clp-vel extraháljuk, a 

szerves fázist 50 ml. viszel, 10% ITaliCO^ oldattal és 

vízzel mossuk, ITapSO^-on szárítjuk, szűrés után 

ClípCl^-vel 50 ml.-re hígítjuk, az oldatot két egyenlő 

részre osztjuk és hozzáadjuk

a, 1,2485 g. L£D észter hidroklorid (8,133 mmél, 

10.0 ekvivalens), 50 ml. ClipClg és 1,13 ml. 

Et3lT,

b, 1,3115 g. LE1*1 észter hidroklorid (8,53 mmól, 

10,5 ekvivalens), 50 ml. CIípClp és 1,19 ml.

Et-ЛТ

ill.

3
elegyéhez. Egynapi, szobahőmérsékleten való állás 

után mindkét oldatot mossuk 50 ml. N sósavval, 10/5 

ITalIGO^ oldattal és vízzel, szárítjuk (ITapSO^), majd 

bepároljuk és sülyállandóságig szárítjuk. A kapott 

termékek súlya: a, 200.0 mg., 62,5/5 és 234,4 mg. 
73,2555, mig a termékek fajlagos aktivitása 15820 és 

3191 dpm/mg (100 sec. alatt) volt.

?

£

/

l

-
'
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5. Táblázat

Az L- és D-aminosavak beépülés mérések kísérleti adatai

ID2-'Bemérés (.mg) 
(mmól)

Ac0K-HC1-H20
(ml.)

Anyag
Termelés dpm/mg Termelés dpm/mg

% %

I
,991,9 (4,18) 113706:1,2:25 50,5Z-DL-Ií^H 59,9 12150 Vn2 3 4>J

1U00 (4,22)

501.4 (1,63)
497.4 (1,61)

Z-L-M 56,2

62,5
74,2

10550 50,3
75,25
72,0

123706:1,2:25
10:5:20

I2 3
15820Z-L-L-ükH 5191

I5O3O
23

10:5:20 4396Z-L-D-iOí23

451,9 (1,22)
561.3 (l',48)

517.4 Ц,36)

426.4 (1,12)

76,9I3OO2

3974

IO57O

3567
12560

82,1

71,1

50.5

63.5

20:10:10Z-L-L-L-M
23

75.4

63.4

71.5

20:10:10Z-L-L-D-ílkH2 5
552220:10:10Z-L-D-L-M23
7986222720:10:10Z-L-D-D-ИЛй 2 5
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ÖSSZEFOGLALÁS

Az Irodalomban mindezideig nem ismeretes 

olyan mérési technika, mely kinetikus rezolválás 

során keletkezett, diasztereomerelcből álló biner 

elegyek összetételének nagy pontossággal történő 

meghatározását viszonylag egyszerű módon tenné 

lehetővé. Módszert dolgoztunk ki ilyen jellegű 

mérések nagy pontossággal történő elvégzésére, 
melynek lénj^ege az, hogy a racém elegy egyik össze­
tevőjét radioaktiv nyomjelzővel, pl. 

lölve, a kivánt mérés a termélcelegy moláris akti­
vitásának mérésére vezethető vissza.

Irodalmi leírások módosításával szintetizál­
tunk hét, alaninból felépített mono-, di- és tri- 

peptid származékot és mértük diszkriminációs ké­
pességüket racém alanin etilészterrel szemben, a 

peptid származékoknak a C-terminálison végrehajtott 

lánctagszám növelési reakciójában. Az L ős D amino- 

sav származékok beépülésének külön kísérletben tör­
ténő, független mérésével igazoltuk, hogy a módszer 

igen nagy pontossággal alkalmas a kivánt mérés vi­
szonylag egyszerű kivitelezésére. Következtetéseket 
vontunk le az általunk vizsgált kisebb tagszámú 

oligopeptidek diszkriminációs képessége és sztéri- 

kus szerkezete közötti összefüggést illetően.

14C-vel je-

V
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