A KUTATASI EREDMENYEK ISMERTETESE

Az optikai izomerek eltéré biologiai sajatsagaira a ,,Contergan” botrany hivta fel a
figyelmet és az6ta mind nagyobb eréfeszités folyik -féleg a gydgyszeriparban- az egyes
izomereknek ,,optikailag tiszta” formaban valo kinyerésére. Ez az eréfeszités erthetové valik
annak a prognozisnak a fényeben, mely 2030-ra az Uj gyogyszerek mintegy a felét kiralis
molekulanak jésolja.

A vizsgalt vegyuletek jelentés hanyada nemfehérje alkotd aminosav vagy vele
kapcsolatba hozhato biologiai vagy analitikai szempontbdl fontos vegyiilet volt. Ezeknek az
aminosavaknak peptidekbe vald beépitésével olyan analégokhoz juthatunk, melyek specialis
szerkezeti elemeket tartalmaznak, megvaltoztatva a peptid sztereoelektromos, sztérikus és
konformécids viszonyait. A cél a peptid térbeliségének szabalyozasa, stabilitasndvelés és
vegso soron hatasmodositas. A nemfehérje alkotd aminosavak enantiomerjei a peptidbe épitve
a peptidnek sokszor igen eltéré bioldgiai sajatsagot kdlcsondznek, ramutatva a Kiralisan tiszta
anyagokkal val6 munka alapvet6 fontossagara.

Kutatocsoportunk 1992 ota foglalkozik alapkutatasi szinten Kiralis vegyiletek
elvalasztasaval, harom kordbbi OTKA péalyazat (T 71/91, T 14898 és T 029460) anyagi
tdmogatasanak felhasznalasaval. Ezen az alapon sziletett kutatasi eredményeink széleskori
hazai és kulfoldi kapcsolatok kiépitését tettek lehetévé, ami alapul szolgél a kovetkez6 évekre
is. Nagyrészt ezen eredményeknek kdszénhetéen a témavezeté 1998-t6l elnyerte a Széchenyi
Professzori és 2002-t6l a Széchenyi Istvan Osztondijat, és 2004-ben megvédte Akadémiai
Doktori Ertekezését.

A kutatasi programokkal célunk olyan 0j modszerek fejlesztése volt, melyeket
elsésorban a peptidkémia hasznosit. Ezek az 0j modszerek magukban foglaltak a kiralis
elvalasztasok, enzimatikus reakciok és a peptid analizis terileteit. Celul taztik tovabba a
kilonféle kiralis szelektorok és modell molekulak kozoétti kdlcsonhatasok vizsgalatat a Kiralis
elvalasztdsok mechanizmusanak melyebb megismerésére.

1. Vizsgélt anyagok

A tervidészak soran az altalunk vizsgalt nemfehérje alkotd6 aminosavak és egyéb kiralis
vegylletek a kdvetkezé fobb csoportokba sorolhatdk:
. o- alifas és aromas szubsztituenst tartalmazo glicin analdgok
. alifas szubsztituenst tartalmazé fenilalanin analégok
. alifés és aromés szubsztituenst tartalmazo prolin analégok
. alifas szubsztituenst tartalmazd tirozin analdgok
. Szubsztitualt triptofan szarmazékok
B-alkil- és aril-szubsztitualt (metil-, 2-propil, 2-pentil-, fenil-, 2,5-dimetoxifenil-)
triptofanok
6. cikloalkan vézat tartalmaz6 amino-karbonsavak (B-aminosavak)
ciklopentan-, ciklohexan-vazas amino-karbonsavak
7. B-3-homo aminosavak
3-szubsztitualt alkil-, aril-, heteroaril-3-3-homo aminosavak
8. metil-szubsztitudlt aminosavak:
-Me-Phe, B-Me-Tyr, B-Me-Tic, B-Me-Trp
9. ,,spin-jelodlt” ciklusos B-aminosavak:
cisz- és transz-4-amino-1-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-3-karbonsav (3-TOAC)
transz-3-amino-1-oxil-2,2,5,5-tetrametilpirrolidin-4-karbonsav (B-POAC)
9. szekunder aminosavak
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pirrolidin-, piperazine-, piperidine-2-karbonsavak és szarmazekai, morfolin-,
tiomorfolin-3-karbonsavak

10. 1- és 3-metil-szubsztitualt 1,2,3,4-tetrahidro-6,6-dimetoxi-izokinolinok

11. B-laktdam sztereoizomerek
biciklusos, és aril-szubsztitualt analégok

12. 1-a(aminobenzil)-2-naftol, 2-o(aminobenzil)-1-naftol analdgok (Betti bazisok)

13. bikalutamid és szintézisének kiralis kozti és melléktermékei

Ezen aminosavak egy részének szintézise flamand-magyar egylttmikddés keretében
valdsult meg Dirk Tourwé (Vrije Universiteit Brussel), Norbert de Kimpe (University Ghent),
Toth Géza (SzBK) kozremiikddésével. A tetrahidro-izokinolinok, B-laktamok, 3-aminosavak,
Betti bazisok Filop Ferenccel (SZTE, Gyogyszerkémiai Intézet), a spin-jeldlt aminosavak
Jan-Paul Mazaleyrattal (Versailles), a triptofan analégok Janos Sapival (Reims), a
bikalutamid és szarmazékai Lukacs Ferenccel (Cf Pharma) valé egyuttmiikddés eredménye.

2. Aminosavak analizise

Az el6zéekben bemutatott aminosavak optikai izomerjeinek szétvalasztasara és optikai
tisztasaganak ellenérzésére Kkiralis folyadékkromatografias modszereket alkalmaztuk.
Folyadékkromatografias oldalrdl vizsgaltuk az elvalasztas kilonbdzo lehetéségeit:

1. oszlop elétti szarmazekkeépzés,

2. optikailag aktiv alléfazisok.

2.1. Az oszlop elétti szdrmazékképzésre az irodalomban jol bevalt 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-f3-
D-glikopiranozil-izotiocianat (GITC) és a Marfey altal bevezetett 1-fluor-2,4-dinitrofenil-5-
L-alanin amid (FDAA) mellet sikeresen alkalmaztuk az el6z6 OTKA palyazatban (T 029460)
kifejlesztett két 0j kirdlis szarmazékepzénket, agymint a (1S,2S)- illetve (1R,2R)-1,3-
diacetoxi-1-(4-nitrofenil-2-propil)izotiocianatot [(1S,2S)- illetve (1R,2R)-DANI] és az (S)-N-
(4-nitrofenoxikarbonil)fenilalanin-metoxietil-észtert ~ [(S)-NIFE]. A szarmazékképzés
optimalis kortlményeinek megkeresése mellett, feladatunk volt a kromatografias elvalasztas
kidolgozasa. Ez magaban foglalta a megfelelé kolonna kivalasztasat, eluensrendszer, pH,
detektalas sth. optimalizalasat.

Nagyszamu méréseink alapjan néhany altalanos kovetkeztetést is levonhatunk:

Az FDAA és a GITC szarmazékok 0sszehasonlitasaban kevés kivételtdl eltekintve, az
FDAA rovidebb id6 alatt nagyobb felbontassal voltak elvélaszthatok, mint a GITC-
szarmazékok.

A négy szarmazekképzé 0Osszehasonlitasaban altalaban az (S)-NIFE szarmazékok
valaszthatok el a leghatékonyabban (1- és 3-metil-szubsztitudlt 1,2,3,4-tetrahidro-6,6-
dimetoxi-izokinolinok DANI-szarmazék formajaban vélaszthatok el a legjobban).

A szerves modositok kozil a MeOH hatasosabb volt, mint az MeCN. Ennek val6szini
oka, hogy a mozgofazisba az alkohol Uj H-hidak kialakitasara képes az aminosavakkal.

A pH bedllitasara hasznalt alkotok kozil a TFA hatasosabb volt, mint az acetat- vagy
foszfat puffer.

Az elucios sorrend enantiomerek elvélasztasa eseten fuggott a szarmazékkepzé
minoségétol. A diasztereomerek (két aszimmetria centrumot tartalmazd sztereoizomerek)
sorrendjét nemcsak szarmazékképzo, hanem az eluens szerves modositojanak minésege, sét a
kolonna mindgsege is befolyésolta.



Kiralis szarmazekképzoket alkalmaztunk a ,,spin-jelélt” aminosav (2, 3, 4 és 18.
szdmu kozlemény)*, a B-3-homo aminosav enantiomerek (5 és 7), az alifas és aromas
szubsztituenst tartalmaz6 prolin analdg enantiomerek (8), B-metil-aminosav (10) és a
tetrahidro-izokinolin analdg (15) enantiomerek elvalasztasara.

2.2. Optikailag aktiv allofazisok alkalmazasa

Ezen fazisok alkalmazasa az utébbi években Kerilt el6térbe kutatdsainkban. Lehetéségiink
volt ezen a téren Daniel Armstronggal, Wolfgang Lindnerrel és Myung Ho Hyunnal valo
egyuttmikodésre, akik a vilag vezeté6 kromatografusai és élenjarok uj Kkiralis all6fazisok
tervezésében és kivitelezésében. Igy alkalmaztuk az Armstrong éltal kifejlesztett ciklodextrin-
és antibiotikum-alapu fazisokat, a Lindner altal fejlesztett kinin-alapu all6fazisokat valamint a
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allo egyéb kolonnakkal.
Az alkalmazott kiralis kolonnak:

koronaéter alapvazu: (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav-alapu, 5 um, 150x4.0 mm,
(Myung Ho Hyun ajandéka);

makrociklusos glikopeptid alapvaza: Chirobiotic T, T2 és TAG, Chirobiotic R, Chirobiotic
V és VAG [mind 5 um, 250x4,6 I.D.mm, Astec, Whippany, USA)]

ciklodextrin (CD) alapvazu: Cyclobond I 2000 (B-CD), , Cyclobond I 2000 RSP (R,S-2-
hidroxipropil-éter tartalma B-CD), Cyclobond I 2000 SN ((S)-naftiletil-karbamat tartalma f3-
CD), Cyclobond DMP (3,5-dimetilfenil-karbamét tartalmd p-CD), Cyclobond Ill (a-CD),
[mind 5 um, 250x4,6 mm, Astec];

celluléz alapvazu: Chiralcel OD (tris-3,5-dimetilfenil-karbamat tartalma cellul6z), 5 um
(150%x4,0 mm), Chiralcel OD-RH, 5 um, (150x4,0 mm), Daicel;

kinin alapvézu, gyenge anioncserélé tipusu: 2,5-diizopropil-karbamat tartalma kinin alapu
allofazis: Prontosil AX-QN-2, és 2,5-diizopropil-karbamat tartalma kinin alapa allofazis:
Prontosil 120-5tBUCQN [mind 5 um, 150x4,6 mm, Bishoff, Leonberg, Németorszag].
Ligandumcsere alapjan miikodé oszlop: D-penicillamine szelektort tartalmazé oszlop (5
um, 250x4,6 1.D.mm, Astec)

Nagyszamu méréseink alapjan néhany dsszehasonlitd megallapitast tehetiink a kiralis
oszlopok alkalmazésara. Figyelembe véve az elvalasztadsi mechanizmusok bonyolultsagat, az
itt kozolt ajanlasok iranymutato jelleggel birnak.

2.2.1. Makrociklusos glikopeptid alapu kolonnak alkalmazasa

A Chirobiotic T, T2, TAG, R és V oszlopok a leghatékonyabbnak mutatkoztak a
nemfehérje-alkotd aminosav sztereoizomerek elvalasztasaban. Az 6t szelektor jol kiegészitette
egymast, az altalunk vizsgalt aminosav rendszerek, kevés kivételtsl eltekintve, valamelyik
oszlopon jél elvalaszthatok voltak. Ezeken az oszlopokon sikeresen valasztottunk el Phe, Tyr,
cikloalkdn vézas B-aminosav enantiomereket (6. szamu koézlemeny), 3-szubsztitualt alkil-,
aril-, heteroaril--3-homo aminosav enantiomereket (5., 7. és 20), szekunder aminosav
enantiomereket (9).

Legujabb eredmenyeink szerint a teicoplanin aglikon valtozata, a Chirobiotic TAG
oszlop, eredményesebben alkalmazhaté o-aminosav enantiomerek elvalasztasara.

*A kozlemények szdmozasa a Jelentéshez csatolt ,,Ko6zlemények” sorszama alapjan tortént.



B-Aminosav enantiomerek esetén nem ilyen egyértelmii a TAG oszlop elénye. Ugy tiinik,
hogy a cukorrészek eltavolitasa sztérikusan kedvez az a-aminosavak ,kosarban” valo
elhelyezkedésének, mig B-aminosavak esetén a cukor részekkel valo kdlcsonhatas inkabb
segiti a Kkirdlis rezollciot. Hasonld6 megallapitast tehetink a Chirobiotic T és T2
Ossszehasonlitasaban. A T2 oszlop nagyobb boritottsaga és Ujfajta ,,spacer’-ek alkalmazasa
alkalmasabba teszik az oszlopot a kiralis aminosav analizisre. Az oszlopok tovabbi el6nye,
hogy preparativ célokra is kivaloan alkalmazhatok és a viz/metanol eluens rendszer
eltavolitdsa gondmentes.

2.2.2. A 2/5-diizopropil-karbamoil- és tert.-butil-karbamoil-kinin alapu all6fazisok
alkalmazéasa

A kinin alapu allofazisokon a szabad aminosav enantiomerek az esetek tobbségeben
nem valaszthatdk el. Ehhez az aminosavakat amino-csoportjukon at kell alakitani, a legtobb
esetben valamilyen aromas és/vagy m-savas jellegii védécsoportot alkalmazunk (benzoil-,
benziloxikarbonil-,  3,5-dinitrobenzoil-,  3,5-dinitrobenziloxikarbonil-,  2,4-dinitrofenil-
csoport). A Kinin alapl, gyenge anioncserélé sajatsagt ,,Prontosil AX-QN-2 oszlopot
sikeresen alkalmaztuk o-szubsztitudlt prolin analdg sztereoizomerek elvalasztasara. Meg kell
jegyezni, hogy ezek a sztérikusan erésen gatolt aminosav enantiomerek kozvetlen modszerrel
csak ezen a kiralis kolonnén voltak elvélaszthatdk és a kozvetett modszerek kozil is csak az
(S)-NIFE alkalmazésa volt sikeres (1. sz. kdzlemény).

Reészletesen vizsgaltuk a glicin és fenilalanin anal6gok enantiomerjeinek elvalasztasat
tert.-butil-karbamoil-kinin alapu alléfazison (28. és 29. sz. kdzlemények). Az elvalasztasok
hémerséklet fliggéséb6l néhany altaldnos kovetkeztetést vontunk le az elvélasztas
mechanizmusara vonatkozoan. Megallapitottuk, hogy az elsédleges elektrosztatikus
kolcsOnhatds az aminosav deprotonalt karboxil-csoportja és a kinin protonalt tert.-amino-
csoportja kozott jon létre. Jarulékos kolcsonhatasok a m-sav - m-bazis, dipol-dipol és a
hidrofob kolcsdnhatasok. Megallapitottuk tovabbé, hogy glicin analégok esetén a n-sav - -
bazis kodlcsonhatasok, mig a fenilalanin analégok eseten a C3-atomon jelenlévo
szubsztituensek birnak jelentés hatassal a kiralis elvalasztasra.

Ezen kolonnék alkalmazésanak hatranya, hogy kolonna elétti szarmazékképzest (nem
kiralis) igényel, ami megnoveli az analizis id6t és preparativ kromatografias szempontbol sem
elényos.

2.2.3. Ligandumcsere alapjan miikédé oszlop alkalmazésa

A D-penicillamint mint szelektort tartalmazé oszlopot sikeresen alkalmaztuk
szekunder aminosavak (pirrolidin-, piperazine-, piperidine-2-karbonsavak és szarmazékai,
morfolin-, tiomorfolin-3-karbonsavak) enantiomerjeinek elvalasztasara (21. sz. kdzlemény).
Az aminosavak szerkezete alapjan kovetkeztetéseket vontunk le az elvélasztast iranyitd
lehetséges koordinativ kdlcsénhatasok milyenségeére.

2.2.4. Ciklodextrin alapu alléfazisok alkalmazéasa

A ciklodextrint tartalmazo szelektorok kozil -ebben a peridédusban- az a-ciklodextrint
tartalmazd oszloppal értiink el sikeres eredményeket a [-alkil-triptofan analdgok
elvélasztasaban (22. sz. kbzlemény). Megallapitottuk, hogy az eritro-sztereoizomerek jobban
elvalaszthatok mint a treo-sztereoizomerek, és az elvalasztas inkabb fiiggott a f-
szubsztituensek minéségétol, mint a kromatogréafias paraméterektol.



2.2.5. A (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav-alapu all6fazis alkalmazasa

Ezt az allofazist sikeresen alkalmaztuk p-aril-szubsztitudlt B-3-homo aminosav
enantiomerek elvalasztasara (25. sz. kdzlemény). Feltérképeztilk a szerves és a savas jellegii
modositok hatdsat az elvalasztadsra. Megallapitottuk, hogy a szubsztituensek helyzete es
mindsége dont6 hatassal van a retencidra és a kiralis rezoluciora.

2.2.6. Kiralis gazkromatografia alkalmazasa

Ezen vizsgalatokhoz Chirasil-L-Val alapi kolonnat, detektorként illetve MS detektort
alkalmaztunk. Az utdbbi lehet6vé tette a peptidszintézis és a peptidhidrolizis soran
bekdvetkez6 racemizacid megkilonboztetését. E mérésekre brisszeli egyuttmikddésunk
soran kerdlt sor.

3. B-Laktam sztereoizomerek elvalasztasa

A B-laktdmok az utdbbi évtizedben mind biologiai, mind preparativ-kémiai
szempontbol egyre nagyobb jelentéseggel birnak. Nemfehérje-alkoté aminosavak fontos
kiindulasi anyagai, enzimatikus rezolvalasuk soran tiszta enantiomerekhez juthatunk. Ezért is
fontos kirdlis analizisiik. Kettés és harmas gyiriit tartalmazo PB-laktam sztereoizomereket
valasztottuk el Chirobiotic T és TAG, Chiralcel OD-H és OD-RH valamint Cyclobond DMP
oszlopokon (13. 24., 26. és 27. sz. kdzlemény). A Chirobiotic TAG , a Chiralcel OD-H és a
Cyclobond DMP oszlop kitiint jobb elvélasztd képességével a mésik két oszlophoz képest.
Méreéseinkkel bizonyitottuk, hogy az esetek egy részében a homérséklet emelésével jobb
felbontashoz juthatunk, mint az egyéb kromatografias paraméterek valtoztatasaval.

4. Betti bazisok elvalasztasa

A Betti-bazisok Ujabban felismert bioldgiai jelent6sége iranyitotta a figyelmet
kiralisan tiszta formaban valo eléallitasukra és igy kiralis analizisukre. Az 1-a(aminobenzil)-
2-naftol és a 2-a(aminobenzil)-1-naftol analégok enantiomerjei sikeresen voltak
elvalaszthatok Chiralcel OD-H és Cyclobond DMP oszlopokon normal fazisi kromatografias
modban (16. és 31. sz. kbzlemény).

Megaéllapitottuk, hogy az a-aminobenzil gytrin 1évé szubsztituensek helyzete
befolyasolja a retencidt és a kiralis rezoluciét. Ab initio szamitasokkal ravilagitottunk az 1- és
2-naftol analdgok elvalasztasaban meglevé kuldnbségek lehetséges okara. Az elvalasztasok
hémérseklet fliggése a rezolucio entalpia vezeérelt voltara utalt.

5. Bikalutamid és szintézise kozti- és melléktermékeinek analizise

Az (R)-bikalutamid fontos prosztatarak ellenes gyogyszer. Kirdlis szintézise
megkdveteli a végtermék valamint a kozti és melléktermékek elvalasztasat és azonositasat.
Ehhez dolgoztunk ki médszert Chiralcel OD-H, Chirobiotic T , TAG és R, Cyclobond I 2000
SN oszlopok alkalmazésdval. Mddszeriinkkel a szintézis 0sszes terméke két parhuzamos
kromatografias futtatassal kimutathatdo volt Chirobiotic TAG és Cyclobond I 2000 SN
oszlopok felhasznalasaval.



6. Peptidek analizise

A fentebb emlitett aminosavak Boc és/vagy Fmoc szarmazékai féleg opioid
peptidekbe keriilnek beépitésre (Flamand-magyar TéT projekt része). Uj s-antagonista TIPP
(Tyr-Tic-Phe-Phe) és az Gjonnan felfedezett p-agonista endomorfin-1 és -2 (Tyr-Pro-Trp-Phe
és Tyr-Pro-Phe-Phe) modositasara elsésorban konformécidsan gatolt és [-aminosavakat
alkalmaztunk. Mivel a peptidszintézis a legtobb esetben racém aminosavakkal tortént illetve a
szintézis soran racemizacio lépett fel, elsédlegesen sziikséges volt a peptid diasztereomerek
kromatografias szétvalasztasa (analitikai és fel-preparativ méretben), majd az aminosavak
konfigurécidjdnak meghatarozdsa. Ehhez két tényez6 volt szilkséges: a peptidhidrolizis
alkalmazésa.

Ezen munkdk megvaldsitasaban, a szintézisek Kivitelezésével, Dirk Tourwe, Filop
Ferenc és Toth Géza mukodott kozre (11., 12, 17. és 30. sz. kozlemények). A fentiekben
vizsgalt aminosavak tébbséget biologiai hatast TIPP es endomorfin analogokba épitettiik be.

6.1. TIPP analdgok

H-Tyr-Tic-eritro-D-B-MeCha-Phe-NH,
H-Tyr-Tic-eritro-L-B-MeCha-Phe-NH;
H-Tyr-Tic-treo-L-B-MeCha-Phe-NH,
H-Tyr-Tic-treo-D-B-MeCha-Phe-NH;

H-Dmt-Tic-eritro-D-B-MeCha-Phe-NH,
H-Dmt-Tic-eritro-L-B-MeCha-Phe-NH,
H-Dmt-Tic-treo-D-B-MeCha-Phe-NH,
H-Dmt-Tic-treo-L-B-MeCha-Phe-NH,

6.2. Endomorfin-1 és endomorfin-2 analégok

H-Tyr-Pro-Trp-eritro-D-pB-MePhe-NH;
H-Tyr-Pro-Trp-eritro-L-B-MePhe-NH;
H-Tyr-Pro-Trp-treo-D-p-MePhe-NH,
H-Tyr-Pro-Trp-treo-L-3-MePhe-NH,

H-Tyr-Pro-Phe-eritro-D-B-MePhe-NH,
H-Tyr-Pro-Phe-eritro-L-B-MePhe-NH,

H-Dmt-(1S,2S)-Acpc-Trp-Phe-NH,
H-Dmt-(1R,2R)-Acpc-Trp-Phe-NH,
H-Dmt-(1S,2R)-Acpc-Trp-Phe-NH;
H-Dmt-(1R,2S)-Acpc-Trp-Phe-NH;

H-Dmt-(1S,2S)-Acpc-Phe-Phe-NH,
H-Dmt-(1R,2R)-Acpc-Phe-Phe-NH;
H-Dmt-(1S,2R)-Acpc-Phe-Phe-NH,
H-Dmt-(1R,2S)-Acpc-Phe-Phe-NH,

H-Tyr-Tic-eritro-D-B-MeCha-Phe-OH
H-Tyr-Tic-eritro-L-3-MeCha-Phe-OH
H-Tyr-Tic-treo-L-B-MeCha-Phe-OH
H-Tyr-Tic-treo-D-pB-MeCha-Phe-OH

H-Dmt-Tic-eritro-D-p-MeCha-Phe-OH
H-Dmt-Tic-eritro-L-B-MeCha-Phe-OH
H-Dmt-Tic-treo-D-B-MeCha-Phe-OH
H-Dmt-Tic-treo-L-B-MeCha-Phe-OH

H-Tyr-Pro-eritro-D-B-MePhe-Phe-NH,
H-Tyr-Pro-eritro-L-3-MePhe-Phe-NH,
H-Tyr-Pro-treo-D--MePhe-Phe-NH,
H-Tyr-Pro-treo-L-B-MePhe-Phe-NH,

H-Tyr-Pro-Phe-treo-D-3-MePhe-NH,
H-Tyr-Pro-Phe-treo-L-3-MePhe-NH;

H-Dmt-(1S,2S)-Achc-Trp-Phe-NH,
H-Dmt-(1R,2R)-Achc-Trp-Phe-NH,
H-Dmt-(1S,2R)-Achc-Trp-Phe-NH;
H-Dmt-(1R,2S)-Achc-Trp-Phe-NH;

H-Dmt-(1S,2S)-Achc-Phe-Phe-NH,
H-Dmt-(1R,2R)-Achc-Phe-Phe-NH,;
H-Dmt-(1S,2R)-Achc-Phe-Phe-NH,
H-Dmt-(1R,2S)-Achc-Phe-Phe-NH,

Dmt: 2’,6’-dimetiltirozin; Acpc, 2-aminociklopentan-karbonsav; Achc, 2-aminociklohexan-karbonsav;

S-MeCha, S-metilciklohexil-alanin



Mivel e peptidek szintézise soran a nemfehérje alkotd6 aminosavak vagy racém
forméaban kerlltek beépitésre vagy a szintézis soran racemizacio kovetkezett be, modszereket
dolgoztunk ki a diasztereomer parok elvalasztasara, fel preparativ méretekben is. Az igy
tisztitott peptidekben a nem természetes aminosavak konfiguracidjanak megallapitasa az
altalunk kifejlesztett kromatografias modszerekkel tértént, a peptidek hidroliziset kbvetoen.

Mikrohullam( technikat alkalmaztuk a fehérjealkotd és nemfehérje alkoto
aminosavakbdl felépllé peptidek hidrolizisere. Korabbi meéréseink soran (A. Péter et al.,
Peptide Res., 6 (1993) 48) bizonyitottuk, hogy a hidrolizisre érzékeny fehérjealkotd
aminosavak nagyobb hozammal és kisebb racemizécioval nyerheték vissza mikrohullamu
technikat alkalmazva.

6.3. Enzimatikus folyamatokat vezettlink be a nemfehérje alkot6 aminosav raceméatok
rezolvalasara.

Ez a mddszer egyik lehetéség kiralisan tiszta standardok eléallitdsara. A nemfehérje
alkotd, racém aminosavak koziul nem mindegyik reagalt enzimekkel, ezért tobbféle enzimet
alkalmaztunk: L- és D-aminosav-oxidaz, lipaz PS.

Az enzimatikus vizsgalatok masik nagy terilete a peptidek stabilitas vizsgalata volt. A
Flamand-magyar T€T projekt egyik célja olyan (j bioldgiailag aktiv peptidek tervezése,
melyek tébbek kozott elnydjtott hatassal rendelkeznek. E jelleg vizsgalatanak egyik modszere
a peptidek stabilitasvizsgalata enzimatikus bontasi mddszerekkel, példaul patkanyagy
homogenizatum alkalmazasaval. Patkanyagy homogenizatum alkalmazasaval sikertlt
felderiteni, hogy a 4 helyzetben (2S,3S)-B-metilfenilalaninnal helyettesitett endomorfin-1 és -
2 valamint a 2. helyzetben Pro helyett (1S,2R)-Acpc vagy (1S,2R)-Achc-t tartalmaz6 anal6gok
enzimstabilitasa a legjobb.

7. Kiralis fluoreszcens szarmazékképzé reagens szintézise

Két 0j kiralis szarmazekképzot szintetizaltunk. Az (S)-2-naftoxi-propionil klorid
eléallitasahoz els6 1épésben beta-naftolbdl kiindulva 2-brém-propionsavval valé reakcidban
(R,S)-2-naftoxi-propionsavat allitottunk elé. Az (R,S)-2-naftoxi-propionsav reszolvalasat (R)-
(+)-feniletilamin illetve (S)-(-)-feniletilaminnal valé sépar képzéssel oldottuk meg. A 2-
naftoxi-propionsavbol tionil-kloriddal illetve oxalil-kloriddal valé reakcidban nyertiik a
megfelel6é 2-naftoxi-propionil kloridot.

Az (R,S)-1-izotiocianatometil-2-(naftalén-2-iloxi)-etilészter  eldallitasahoz  elsé
Iépésben m-naftolt epiklérhidrinnel reagaltattunk. A keletkezé naftalén-2-iloximetil-oxirant
metanolos kozegben ammoniaval reagéaltatva 1-amino-3-(naftalén-2-iloxi)-propanolhoz
jutottunk, melyet jégecetes kdzegben acetilkloriddal acileztiink. Az 1-aminometil-2-(naftalén-
2-iloxi)-etilészterb6l metil-klorid és tiofoszgén hozzaadasaval nyertilk a kivant izotiocianat
terméket.

A szarmazékképzé reagenseket a- €s B-aminosav enantiomerek elvalsztasaban
prébaltuk ki. A kisérletek jelenlegi &lldsa szerint nem talaltunk olyan reakcid korilményeket
melyben a savklorid illetve az izotiocianat-csoportot tartalmazé reagens stabilis lett volna, a
reagensek vizes rendszerekben még a szarmazékképzés el6tt elbomlottak (az aminosavak
oldhatosaga miatt szlikséges a vizes rendszerek hasznalata).

8. Uj kiralis allofazisok szintézise
HPLC-s kromatografias oszlop készitése céljabdl szilikagélbol, 3-aminopropil-

trimetoxiszilanbol és 0Osztron-3-metiléterbsl olyan toltetanyagot allitottunk eld, amely
alkalmas lehet killonb6z6 kiralis es akiralis vegyuletek sikeres elvalasztasara. Els6 1épésben a



szilikagélt  3-aminopropil-trimetoxiszilannal reagaltattuk el. Az aminopropilcsoport
mennyiségét sav-bazis titralassal 1,07 mmol/g —ban hataroztuk meg. Kirdlis szelektorként az
0sztron-3-metilétert valasztottuk, a kdvetkez6 okok miatt: negy kiralis szénatomot tartalmaz;
a 17-es helyzetti ketofunkcio alkalmassé teszi kondenzacios reakciokban vald részvételre, igy
egy megfelelé6 modon elékeszitett (aminopropilezett) szilikagélre egyszeriien felvihets; a
keletkez6 Schiff-bazist redukélva egy olyan szarmazékhoz juthatunk, amely kozvetlenul a
sztereoszelektiven kialakuld Gj aszimmetriacentrum mellett tartalmazza az intermolekularis
kolcsOnhatasra képes nitrogént; aromas molekularészt tartalmaz, igy az esetlegesen szintén
aromas szétvalasztando molekuldkkal - kdlcsdnhatés kialakitasara van lehetoség.

Az elkészitett szteroiddal modositott szilikagel alapu fazisbol zagytoltessel HPLC
oszlopot készitettink. Az oszlopon megkiséreltiik az 6sztron-3-metiléter és 13a-0sztron-3-
metiléter keverékének, valamint biciklusos karbonsav-észterek enantiomerparjanak
elvalasztasat. Normal fazisi korilmények kozott, hexan/diklérmetan/izopropanol 95/5/1
aranyl keverékét eluensként alkalmazva sikertlt elvalasztani mind a szteroid epimereket,
mind a biciklusos karbonsav enantiomereket.

A kirdlis allofazis szintézisehez a masik modell vegyiletink a kdlsav volt. A kolsav
harom hidroxilcsoportja és a karboxilcsoportot tartalmazd oldallinc sz&mos lehet6séget
biztosit aromas molekularészek bevitelére, illetve az aminopropilezett szilikagélhez torténd
kapcsolashoz.

Aromas molekularészlet jelenléte a molekulaban n-n kdlcsonhatasok kialakulasat teszi
lehet6vé a szelektor és a szétvalasztandd kiralis vegytilet molekulai kdzott. Az aromas csoport
bevitele céljabdl p-aminobenzoesavval savamidképzesi reakcidt hajtottunk végre az oldallanc
karboxilcsoportjan. Az atalakitds soran — a peptidkémiabd6l ismert vegyes anhidrides
modszerrel- trietil-amin és kldrszénsav-etilészter alkalmazasa mellett egy Ujabb szabad
karboxilcsoportot tartalmazé savamidhoz, a 4-(kol-24-il-)-aminobenzoesavhoz jutottunk. Igy
nemcsak egy aromas gyiiriit, hanem egy Ujabb polaris csoportot (amidkotést) is bejuttattunk.
Ilyen tipusu Kiralis szelektor eddig még ismeretlen az irodalomban.

Az oszlopot forditott-fazisu korilmények kozott tesztvegylletekkel vizsgaltuk. A
tesztvegyuletek egyik csoportjat képezték a B-blokkolok, agymint a oxprenolol, pindalolol,
metaprolol, propranolol, etanolol. Eluensként viz/metanol, viz/acatonitril és 0,1% vizes trietil-
ammonium-acetat (pH=4,1)/metanol eluens rendszereket alkalmaztunk. Tapasztalatunk
szerint a szelektor a fent felsorolt B-blokkolokra a korilmények széles tartoményban vald
valtoztatasa mellett is alig mutatott sztereoszelektivitast.

A tesztvegytletek masik csoportjat a B-metil-aminosavak képezték, agymint az eritro-
és treo-B-MeTyr, B-MePhe, B-MeTrp és a B-metil-1,2,3,4-tetrahidroizokinolin-3-karbonsav
(Tic). 0,1% vizes trifluorecetsav/metanol eluens rendszereket alkalmazva a fenti aminosav
sztereoizomereket szabad aminosav formaban nem, mig N-2,4-dinitrofenil-szarmazék
formajaban sikerult elvalasztani (kivéve a 3-MeTrp analdgokat). Az elvalasztasokat a kdlsav
alapu kolonnan tovabb folytatjuk, jelenleg a megfelel6 vegylletek kivalasztasa az egyik cél.




Koszonettel tartozom az OTKA Zsiirinek az 1991 d6ta folyamatosan nyujtott
tdmogatasert, mellyel lehetévé tette egy Uj kutatési irdnyzatnak az SZTE, Szervetlen és
Analitikai Kémiai Tanszekén valdo meghonositasat. Ezzel egyrészrél lehetéve valt a kalfoldi
kapcsolatok kialakitisa és megerdsitése, méasreszrél a kromatogréafias modszerek oktatdsénak
kutatasi hattere is megvalosult. A 2003-ban elnyert timogatas (T 042451) lehetéséget nydjtott
e tématerulet tovabbi miivelesére és bovitésere.

A kutatasi téméaval kapcsolatos mar megjelent kdzlemények a ,,Kézlemények™ részben
talalhatok. A nemzetkdzi folyoiratokban illetve ’Proceedings” kotetekben megjelent
kdzlemények megoszlasa: 29+2=31. A kozlemenyek 0sszesitett impakt faktora: ~65.5. A
nemzetk6zi s hazai el6adasok és poszterek szama: 25+9=34.
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