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o-Hidroxi- és a-aminofoszfonatok szintézise és modositasa

KEGLEVICH Gyorgy*" , SZALAI Zsuzsanna®, BESE Cintia?, BAJUSZ Bence?, MILEN Matyas® és
SCHINDLER Jozsef*

“Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem, Vegyészmérndéki és Biomérndki Kar,
Szerves Kéemia és Technologia Tanszék, Miiegyetem rkp. 3., 1111 Budapest
bEgis Gyogyszergyar Zrt., Kereszturi ut 30-38, 1106 Budapest, Magyarorszdg

1. Bevezetés

A foszfonatok a szerves foszforvegytiletek talan legfonto-
sabb csoportjat alkotjak. Az o hidroxi- és o aminofoszfo-
nat-szarmazékok — enzim inhibialé hatasuk miatt — biologi-
ai aktivitassal rendelkezhetnek, ami miatt szintézisiik mind
a mai napig az érdeklédés homlokterében all.'*

Ebben az 6sszefoglald kozleményben az elmult bo évtized
a-hidroxifoszfonatokkal és a-aminofoszfonatokkal kapcso-
latos eredményeirdl szamolunk be.

2. Hidroxifoszfonatok eloallitasa és reakcioi

Egy sereg — tobbnyire a Pudovik-reakciot alkalmazd —
moddszer all rendelkezésre a-hidroxifoszfonatok szintézi-
sére.! Csoportunk két ,,zold”-nek mondhato eljarast dol-
gozott ki a-hidroxi-benzilfoszfonatok eldallitasara. Az
egyik megkozelités szerint a szubsztitualt benzaldehideket
mikrohullama koriilmények kozott 110 °C-on, 0,75 ekv.
Na,CO; jelenlétében olddszermentes kozegben reagaltat-
tak dialkil-foszfitokkal. Diarilfoszfin-oxidokat hasznalva
P-reagensként a-hidroxi-benzilfoszfin-oxidokhoz (1) ju-
tottunk (1. abra/A).> A masik modszer soran a reagenseket
katalitikus mennyiségii trietilamin jelenlétében forraltuk
acetonban, miutan lehiilésre kristalyos formaban kivalt a
termék (1) (1. abra/B).6

MW

110 °C OH

Na,CO3 (0,75 ekv.)

ArCHO + Y,P(O)H Ar)\ Y
vagy 1%

A 0

NEt; (0,1 ekv.) 1
MeC(O)Me

Ar = Ph, 4-MeOCgH,, 4-MeCgHy, 4-CICqH,, 4-CF3CgH,, 4-NO,CgHy
Y = EtO, MeO, Ph, 4-MeCgH,, 3,5-diMeCgHs

1. Abra. o-Hidroxi-benzilfoszfonatok szintézise

A kozelmultban acetaldehidbdl és acetonbol is eldallitottuk
a megfeleld hidroxifoszfonatokat (2, Y = RO) és hidroxi-
foszfin-oxidokat (2, Y = aril). A fentebb emlitett két mod-
szer mellett egy harmadik megkozelitést is alkalmaztunk,
amelynek lényege az, hogy az addiciot AL, O,/KF feliiletén
valositottuk meg (2. abra).”®

A
NEt; (0,5 ekv.)

EtOAc 1
vagy Me«‘fl?*Y
26 °C R Y
Al,O3/KF 2
vagy
@ MW
R =H, Me 110 °C
Y = lasd fent Na,COj3 (0,5 ekv.)

MeC(O)R + Y,P(O)H

2. Abra. a-Hidroxi-alkilfoszfonatok szintézise

A kovetkezében hidroxi-metilénbiszfoszfonatokat (4, Y =
RO) allitottunk el6 a-oxofoszfonatok (3) és dialkil-foszfitok
addicios reakciojaban. °'? Vegyes szarmazékokat, koztiik
foszfin-oxid-foszfonat-szarmazékokat (4, Y = aril) is ké-
peztiink (3. dbra). Megfigyeltiik, hogy az adduktok (4) az
oxofoszfonat helyettesitdjétdl fiiggden (pl. tipikusan Z = Ph
esetben), ill. bizonyos koriilmények kozott (pl. magasabb
hémérsékleten, vagy nagyobb mennyiségili amin katalizator
hatasara) 5 termékké rendezddtek at (3. abra).

o 0°C o
JU_or BuNH, (5-40%) By RO oo _OEt
pOR 4 vpOH ——— Y— P=OR ————= po 2
S Et0 Y Z OR Z=Ph z 6 °H
3 Z=Me Ph 4 =OR 5
R = Me, Et
Y = lasd fent

3. Abra. Hidroxi-metilénbiszfoszfonatok el8allitasa

Erdekesnek tiint a B és y-oxofoszfonatok (6 és 8) Pudovik-
reakcidjanak megvalositasa. Al,O,/HF szilard katalizator
felilletén hatékonyan lejatszodott az addicid a megfeleld
dietilfoszfonoilmetil-, illetve foszfonoiletil-hidroxifoszfo-
natokat (7 és 9, Y = RO) eredményezve. > Ez esetben is
hozzaférhetové tettiink foszfin-oxid (7 és 9, Y = aril) szar-
maz¢kokat (4. és 5. abra).

26 °C 0
0O O Y
H/OEt A|203/KF \P /OEt
P + YoPOH ————> v~ P
Me “OEt 2 MZ(OH\(\)\\OEt
6
Y = lasd fent 7

4. Abra. Foszfonometil-hidroxifoszfonatok képzése

*  Keglevich Gyorgy. Tel.: +36 1 463-1111/5883; e-mail: keglevich.gyorgy@vbk.bme.hu
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o 26 °C o o
Al,O4/KF Y. Et
Me)K/\P:OEt + Y,POMH 2U3 f” H:O
Il "OEt OEt
8 o Mé OH
Y = lasd fent ®

5. Abra. Foszfonometil-hidroxifoszfonatok hozzaférhetévé tétele

Az o-hidroxifoszfonatok (10) kiilonféle reakciokban ve-
hetnek részt. Varatlan reakcié a hidroxicsoport ami-
nofunkcidéra valé cseréje MW korilmények kozott
(6. abra/A), amit egy szomszédcsoport hatés segit el6.'>'* Egy
masik tipikus atalakitas a hidroxifoszfonat (10) atrendezése
a megfeleld benzilfoszfonatta (12) (6. abra /B)."7 Ezeken ki-
viil, a szoban forgé vegytiletek (10) hidroxicsoportja acilez-
hetd (6. abra/C)'® és foszforilezhetd (6. abra/D).!%2

MW 25-82°C o
NHZ 100-110 °C OH Tebac (10%) 0
_P(OM
POEY), . ZNH2 P(OR), _ €03 o POMek ()
<} 5 MeCN
Y R=Et Y Y
1" o 10 R = Me 12
Z=Pr, By, Pr, Bu, Bn Y = H, 4-Cl, 4-F, 4-Me, 2-MeO
o) 25-80 °C 25°C 0 s
¢ re-c? Re2° o"
0" R? i OH R el o "R
EtsN EtsN
P(OR"), <=————— P(OR"), —————> POR"), (2)
Il Il Il
i PhMe I PhMe u
Y/ 13 R'=Me, Et Y 10 R'=Me

Y 14
R? = Me, Et, Pr R¥|Ph| — _ Y = H, 4-Me, 4-Cl, 4-NO,
Y =H, 4-Cl, 3-CF3, 3,4,5-triF = Pn

6. Abra. Foszfonometil-hidroxifoszfonatok hozzaférhetévé tétele

Az o-hidroxi-benzilfoszfonatokat (10) DBU-katalizator
jelenlétében dialkil-acetiléndikarboxilatokra addicional-
tattuk, amikoris mindkeét lehetséges izomer (15/E és 15/Z)
képz6dott (7. abra).?! Az ,,E” és,,Z” izomereket NOE NMR
mérésekkel kiilonboztettiik meg egymastol.

OH o o
0 >\ J— /<
Pz + —
/©)\1 1 OR' R?0 OR?
v R'0
10

DBU (10%) | 26 °C R'=Me, Et
DCM 24 ora Y = H, MeO, Me, CI
oo o R? = Me, Et
R?0 OR? R%0
lo) o) _ OR?

+

o0
P$
. oR!
v R'0

15-"E" (major) 60-90% 15-"Z" (minor)

7. Abra. a-Hidroxi-benzilfoszfonatok és dialkil-acetiléndikarboxilatok
reakcidja

Alkalmas kortilmények kozott a hidroxifoszfonatok alkoxi-
foszonatokka alakithatok.” Tovabbi modositasi lehet6ség a
hidroxifoszfonatok (16) szulfonilezése metan- vagy ben-
zol-szulfonsav-kloriddal (8. abra).”** Az igy kapott szulfini-
loxi-foszfonatokat (17) azutan trialkil-foszfitokkal és dife-
nilfoszfinossav etilészterrel 135 °C-on Arbuzov-reakcioba
vittiik. A tagabb értelemben vett biszfoszfonat szarmazéko-
kat (18) viszonylag hatékonyan kaptuk (8. abra).

26 °C z ? i
OH ZS0,Cl s 135 °C (Ny) Y
Ay BN 070 Y'POR (5 ekv.) o:i—v'
hy PhMe Q” >prL Q >pL
o 1Y _ 1y
16 0 Z = Me
Q = Ar (lasd fent), Me 17 Y | Et Bu Ph 18
Y = lasd fent R| Et Bu Et

Z = Me, Ph

8. Abra. a-Hidroxifoszfonatok szulfonilezése, majd az igy kapott
intermedierek Arbuzov-reakcidja

A bemutatott, szulfoniloxi-szarmazékokkal megvalositott
Arbuzov-reakcié nem szerepel az irodalomban. Azért fo-
lyamodtunk ehhez az 1j atalakitashoz, mert — meglepeté-
siinkre — az a-halogeno-foszfonatok Arbuzov-reakcidja
igen gyenge hatékonysaggal jatszodott le, a f6 irany a
szubsztratum dehalogénezddése volt.

Meglepetésiinkre 9 foszfonoetil-hidroxifoszfonatok ac-
til-kloriddal torténd acilezése (vagy bazis jelenlétében
torténd atrendezési kisérlete) 19 foszfonoil-1,2-oxafoszfo-
lan-2-oxidok képzddéséhez vezetett (9. abra)."

26°C
MeC(O)CI
RO\(\P)\ (\P)\/OEt NEt; Mej@P\;o
RO” “OEt  PhMe O=p O oEt
Me OH RO OR
9 R = Me, Et 19

9. Abra. Foszfonoetil-hidroxifoszfonatok gyfirtizarasa

3. Aminofoszfonatok eloallitasa és reakcio

Az a-hidroxifoszfonatokhoz hasonldéan fontos potencia-
lisan biologiailag aktiv vegyiiletek az a-aminofoszfona-
tok.>* Az a-aminofoszfonatok tipikus el6allitasi modsze-
re a dialkil-foszfitok, aldehidek vagy ketonok és aminok
kondenzacidja, amit valtozatos koriilmények kozott, sok-
féle katalizatort kiprobalva valdsitottuk meg. Korabban
azt talaltuk, hogy MW kériilmények kozott a koltséget és
kornyezeti terhelést jelentd katalizatorok elhagyhatok, sét
a legtobb esetben olddszerre sem volt sziikség.” Példaként
a benzaldehid, acetofenon és ciklohexanon dietil-foszfittal
¢és primer aminokkal megvalositott reakciojat mutatjuk be
(10. abra/(1)).>* A masik példa gytiriis aminok, formaldehid
és dietil-foszfit vagy szekunder foszfin-oxid kondenzaciojat
szemlélteti (10. abra/(2)).?

o o MW o
y 100-120 °C, 30 perc
€0pF. + L, vz, PSR EO
H R R oldészer nélkiil Et0”
(1)
R'= H Me D 20
R?= Ph Ph
Z= Ph Bn
MW lo)
1 1
RO % 80 °C, 30 perc RO I
NH + (CH0), + PY; —— N—CH,—PY,
RY H oldészer nélkil R?
21 @
1 .
20 Ow O w00
R Et; ; H H H

Y = EtO, Ph

10. Abra. a-Aminofoszfonatok szintézise Kabachnik—Fields-
kondenzacioval
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Kétszeres foszfa-Mannich-reakciokat is megvalositot-
tunk primer aminokbdl, 2 ekvivalens formaldehidbol és
ugyanennyi >P(O)H-reagensb6l kiindulva (11. abra).2%%’
Az igy kapott bisz(foszfonoilmetil)- és bisz(foszfinoilme-
til)-amin-szarmazékok (22, Y = EtO, ill. Ph) hasznos inter-
medierek lehetnek. A bisz(foszfinoilmetil)-aminok (22, Y
= Ph) kétszeres deoxigénezés utan 24 gyiris platinakomp-
lexhez juthatunk (11. abra), amely oxoszintézis katalizatora
lehet.

0 Ph
ZNH, I Tl _pn
+ FHPYe guain  PHPPh2 by nepn),  FHTRO
2HCHO —> ZN. O ——> 2N —— PtCl,
+ by, TP \CH,PPh CHy—P~
2 H(O)PY, 22 ae 2 JTPh
22 23 Ph
Z=alkil, arl Y = EtO, Ph 24

11. Abra. Aminok kétszeres kondenzacioja aldehiddel és >P(O)
H-reagenssel

Munkank soran a-aminofoszfinatokat (26) is el6allitottunk.
Ebben az esetben célravezetébb volt az aza-Pudovik utat
kovetni, amely szerint els6 1épésben egy imint (25) hoztunk
létre, majd annak C=N kett6skotésére alkil-fenil-H-foszfi-
natot addicionaltattunk (12. abra).?®

X
o
L (R20)PhP(O)H _OR
X C. + R'NH, ——> X CH=NR! ——— 2
M ~H,0 Ph

25 NHR
X=H,Me,Cl R'=Pr,Bu,Bn RZ=Et Bu 26

12. Abra. Aminofoszfonatok eléallitdsa iminekbél

Altalunk kifejlesztett innovacié a tandem- Kabachnik—
Fields-reakcio, ami azt jelenti, hogy a primer foszfa-Manni-
ch-kondenzacié aminofoszfonat termékét (27) egy masodik
foszfa-Mannich-reakcidba visziink (13 abra). %

o

o o]
1i_OEt Y.l Bn i OEt
Oy _H BnHN.__P: MW Y/F’\/N

N ~, P\
c MW OEt 150 °C OEt
~100 °C HCHO + Y,P(O)H
BnNH, + + (EtO),P(OH ———= —_—
EtOH
X
H 27

X X
x| H c Me H H 28
Y | EtO EtO Et0 Ph 4-MeCgH, 3,5-diMeCqHs

13. Abra. Tandem foszfa-Mannich-reakcié

Az ily médon kapott, két P-funkcidscsoportot tartalmazo
vegyiiletek biologiai aktivitas szempontjabdl is érdekesek.*
Az aminofoszfonatokat (29) acilezéssel is modositottuk
(14. abra), és az igy kapott amid-szarmazékok konforma-
ciés egyensulyat NMR modszerekkel tanulmanyoztuk (15.
abra).

60 °C

0 0
. B-OEt TEA o 7 hoE
Soet * RO T T Y Y ok

0 Ph

29 Z=Bn,H R-=Me, Et Ph 30

14. Abra. a-Aminofoszfonatok acilezése

o) Ph
Ph)kN _ OZ\N
OEt OEt
P P
[ OEt I OEt
e} o
3141 31-2

15. Abra. Acil-aminofoszfonatok konformacios egyensiilya

Tovabbi modositasként meriilt fel az aminofoszfonatok (32)
foszforilezése”. A N-atomon alkil-helyettesitot tartalmazo
aminofoszfonatokat nem sikeriilt reakcioba vinni dietil-
vagy difenil-foszforilkloriddal, ill. difenilfoszfinsav-klo-
riddal (16. abra/(1)), viszont a szabad NH,-csoportot tartal-
maz6 foszfonatok (33) hatékonyan ,,foszforilezddtek™ (16.
abra/(2)).*!

o) o
an. DOt v. R ILoet
“OEt A Yf‘F"” “OEt
TEA o)
+ Y,P(O)Cl —H— (1)
PhMe
X R = Pr, Bu, Bn
32 33
Il_OEt H II_OEt
HoN P YN <
OEt A vt OEt
TEA
+ Y,P(O)Cl ——> (2)
PhMe
X X
34 35

X‘ H CI Me H Cl Me H ClI Me
Y ‘ EtO EtO EtO PhO PhO PhO Ph Ph Ph

16. Abra. a-Aminofoszfonatok foszforilezése

Olyan a-aminofoszfonat modositasokkal is probalkoztunk,
hogy dietil-acetiléndikarboxilatra probaltuk meg addici-
ondltatni azokat. Azt tapasztaltuk, hogy csak az a-alkila-
mino-benzilfoszfonatok (pl. 36) voltak reakcidba vihetdk, a
fenilamino-szarmazék (38) nem 1épett reakcioba (17. abra).™

MW o o
0 130 °C
l_OEt Q O DBU Etua O ort
BURN._PC — & Y= W LOEU ()
\Prh OBt g OFt BuY  “OEt
Ph
36 37
Mw o o
130 °C
9 okt 0 0 DBU E’uﬂ 0
PN, _PC — 4 Y= W LOEU (o)
E OBt g OEt PR “OEt
Ph
38 39

17. Abra. a-Aminofoszfonatok és dietil-acetiléndikarboxilat
addicidjanak kimenetele

Végezetiil B-aminofoszfonatokat (42) is eléallitottunk di-
etil-vinilfoszfonat (41) és aminok Michael-reakciojaval.
A B-minofoszfonatokat (42) azutan Kabachnik—Fields-
kondenzacioba és N-acilazési reakcioba vittiik, melyek
soran rendre 43 ¢és 44 termékekhez jutottunk (18. és 19.
abra).*® Ebben az esetben is konformacids egyenstlyt fi-
gyeltiink meg (20. abra).
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Q . RNH,
(EtO)zP\/\Br —— H,C=C—P(OEt),
- HBr H
40 41
MW
150 °C o
1l 1]
(BO)P -~ R HCHO (BtORP -~ py
Y2P(O)H R 12
42 43
R=Bn, Pr, Bu R =Bn, Pr, Bu
Y = EtO, BuO, BnO,
Ph, 4-MePh,
3,5-diMePh

18. Abra. B-Aminofoszfonatok Kabachnik—Fields-kondenzacioja

O  40-60°C, 24 6ra o o
Il TEA 1]
EORP~m + R —TEA s O~
PhMe R
42
R=Bn,Pr,Bu R'=Me, Ph 44

19. Abra. p-Aminofoszfonatok acilezése

o o}
H, Il H Il
R\N/C\C/P(OEUZ R\N/C\ P(OEt)
Ao P
R' ¢} [¢] R'

20. Abra. Acil-aminofoszfonatok konformacios egyensulya

Az eléallitott hidroxi- és aminofoszfonatok és a kapcsolodo
szarmazékok a valodi vagy potencialis bioldgiai aktivitasuk
mellett (melyeket ebben a kdzleményben nem targyaltunk)
a szintetikus vonatkozasok miatt jelentosek.
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The synthesis and modification of a-hydroxy- and a-aminophosphonates

The most important synthetic results obtained in the field of a-hy-
droxy and a-aminophosphonic derivatives by the Keglevich group
in the last 15 years are surveyed in this minireview.

A series of oxo-compounds including simple aldehydes, a-oxo-
phosphonates, B-oxophosphonates and y-oxophosphonates were
involved in the Pudovik reaction meaning the addition of >P(O)
H-reagents, such as dialkyl phosphites and secondary phosphine
oxides on the C=0 group. The syntheses were performed under
green chemical conditions applying microwave, solid-phase ac-
complishment or the minimal use of solvents. The a-hydroxy-
phosphonates were useful intermediates in the preparation of
a-aminophosphinates, rearranged products, acylated-, phospho-
rylated- and sulfonylated derivatives. The hydroxyphosphonates
were added on the triple bond of dialkyl acetylenedicarboxylate
reagents. An intramolecular cyclization affording the correspond-
ing oxaphospholane oxides was observed to take place on the acy-
lation of the phosphonoethyl-a-hydroxyphosphonates.

a-Aminophosphonic derivatives were synthesized either by the
three-component Kabachnik—Fields condensation of oxo-com-
pounds, primary or secondary amines and >P(O)H-reagents as
above, or by the aza-Pudovik addition of the P-reagents on the
C=N unit of imines. M W-assisted and, mostly, solvent-free meth-
ods were elaborated. The a-aminophosphonic derivatives were
modified by involving then in a second phospha-Mannich reaction
applying the same or different aldehyde and >P(O)H-reagent in
the second step. Acylation and phosphorylation of different ami-
nophosphonates were also elaborated. A series of -aminophos-
phonates was also made available, and these new species were
also modified by a phospha-Mannich condensation and acylation.
The new hydroxy- and aminophosphonate derivatives are of im-
portance due to their real or potential biological activity that is
discussed under a separate cover.
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A propanfoszfonsav-anhidrid (T3P®) szerves kémiai alkalmazasa.
1. rész

MILEN Matyés,*** KEGLEVICH Gyérgy*

“Szerves Kemia és Technologia Tanszék, Vegyészmérnoki és Biomérndoki Kar,
Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem, 1111 Budapest, Miiegyetem rkp. 3.
PEgis Gyogyszergyar Zrt., Kereszturi it 30—-38, 1106 Budapest, Magyarorszdg

1. Bevezetés

A szervetlen ¢és szerves foszforreagensek jelentds szerepet
jatszanak a szintetikus szerves kémiaban.! Ezen reagen-
sek kozé tartozik a propanfoszfonsav-anhidrid (a tovabbi-
akban roviditve: T3P®) is, amelyet felfedezése Ota szamos
kémiai reakcioban hasznaltak. A T3P®-reagenst elszor
Wissmann és Kleiner allitottak el és kapcsoloszerként
alkalmaztak egyszer(i peptidszarmazékok szintézisében.?
A T3P® el6nyds tulajdonsagai mar ekkor megmutatkoz-
tak, mivel a vart termékeket kitlind optikai tisztasdggal és
magas hozammal nyerték. A gyakran hasznalt kapcsolo-
szerekhez [N,N’-diciklohexilkarbodiimid (DCC) és N,N’-
diizopropilkarbodiimid (DIC)] képest a T3P®-reagens ke-
vésbé mérgez6 és allergén tulajdonsagu vegyiilet. Tovabba
a szerves oldoszerek tobbségében kitlinden oldodik és a
reagens feleslege vagy a beldle képzddott melléktermékek
vizes, vagy enyhén bazikus extrakcioval konnyen eltavolit-
hatoak. Hatranya a viszonylag magas ara és a kapcsolosze-
rekre jellemz6 alacsony atomhatékonysag.

A T3P® elballithatd propilfoszfonil-dikloridbol (1)* vagy
propilfoszfonsavbdl (2)° (1. abra). Az els6 esetben a savklo-
rid hidrolizise utan a reakcioelegyet vakuumban melegitve
képzddik a T3P®, amely desztillacioval tovabb tisztithato.
A masodik esetben a propilfoszfonsav (2) kondenzacios re-
akcioja forrd ecetsav-anhidridben jatszodik le. Ezutan az
ecetsav-anhidrid foloslegét és a melléktermékként keletke-
zett ecetsavat eltavolitva a kapott oligomerbdl (3) vakuum-
desztillacioval juthatunk el a termékhez. A T3P®-reagenst
kb. 50%-o0s oldatban forgalmazzak. Oldészerént etil-aceta-
tot, N,N-dimetilformamidot, ritkabban toluolt vagy diklor-
metant hasznalnak.

o
/LI\\CI "0
P 40°C o o 7o melegités Oy _o_ P
1 n[n |0 vakuumban _P7 P
= _P__LP__LP_ _ > P | “Pr
9 HO™ L O L"OT L "OH  gesatiliacio R
II:l Ac0 ’ AT F’r/ \O
pr” \ OH .
OH forralas 3 T3p®

2

1. Abra. A T3P"-reagens eléallitasa propilfoszfonil-dikloridbél (1) vagy
propilfoszfonsavbol (2)

*  Tel.: +36 1 803 5555; e-mail: milen.matyas@egis.hu

A T3P®-t a peptidkotés kialakitasan kiviil tovabbi, igen
valtozatos reakcidkban, ugymint funkcids csoportok atala-
kitasara, atrendez6déssel jaro és multikomponensii reakcei-
okban, illetve heterociklusos vegytiletek eldallitasara alkal-
maztak. Az eredmények attekintésérél eddig két részletes
Osszefoglald kozlemény,* valamint két rovid publikacidé®’
és egy konyvfejezet® jelent meg. Ebben a kozleményben
azokat a T3P®-reagenssel elésegitett reakcidkat mutatjuk
be, amelyeket kutatécsoportunkban vizsgaltunk.

2. Foszfinsavak észteresitése és amidalasa

A foszfinatokat altalaban foszfinsav-kloridok és alkoho-
lok reakciojaval allitjak el6.” Ez a modszer jol hasznalhato,
azonban hatranya, hogy draga savkloridokat igényel és mel-
léktermékként hidrogén-klorid keletkezik, amit meg kell
kotni. A foszfinsavak kozvetleniil alkohollal csak mikro-
hullamt melegités hatasara reagalnak kb. 200 °C-on."” Ezen
kiviil a foszfinsavak észteresitése megvalosithatd kapcso-
loszerek,! ortoészterek,'? kloroformatok' vagy ortoszili-
katok' jelenlétében. A T3P®-reagens ugyancsak elénydsen
hasznalhat6 nyiltlanct és gytriis foszfinsavak észteresité-
séhez.'>1¢ Példaul a fenil-H-foszfinsav (4) T3P® jelenlétében
konnyedén reakcioba lépett C1—C4 szénatomszamu alkoho-
lokkal, a vart foszfinatokat (6) 80% feletti termeléssel nyer-
tiik (2. abra).

®
H\ /Ph 1,1 ekv. T3P, EtOAc H\ /Ph
//p\ + R—OH ) X //P\
o’ OH 25 °C, 0,5-1 6ra o’ orR
(81-96%)
4 5 6

R = Me, Et, Pr, i-Pr, Bu, i-Bu, s-Bu, t-Bu

2. Abra. A fenil-H-foszfinsav reakcioja alkoholokkal T3P® aktivalo
agens jelenlétében

Erdemes megjegyezni, hogy a sztérikusan zsufoltabb szer-
kezetli difenilfoszfinsav (7) nyiltlancu alkoholokkal 85 °C-
on mikrohullamu reaktorban melegitve 1 o6ra utan is csak
kozepes termeléssel adta a kivant észtereket (8) (3. abra).

A gytirtis foszfinsavak (9 és 10) szintén észteresithetéek
T3P®-reagens segitségével (4. abra). Az 1-hidroxi-3-me-
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til-3-foszfolén 1-oxid (9) normalis szénlanct alkoholokkal
gyorsan reagalt és mar 30 perc utdn jo termeléssel a vart
észterekhez (11) jutottunk.

MW
Ph. Ph 11ekv. T3P" EtOAc  Ph. Ph
\_/ \_/

P + R-OH ——Mmm— B
& “oH 85°C, 1 6ra & “or

(45-49%)
7 5 8

R = Me, Et, Pr, Bu

3. Abra. A difenilfoszfinsav reakcidja alkoholokkal T3P®-reagens altali
aktivalassal

Elagazo szénlancu alkoholokkal szintén magas termelést
lehetett elérni, de ebben az esetben a reakcididdé novelésére
volt sziikség. Az 1-hidroxi-3,4-dimetil-3-foszfolén 1-oxid
(10) reakciojat C1-C4 szénatomszamu alkoholokkal végez-
tik el. A kivant észtereket (12) kétféle reakciokoriilményt
alkalmazva is eldallitottuk. Az egyik esetben szobahdémér-
sékleten 1,1 ekvivalens T3P® segitségével, illetve a masik
lehetdség szerint 0,66 ekvivalens T3P® jelenlétében mikro-
hullamt késziilékben melegitve. Ez utobbi esetben a reagens
mennyisége azért csdokkenthetd, mert ilyen korilmények
k6z6tt a T3P®-reagensbél keletkezd nyiltlanct forma szin-
tén képes aktivalni a foszfinsavat.” A gytris foszfinsavak
(9 és 10) — ellentétben a nyiltlancu fenil-H-foszfinsavval (4)
— terc-butanollal nem léptek reakcioba T3P® jelenlétében.

1.1,1 ekv. T3P® EtOAc

Y. Me 25°C, 0,5-3 6ra Y. Me
— (59-95%) =
+ R—OH °
K 2.0,66 ekv. T3P", EtOAC K
0" OH MW, 85 °C, 1 6ra 0" OR
_Q70,
9 R=H 5 (57-83%) 1M:R=H
10: R = Me 12: R = Me

Y = H, R = Me, Et, Pr, i-Pr, Bu, i-Bu, s-Bu, pentil, ciklohexil, Bn, 2-feniletil, mentil
Y = Me, R = Me, Et, Pr, i-Pr, Bu, i-Bu, s-Bu

4. Abra. Gyiiriis foszfinsavak T3P®-reagens altal segitett észteresitése

A T3P®-reagens a foszfinsavak észteresitésén kivil fel-
hasznalhato az amidalasukhoz is.'” Az amidképzést az
1-hidroxi-3-metil-3-foszfolén 1-oxid (9) modellvegyiile-
ten vizsgaltuk (5. abra). A reakcid szobahémérsékleten, az
amin (13) mindségétdl fiiggden 0,52 ora alatt ment végbe.
A vart amidokat (14) kromatografias tisztitas utan 60—87%
termeléssel izolaltuk.

Me Me
= 1,1 ekv. T3P® EtOAC =
+  R'R®NH
P 25 °C, 0,5-2 6ra P
AN [ 2\
0" "oH (60-87%) 0" "NR'R?
9 13 14

R'=H, R? = Pr, i-Pr, Bu, i-Bu, s-Bu, hexil, ciklohexil
R'=R2=Et, Pr, Bu

5. Abra. Az 1-hidroxi-3-metil-3-foszfolén 1-oxid T3P®-reagenssel
megvalositott amidalasa

A fenti reakciok mechanizmusa egyszeriien ugy képzelhe-
t6 el, hogy a 15 altalanos képlettel jeldlt foszfinsav T3P®-
reagenssel egy reakcioképesebb vegyes anhidridet (16) hoz
létre, ami tovabb reagal a jelen 1évo alkohollal (5) vagy
aminnal (13) (6. abra). A kondenzacios reakcidé soran a
T3P® egy vizmolekula felvételével nyiltlanca vegyiiletté,
a PP’ P”-tripropil-trifoszfonsavva (17) alakul at, amely
még tartalmaz reakcidoképes anhidrid kotést. Ahogy erre
mar korabban utaltunk, 17 vegyiilet magasabb hdmérsék-
leten szintén képes aktivalni a foszfinsavak OH-csoportjat.
Ennek koszonhetden a T3P®-reagens sziikséges mennyisé-
ge csokkenthetd.”

I:| ‘\2
RSP R—Nu
RUR Tp® P Ropr NORENR (1Y)
SN T Pr / O o o )¢
~P~d HO” 107 107 1 OH
5 Pr Pr  Pr Pr
16 " 18

6. Abra. A T3P®-reagens aktivalo hatasa foszfinsavak észteresitése és
amidalasa soran

3. a-Aminofoszfonatok eléallitasa

Az o-aminofoszfonatok (19) értékes vegyiiletek, mivel a
hidrolizisiikkel nyerhetd a-aminofoszfonsavak szerkezeti
hasonlésagot mutatnak az o-aminosavakkal és ezért en-
zim-inhibitor tulajdonsaguak.’® Az a-aminofoszfonatok
eléallitasara tobb modszer ismert, melyek koziil a legfon-
tosabb a Kabachnik—Fields-kondenzacié vagy mas néven
foszfa-Mannich-reakci6. Ennek a haromkomponensti re-
akcionak a kiindulasi anyagai a legegyszeriibb esetben
aldehidek, primer- vagy szekunder aminok, valamint dial-
kil-foszfitok, specialis esetben trialkil-foszfitok.”” A fosz-
fa-Mannich-reakcidt altalaban kiilonb6z6 katalizatorok,
féleg Bronsted- vagy Lewis-savak jelenlétében végezték,?
de ismert katalizator és oldoszer nélkiil megvaldsitott val-
tozata is.2?? Kutatdcsoportunkban azt tapasztaltuk, hogy
aromas aldehidek (20), aromas aminok (21) és trietil-foszfit
(22) Kabachnik—Fields-reakcioja T3P®-reagens jelenlété-
ben szobahémérsékleten 5—10 perc alatt kitlind termeléssel
lejatszodott (7. abra).”®* A reakcidé hozamat a benzolgytiriin
elhelyezkedd elektronszivé vagy elektronkiildd csoportok
nem befolyasoltak kiilondsebben.

1,0 ekv. T3P®
; EtOAc, 26 °C NHA
Ar'=CHO + Ar-NH, + P(OEt); ———
5-10 perc Ar'” TP(O)(OEt),
20 21 22 (80-96%) 19

Ar! = Ph, A2 = Ph, 4-MeCgHg, 4-PhCgHy, 4-FCgHg, 4-CICgH,, 4-BrCgHy, 4-Oo,NCgHy,
4-Et0,CCgHy, 4-MeOCqHj, 3,4-(MeO),CgHs, 2-MeSCgHs, 2-Ph(CO)CgHy, 3-PhOCgH,,
3-F3CCgHg, 3-F3COCgH, 1-naftil

Ar2 = Ph, Ar' = 4-MeCgHg, 4-FCgHy, 4-CICgHj, 4-O,NCgHs, 4-F3CCgHg, 4-MeOCgHL,
4-BnOCgHg, 3-NCCgHg, 1-naftil

7. Abra. a-Aminofoszfonatok eldallitasa T3P®-reagens segitségével
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A T3P®-reagens jelenlétében végzett Kabachnik—Fields-
reakcio feltételezett mechanizmusat a 8. abra mutatja be. A
multikomponensii reakci6 elsé 1épése az aldehid (20) és az
amin (21) kondenzacidja, amely 24 intermedieren keresz-
til jatszodik le. A folyamatban a T3P® mint vizelvondszer
vesz részt €s 25 imin mellett P,P’, P”’-tripropil-trifoszfonsav
(17) keletkezik. Ezutan az imin (25) és a trietil-foszfit (22)
nukleofil addiciés reakcidja jatszodik le. Az igy képz6dott
26 ikerionos intermeider negativ toltést viseld nitrogéna-
tomja protonalodik, majd a foszfoniumsoé (27) Arbuzov-

reakcioval alakul at a-aminofoszfonatta (19).

O I’\ (0]
P O /) ~
r S \P/\ /p\/

o)
J\ ,Ar2
Ar' H
24 - 0N
/P\ /P\ /P\
HO” 1 >0 1071 “OH
Pr Pr Pr
®
T3P 17
Ar’NH, OH
al—cHo — 2 AT e N AP
Ar H -H,0 Ar N
20 23 25
P(OEt),
22
®
e POEY @ Ppory,
Et0” = NAT Lo
A1J\N/Ar2 eo® AN AT N7
19 H 27 26

8. Abra. A T3P®-reagens segitségével el6segitett Kabachnik—Fields-
reakcié mechanizmusa

Ezzel a moddszerrel bisz(a-aminofoszfonatok) (28 ¢és
29) szintén eldallithatéak tereftalaldehidbdl (30) vagy
1,4-feniléndiaminbol (31) kiindulva (9. és 10. abrak).*
A foszfa-Mannich-reakcio ebben az esetben is hatéko-
nyan lejatszodott, azonban szobahdmérsékleten hosszabb
reakcioidére (1,5—9 ora) volt sziikség. A kellemetlen szagu
trietil-foszfitot (22) minden esetben helyettesiteni tudtuk
dietil-foszfittal [(EtO),P(O)H]. A benzolgytriin elhelyezke-
dé kiilonféle szubsztituensek ebben az esetben sem befolya-

soltak jelentésen a reakcié hozamat.

ArHN.__P(O)(OEt),

CHO
2,0 ekv. T3P®
EtOAc, CH,Cl,
+ Ar—NH, + P(OEt)
26 °C, 1,5-3,5 6ra
2,0 ekv.
SHO 2,0 ekv. ,0 ekv. (69-92%)
ArHN” P(0)(OEt),
30 21 22 28

Ar = Ph, 4-MeOCgHj, 4-MeCgHg, 4-BrCqHy, 4-Et0,CCqHa, 4-F3CCqHa, 4-O,NCgH,

9. Abra. Bisz(a-aminofoszfonatok eléallitasa) tereftalaldehidbél

X
NH, ® HN P(O)(OEt),
2,0 ekv. T3P
EtOAc, CH,Cl,
+ Ar—CHO + P(OEt); —— >
26 °C, 3-9 ¢6ra
2,0 ekv. 2,0 ekv. (64-80%)
NH, HN P(O)(OEt),
Ar
31 20 22 29

Ar = Ph, 4-MeOCgH,, 4-MeCgHa, 4-FCgHa, 4-BrCgHy, 4-MeO,CCqH, 4-O,NCgH,

10. Abra. Bisz(a-aminofoszfonatok eléallitasa) 1,4-feniléndiaminbol

4. 3,4-Dihidro-f-karbolinok eléallitasa

A B-karbolinok mind a természetes, mind a mesterséges ve-
gyiiletek jelentds képvisel6i kozé tartoznak.?>?¢ Elssorban
bioldgiai hatdsukrdl ismert vegyiiletek, jelenleg is tobb
forgalomban [évé gydgyszermolekula tartalmaz [-kar-
bolinvazat. Ilyen példaul az agyi vérkeringés zavaraval
jaro betegségek kezelésére hasznalt vinpocetin (32), vagy
a foszfodiészteraz-5 gatlok csoportjaba tartozé tadalafil
(33), amely merevedési problémak esetén hasznalhatd (11.
abra).”

(0]

‘_‘\\”\N,Me
| Nj%
N T
AL O
; o)
_/

(0]

32 33

11. Abra. A vinpocetin (32) és a tadalafil (33) gyogyszerek szerkezeti
képlete

Bar a B-karbolinvaz kialakitasara szamos eljarast isme-
riink,” az egyik legegyszeriibb és legrégebben hasznalt
moddszer a Bischler—Napieralski-reakcid, melynek segit-
ségével 3,4-dihidro-f-karbolinokat (34) allithatunk el6
N-acil-triptaminokbol (35) kiindulva (12. abra).?® A gyi-
riizarashoz altalaban erélyes reagenseket alkalmaznak, az
N-acil-triptaminokat (35) foszforil-klorid (POCIL;) vagy
foszfor(V)-oxid (P,O;) jelenlétében forraljak benzolban
vagy toluolban. A T3P®-reagens segitségével szintén eléal-
lithatéak a 3,4-dihidro-p-karbolinok (34) triptaminbol (36)
és karbonsavbol (37) kiindulva. Ebben az esetben el6szor a
savamidkotés kialakitasaban vesz részt a T3P®, majd ezt ko-
vetOen a Bischler—Napieralski-reakcioban.?® Az acilezést és
a gyurizarast etil-acetatban, mikrohullamt koriilmények
kozott végeztiikk 120-150 °C-on, a vart termékek ebben a
one-pot reakcioban jo termeléssel keletkeztek. Alifas és
aromas karbonsavak (37) egyarant jol hasznalhatonak bizo-
nyultak, az egyszerii funkcios csoportok pedig toleraltak a
reakcié koriilményeit.
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RCOH
37
1,5 ekv. T3P®, EtOA
WNHZ 15 ok T3P, Ei0Re_ WN—COR . @

MW

N 120-150 °C, 1,5-4 6ra N Nk
059

% (55-95%) as 34

R = Ph, 3-MeCgHy, 4-NCCqHg, 4-MeOCqHs, 4-CICsHs, 4-0,NCgHa, Me, i-Pr, £-Bu, 2-metiltiofén-5-il, furan-2-i

12. Abra. 3,4-Dihidro-p-karbolinok el8allitasa T3P®-reagens
jelenlétében

A triptaminbol (36) ¢és karbonsavbol (37) kiinduld,
T3P®-reagens hatasara lejatszodo ome-pot reakcidé me-
chanizmusat DFT szamitasokkal tanulmanyoztuk.*® Az
N-acil-triptaminhoz (35) a karbonsavbol (37) keletkez6 ve-
gyesanhidrid (38) és triptamin (36) reakciojaval jutunk el
(13. abra).

b0
)J\ _R—py triptamin

o)
®
Tap R” Do 36 HN\(
—_— HO [¢] —_— \
R” “OH os Pr\/\ -7 N R
Pr/P\O/ "o )
37 38 35

13. Abra. Karbonsav (37) és triptamin (36) reakcidja T3P®-reagens
jelenlétében

Az N-acil-triptamin (35) Bischler—Napieralski-reakcidja
két jellemzo koztiterméken keresztiil is megvaldsulhat,
ennek megfelelden megkiilonbdztetiink imin-észter ¢és
nitriliumion intermedieren 4t végbemend reakcioutat.’'
A két reakciout kozott nincs jelent6s energiakiilonbség.>
Az elsO esetben a T3P®-reagens az N-acil-triptamin (35)
savamidcsoportjat aktivalja és az igy képzd6dott imin-ész-
teren (39) jatszodik le a gytlirtizaras. Végiil a B-karbolinvaz
C-gytrijének kialakulasa utan torténik a P,P’, P*’-tripropil-
trifoszfonsav (17) eliminacioja és keletkezik a termék (34)
(14. abra).

N N, O\\P/O\llv\ ©
35 39 5/ 07 Np Pr
© \ @
NH o -RC O sy q OH
N ol Pr \ NH - R gl
H Hg C{ P—pr N OOQF/,\ Pr
o:Fl’——O H R § / Pr
—=p—0
Pr o ﬁ
40 41 Pr

14. Abra. Az imin-észter intermedieren keresztiil lejatszodo reakcio
mechanizmusa

A masodik esetben a T3P®-reagens szintén aktivalja az
N-acil-triptamint (35) és a kovetkezd 1épésben, azaz itt a
gyurlizaras eldtt torténik a foszfonsavcsoport eliminacio-
ja a 42 intermedierbdl. Az eliminacioval nitriliumion (43)
keletkezik, amelyen végbemegy a gylrtzaras és 44 kozti-
termékbdl protonvesztéssel keletkezik a 3,4-dihidro-f3-kar-
bolinszarmazék (34) (15. abra).

R R 2
” H Oy / \\P/O\T/\oe
~NA- T\
35 38 Pr/ 0" “pr Pr
N > C]
} //4 IS \ W\
N~ R 00 ] \
H o ol PR 0~F NV AO~P— oy N
P P OH o b
42 p/ 0" “prPr Pr P 43
)
-
N e NN
N N
H HR
44 34

15. Abra. A nitriliumion intermedieren keresztiil lejatszodo reakcio
mechanizmusa

5. Osszefoglalas

A propanfoszfonsav-anhidridet (T3P®) Wissmann és
Kleiner fedezték fel és kapcsoloszerként hasznaltak a peptid-
kémiaban savamidkotés kialakitasara. A T3P®-reagens nem
mérgezd, a gyakorlatban hasznalt szerves olddszerek tobb-
ségében jol oldodik, a reakcidelegybdl pedig extrakcioval
konnyen eltavolithatd. A legtobb esetben a mérgezd foszfo-
ril-klorid (POCI,) vagy a nedvességre rendkiviil érzékeny
foszfor(V)-oxid (P,0;) is helyettesithetd vele. Felfedezése
Ota, az elmult 45 évben a T3P®-reagens szdmos kondenza-
cios reakcioban keriilt sikeres laboratoriumi, valamint ipari
alkalmazasra. Ebben a kozleményben harom reakciot kiva-
lasztva mutattuk be a T3P®-reagens jelentéségét és felhasz-
nalhatésagat. Nyiltlancu, valamint gylrts foszfinsavakat
alkoholokkal és aminokkal jo termeléssel alakitottunk at a
kivant észterekké és amidokka T3P®-reagens jelenlétében
szobahdmérsékleten vagy mikrohulldmu késziilékben me-
legitve. Aromas aminok, aromas aldehidek és trietil-foszfit
kozott végbemend Kabachnik—Fields-kondenzacio T3P®-
reagenssel szintén eldsegithetd. A haromkomponensii re-
akci6 szobahdmérsékleten lejatszodott és az a-aminofosz-
fonatokat kitliné termeléssel izolaltuk. Ezzel a modszerrel
bisz(a-aminofoszfonatokat) is eldallitottunk szintén jo ter-
meléssel, azonban itt a reakcid lejatszodasahoz hosszabb
iddre volt sziikség. Végiil 3,4-dihidro-B-karbolinok one-pot
szintézisét végeztiik el triptaminbol és karbonsavakbol kiin-
dulva. A T3P®-reagens mind a triptamidok keletkezésében,
mind a Bischler—Napieralski-reakcioban részt vesz. A fenti
példak néhany esetében azt tapasztaltuk, hogy a kondenza-
ci6 molekvivalensnél kevesebb T3P®-reagens segitségével
is lejatszodott, novelve ezzel a reakcié atomhatékonysagat.

131. évfolyam, 2-4. szam, 2025.



76

14.

15.

16.

17.

Magyar Kémiai Folydirat

Hivatkozasok

Organophosphorus Reagents; Murphy, P. J., Ed.; Oxford
University Press Inc., New York, 2004.

Wissmann, H.; Kleiner, H.-J. Angew. Chem. Int. Ed. 1980,
19, 133—134.

https://doi.org/10.1002/anie.198001331

Pizova, H.; Bopal, P. Tetrahedron Lett. 2015, 56, 2014-2017.
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2015.02.126

Basavaprabhu, Vishwanatha, T. M.; Panguluri, N. R.;
Sureshbabu, V. V. Synthesis 2013, 45, 1569-1601.
https://doi.org/10.1055/s-0033-1338989

Waghmare, A. A.; Hindupur, R. M.; Pati, H. N. Rev. J.
Chem. 2014, 4, 53—131.
https://doi.org/10.1134/S2079978014020034

Schwarz, M. Synlett 2000, 1369.
https://doi.org/10.1055/s-2000-7157

Garcia, A. L. L. Synlett 2007, 1328—1329.
https://doi.org/10.1055/s-2007-980339

Henyecz, R.; Milen, M.; Kénai, K.; Keglevich,

G. Organophosphorus Chemistry, 148—157.
https://doi.org/10.1515/9783110535839-007

Quin, L. D. A guide to organophosphorus chemistry, Wiley,
New York, 2000.

. Keglevich, G.; Kiss, N. Z.; Mucsi, Z.; Kortvélyesi, T. Org.

Biomol. Chem. 2012, 10, 2011-2018.
https://doi.org/10.1039/c20b06972¢

. Karanewsky, D. S.; Badia, M. C. Tetrahedron Lett. 1986, 27,

1751-1754.
https://doi.org/10.1016/S0040-4039(00)84364-6

. Yoshino, T.; Imori, S.; Togo, H. Tetrahedron 2006, 62,

1309-1317.
https://doi.org/10.1016/j.tet.2005.09.147

. Afarinkia, K.; Yu, H-w. Tetrahedron Lett. 2003, 44, 781-783.

https://doi.org/10.1016/S0040-4039(02)02647-3

Dumond, Y. R.; Baker, R. L.; Montchamp, J.-L. Org. Lett.
2000, 2, 3341-3344.

https://doi.org/10.1021/01006434g

Jablonkai, E.; Henyecz, R.; Milen, M.; Kéti, J.; Keglevich,
G. Tetrahedron 2014, 70, 8280—8285.
https://doi.org/10.1016/j.tet.2014.09.021

Jablonkai, E.; Milen, M.; Drahos, L.; Keglevich, G.
Tetrahedron Lett. 2013, 54, 5873-5875.
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2013.08.082
Abrényi-Balogh, P.; Jablonkai, E.; Henyecz, R.; Milen, M.;
Keglevich, G. Curr. Org. Chem. 2016, 20, 1153—1142.
https://doi.org/10.2174/1385272820666151218204848

18

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

. Orsini, F; Sello, G.; Sisti, M. Curr. Med. Chem. 2010, 17,
264-289.

https://doi.org/10.2174/092986710790149729

Varga, P. R.; Keglevich, G. Molecules 2021, 26, 2511.
https://doi.org/10.3390/molecules26092511

Sravya, G., Balakrishna, A.; Zyryanov, G. V.; Mohan, G.;
Reddy, C. S.; Reddy, N. B. Phosphorus Sulfur Silicon Relat.
Elem. 2020, 196, 353-38]1.
https://doi.org/10.1080/10426507.2020.1854258

Keglevich, G.; Szekrényi, A. Lett. Org. Chem. 2008, 5,
616—622.

https://doi.org/10.2174/157017808786857598

Gabor, D.; Pollak, P.; Volk, B.; Dancso6, A.; Simig, G.; Milen,
M. ChemistrySelect, 2023, 8, ¢202301460.
https://doi.org/10.1002/s1ct.202301460

Milen, M.; Abrémyi-Balogh, P.; Dancso, A.; Frigyes, D.;
Pongo, L.; Keglevich, G. Tetrahedron Lett. 2013, 54,
5430-5433.

https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2013.07.145

Milen, M.; Abrényi-Balogh, P.; Kangyal, R.; Dancso6, A.;
Frigyes, D.; Keglevich, G. Heteroat. Chem. 2014, 25,
245-255.

https://doi.org/10.1002/hc.21170

Szabd, T.; Volk, B.; Milen, M. Molecules 2021, 26, 663.
https://doi.org/10.3390/molecules26030663

Milen, M.; Abranyi-Balogh, P.; Volk, B. Magy. Kém. Foly.
2016, 122, 172-178.

Milen, M.; Abranyi-Balogh, P. Chem. Heterocycl. Compd.
2016, 52, 996—998.
https://doi.org/10.1007/s10593-017-1997-9

Love, B. E. Org. Prep. Proc. Int. 1996, 28,1-64.
https://doi.org/10.1080/00304949609355907
Abranyi-Balogh, P.; Foldesi, T.; Griin, A.; Volk, B.;
Keglevich, G, Milen, M. Tetrahedron Lett. 2016, 57,
1953-1957.

https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2016.03.067
Abrzinyi-Balogh, P.; Volk, B.; Keglevich, G.; Milen, M.
Comput. Theor. Chem. 2016, 1097, 48—60.
https://doi.org/10.1016/j.comptc.2016.10.008

Fodor, G.; Nagubandi, S. Tetrahedron 1980, 36, 1279-1300.
https://doi.org/10.1016/0040-4020(80)85039-3

Bobowski, G. J. Heterocyclic Chem. 1983, 20, 183—187.
https://doi.org/10.1002/jhet.5570200138

131. évfolyam, 2-4. szam, 2025.


https://doi.org/10.1002/anie.198001331
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2015.02.126
https://doi.org/10.1055/s-0033-1338989
https://doi.org/10.1134/S2079978014020034
https://doi.org/10.1055/s-2000-7157
https://doi.org/10.1055/s-2007-980339
https://doi.org/10.1515/9783110535839-007
https://doi.org/10.1039/c2ob06972e
https://doi.org/10.1016/S0040-4039(00)84364-6
https://doi.org/10.1016/j.tet.2005.09.147
https://doi.org/10.1016/S0040-4039(02)02647-3
https://doi.org/10.1021/ol006434g
https://doi.org/10.1016/j.tet.2014.09.021
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2013.08.082
https://doi.org/10.2174/1385272820666151218204848
https://doi.org/10.2174/092986710790149729
https://doi.org/10.3390/molecules26092511
https://doi.org/10.1080/10426507.2020.1854258
https://doi.org/10.2174/157017808786857598
https://doi.org/10.1002/slct.202301460
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2013.07.145
https://doi.org/10.1002/hc.21170
https://doi.org/10.3390/molecules26030663
https://doi.org/10.1007/s10593-017-1997-9
https://doi.org/10.1080/00304949609355907
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2016.03.067
https://doi.org/10.1016/j.comptc.2016.10.008
https://doi.org/10.1016/0040-4020(80)85039-3
https://doi.org/10.1002/jhet.5570200138

Magyar Kémiai Folydirat 77

Propylphosphonic anhydride (T3P®): A versatile reagent in organic chemistry. Part 1

Propylphosphonic anhydride (also known as the T3P® reagent)
plays an important role in synthetic organic chemistry. The T3P®
reagent discovered by Wissmann and Kleiner was first applied as
a condensation agent in the synthesis of simple peptide deriva-
tives. The beneficial properties of T3P® became evident at that
time, the peptide derivatives were obtained with excellent optical
purity and in high yields. Compared to the commonly used cou-
pling agents [N,N’-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) and N,N’-
diisopropylcarbodiimide (DIC)], the T3P® reagent is a compound
with less toxic and allergenic properties. Furthermore, its solubil-
ity is excellent in organic solvents, and the excess of the reagent,
or the by-products formed from it can be easily removed by aque-
ous or slightly basic extraction. Its disadvantages are its relatively
high price, and the low atomic efficiency. The T3P® reagent may
be synthesized from propylphosphonic dichloride or propylphos-
phonic acid. In the first case, propylphosphonic dichloride was
treated with water, and the mixture was heated under vacuum.
The crude T3P® may be further purified by vacuum distillation. In
the second example, propylphosphonic acid was heated with acetic
anhydride, followed by the removal of acetic acid and the excess
acetic anhydride. The T3P® reagent was obtained by vacuum dis-
tillation of the oligomeric residue. The solution of T3P® reagent is
commercially available. Ethyl acetate, N,N-dimethylformamide,
sometimes toluene or dichloromethane are applied as solvents.
Beyond peptide chemistry, the T3P® reagent has been used in a
wide variety of other reactions, such as the conversion of func-
tional groups, rearrangements, multicomponent reactions, and the
construction of heterocyclic rings. In this article, we summarize
the reactions mediated by the T3P® reagent that were investigated
in our research group.

The T3P"® reagent can be successfully applied for the esterifica-
tion of aliphatic and cyclic phosphinic acids. For example, phe-
nyl-H-phosphinic acid was reacted readily with C1—C4 alcohols
in the presence of T3P®, and the expected phosphinates were ob-
tained in most cases over 80% yields. The esterification of sterical-
ly more hindered diphenylphosphinic acid with aliphatic alcohols
at 85 °C under a microwave condition gave the desired products
with moderate yields. 1-Hydroxy-3-methyl-3-phospholene 1-oxide
may also be esterified with normal and branched chain alcohols.
The expected products were obtained in moderate to high yields.
Finally, the esterification of 1-hydroxy-3,4-dimethyl-3-phospho-
lene 1-oxide was performed with C1-C4 alcohols. This reaction
was carried out both at room temperature, and in a microwave
rector at 85 °C. In the latter case, the amount of the reagent could

be reduced, as the open-chain form resulting from T3P® can also
activate the phosphinic acid. In addition to the esterification of
phosphine acids, the T3P® reagent may also be used for amida-
tions. The reaction of 1-hydroxy-3-methyl-3-phospholene 1-oxide
was performed at room temperature for 0.5-2 hours, depending
on the nature of the amine. The expected amides were isolated in
yields of 60—87% after chromatography.

a-Aminophosphonates are remarkable compounds, as the a-ami-
nophosphonic acids obtained by their hydrolysis show structur-
al similarity to a-amino acids therefore have enzyme inhibito-
ry properties. Several methods are known for the preparation
of a-aminophosphonates. The most important procedure is the
Kabachnik—Fields condensation. In the simplest case, the starting
materials of this three-component reaction are aldehydes, prima-
ry or secondary amines, and dialkyl phosphites, in special cases,
trialkyl phosphites. The Kabachnik—Fields reaction was usually
carried out in the presence of various catalysts, mainly Brensted
or Lewis acids, however, catalyst-free and solvent-free versions
are also known. It was found that the condensation in the pres-
ence of T3P® reagent of aromatic aldehydes, aromatic amines, and
triethyl phosphite took place fast in excellent yield. The electron
withdrawing and donating substituents in the aromatic ring of the
starting materials tolerated well the reaction conditions. Using
this method, bis(a-aminophosphonates) were also prepared start-
ing from terephthalaldehyde and 1,4-phenylenediamine.

B-Carbolines are a remarkable family of natural and synthetic
heterocyclic compounds. Numerous B-carboline derivatives, for
example vinpocetine and tadalafil show significant biological
activities. Although many synthetic methods are known for the
construction of the B-carboline scaffold, one of the simplest and
classical one is the Bischler—Napieralski reaction. It was found
that in the Bischler—Napieralski cyclization can be performed
using the T3P® reagent instead of the toxic phosphoryl chlo-
ride (POCI;) and the highly hygroscopic phosphorus pentoxide
(P,0;). 3,4-Dihydro-B-carbolines were prepared starting from
tryptamine and carboxylic acids. In this case, T3P® participates
first in the formation of the amide bond, and then in the Bischler—
Napieralski reaction. The acylation and cyclization were carried
out in ethyl acetate under microwave conditions at 120—150 °C. In
this one-pot manner, the expected products, 3,4-dihydro-B-carbo-
lines were obtained in good yields. Both aliphatic and aromatic
carboxylic acids proved to be useful, and the functional groups
tolerated well the reaction conditions.
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A propanfoszfonsav-anhidrid (T3P®) szerves kémiai alkalmazasa.
2. rész
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1. Bevezetés

A propanfoszfonsav-anhidrid (T3P®) els6sorban kapcso-
l6szerként ismert, amelyet savamidkotés kialakitasara
hasznélnak a peptidkémiaban.!> Tovabbi vizsgalatok soran
kideriilt, hogy a T3P®-reagens alkalmazdsa mas szerves
kémiai reakciokban is hatasos. Ilyen példaul az észter-
képzés, kiilonbdzé funkcids csoportok atalakitasa, atren-
dezddéssel jard reakciok, vagy heterociklusos vegyiiletek
eldallitasa.* A megel6z6 elsé részben Osszefoglaltuk a
kutatocsoportunkban vizsgalt, T3P®-reagenssel el6segitett
reakciok koziil a foszfinsavak észteresitését és amidalasat,
a Kabachnik—Fields-kondenzaciét, valamint a 3,4-dihid-
ro-B-karbolinok szintézisét triptaminbol és karbonsavakbol
kiindulva.’ Ebben a kozleményben ujabb példakat muta-
tunk be a T3P®-reagens felhasznalasara.

2. 3-Oxoizoindolin-1-il-foszfonatok eloallitasa

Az oxoizoindol (izoindolinon, 1) szarmazékai a hetero-
ciklusos vegyiiletek egyik jelentds csoportjat alkotjak (1.
abra).’ Ide tartozik példaul a lenalidomid (2), amelyet ra-
cém formaban daganatos betegségek, els6sorban mieldéma
multiplex kezelésére hasznalnak.” Szintén ide sorolhatd a
Darwin-borbolya (Berberis darwinii) nevii ndvény alka-
loidja, az érdekes szerkezetli, 6t kondenzalt gytr{t tartal-
maz6 (+)-lennoxamin (3),° valamint a novényndvekedést
szabalyozd N-(3-trifluormetilfenil)-oxoizoindolil-foszfonat

@~

o
MeO. o]

(o)
; gu!
N 0 MeO NQ
NH NH
4 O P(O)OR), CF
NH,

0 R = H vagy alkil
o—/

1 2 3 4

1. Abra. Az oxoizoindol és néhany jelentds szarmazékinak szerkezeti
képlete

A 3-oxoizoindolin-1-il-foszfonatok (5) egyszertien eléallit-
hatoak 2-formilbenzoesav (6), kiilonb6z6 primer aminok
(7) és dialkil- vagy trialkil-foszfitok haromkomponensi
reakciojaval. Ez a modositott Kabachnik—Fields-reakcid
Bronsted- és Lewis-savak jelenlétében,® mikrohullamu

*  Tel.: +36 1 803 5555; e-mail: milen.matyas@egis.hu

besugarzas hatdsara," sét néhany kiinduldsi anyag ese-
tében enyhe koriilmények kozott, oldészer haszndlata
nélkiil'? valésithatd meg. Ezzel a reakcidval a 3-oxoizoin-
dolin-1-il-foszfonatok (5) 1,5 ekvivalens T3P®-reagens je-
lenlétében, forrd etil-acetatban szintén eldallithatoak (2.
abra).”® A kiilonbo6z6 trialkil-foszfitokkal (8) minden eset-
ben hasonl6 termelést értiink el. A helyettesitett anilinszar-
mazékok a szubsztituens helyzetétél €s tulajdonsagatol
fliggden eltérd eredményt adtak. Az elektronkiildé szubsz-
tituensek segitették, mig az erdsen elektronszivo csoportok
gatoltak a reakciot. Tovabba, a 2-helyzetben helyettesitett
anilineknél sztérikus gatlds miatt vagy nem jatszodott le
a reakcid, vagy csak gyenge hozammal tudtuk izolalni a
terméket. Az anilin-szarmazékokon kivil alifas-, valamint
aromas heterociklusos aminokkal is elvégeztiik a reakciot,
amelyek segitségével jo termeléssel kaptuk a kivant foszfo-
natokat (5).

o}
®
COH 1,5 ekv. T3P, EtOAC
+ R™“NH, + P(OR}); —————— > N—R'
CHO forralas, 3 6ra
P(0)(OR?),

R'=4-PhCgHs, 73%  R'=Bn, 75%

6
R' = 3-CICgH,

R' = CgHs, 86%

R?=Me, 87% | R'=2-MeSCgH,, 85% R'=2-CICHs, 57%  R'=Me(CHy);, 89%
R? = Et, 88% R' = 2-i-PrCgH,, 81%  R'=4-0,NCgH4, 40% R’ = EtMe,C, 65%
R?=i-Pr,92% | R'=25.F,CcHz 64% R'=4-NCCgHg, 69%  R! = kinolin-5-il, 52%

2. Abra. 3-Oxoizoindolin-1-il foszfonatok eldallitasa modositott
Kabachnik—Fields-reakcioval

A reakcid6 mechanizmusat a 3. dbra szemlélteti, amely
ugy képzelhet6 el, hogy el6szor a 2-formilbenzoesav (6)
és a primer amin (7) kozott T3P®-reagenssel eldsegitett
kondenzacios reakcid jatszodik le. Az imin (9) mellett a
T3P®-reagensbdl viz addicioval 1,3,5-tripropiltrifoszfooxan
1,3,5-trioxid (QOH) keletkezik. A kovetkezd 1épésben a
T3P® hatasara 9 karboxilcsoportja aktivalodik, majd 10 in-
termedieren keresztiil addicios-eliminacios reakcioval ala-
kul ki a gytiriis szerkezetli iminiumion (11). Végiil az imini-
umion kettds kotésére addicionalodik a trialkil-foszfit és 12
intermedierb6l Arbuzov-reakcidval képzédik a 3-oxoizoin-
dolin-1-ilfoszfonat (5).
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3. Abra. A 3-oxoizoindolin-1-ilfoszfonat keletkezésének mechanizmusa

3. a-Amino-amidok eloallitasa

A multikompenensti reakciokkal valtozatos szerkezetl ter-
mékeket allithatunk el6 a reaktansok megfelelé megvalasz-
tasaval. Az egyik legjelentdsebb multikomponensi reakcid
felfedezése Ugi nevéhez fizédik, aki a-amino-acilamidokat
(13) allitott el6 karbonilvegyiiletek (14), aminok (7), izocia-
nidok (15) és karbonsavak (16) segitségével (4. abra)."

g
4 3
R'-CHO + R2-NH, + R3-NC + R%*-COH — RN N
-H20 g H
o R’
14 7 15 16 13

4. Abra. A négykomponensii Ugi-reakcio

A fenti reakcionak az egyik egyszertibb valtozataban kar-
bonsavak nem szerepelnek. Az aldehidek (14), a primer
aminok (7) és az izocianidok (15) kdzott lejatszodo reakciot
Pan és List publikaltak 2008-ban. Ebben az esetben a-ami-
no-amidokat (17) kaptak termékként.'> A vizsgalt kataliza-
torok koziil a fenil-H-foszfinsavat [PhP(O)(OH)H] talaltak
a legjobbnak, amelynek segitségével 80 °C-on toluolban
kiilonféle szerkezetli termékeket (17) allitottak eld. Késébb
tovabbi hatékony katalizatorokat fedeztek fel az emlitett
haromkomponensi reakci6 eldsegitésére. Példaul cink-klo-
rid,' borsav!’ és p-toluolszulfinsav'® jelenlétében mar szoba-
hémérsékleten végbemegy a reakcid. T3P®-reagenst alkal-
mazva ugyanezt tapasztaltuk. Szintén szobahdmérsékleten,
minddssze 30 perc utdn magas termeléssel keletkeztek az
a-amino-amidok (17) (5. abra)."”

o

®
0,5 ekv. T3P H
R-CHO + RZ-NH, + R-NC ————> RY N2
EtOAc, 26 °C N R
14 7 15 30 perc 17 R!
R"=Ph, R? = Ph, R® = t-Bu, 77% R' = 3-FCgH,, R? = Ph, R® = t-Bu, 72%

R'=Ph, R2=3-CIC4H,, R® = +-Bu, 70% R’ =3-F3CCgH,4, R? = Ph, R® = t-Bu, 69%
R" = Ph, R2 = 4-FCgH,, R®=t-Bu, 58%  R'=3-PhOCgH,, R? = Ph, R® = t-Bu, 79%
R' = Ph, R2=4-NCCgHy, R® = +-Bu, 90% R’ =4-PhCgH,, R? = Ph, R® = t-Bu, 75%
R' = Ph, R? = 4-PhCgH,, R® = Bu, 79% R’ = piridin-3-il, R? = Ph, R® = t-Bu, 85%
R' = Ph, R% = Ph, R® = pentil, 89% R' = kinolin-4-il, R? = Ph, R® = t-Bu, 68%

5. Abra. Haromkomponensii Ugi-reakcié megvalésitasa T3P®-reagens
jelenlétében

A fenti reakcio feltételezett mechanizmusat a 6. abran fog-
laltuk 6ssze. Az els6 1épés az aldehid (14) és az amin (7)
T3P®-reagenssel el6segitett kondenzacios reakcidja, amely-
nek eredménye 18 imin és a melléktermékként keletkezd
1,3,5-tripropiltrifoszfooxan 1,3,5-trioxid (QOH). A kovet-
kezokben a Schiff-bazis (18) QOH hatasara protonalodik,
majd az igy képzddott iminiumion (19) nukleofil addicios
reakcioba 1ép az izocianiddal (15). Ezutan egy ujabb nuk-
leofil addicios reakci6 jatszodik le 20 nitriliumion és QO
anion kozott, amely 21 foszfonsav észterhez vezet. Végiil
21 intermedier hidrolizisével, majd 22 imidsav tautomer
atalakulasaval kapjuk a terméket (17).

® R' R' @H R /H
T3P QOH ®
R'-CHO + R2?*NH, ——> \=n — \= — N
-QOH ke -Q0 ‘R? //
14 7 18 R o ‘o 19 ’ ‘\
R3-N=C R 0q®
15 l
R' H R' H
R3 >*N/ * H® >*N % co R3 >7N'
\ N L 10% NaHCO; N \,
NG R? <—QOH N=C R
H e} ) oQ
17 22 21
o 0
Q= i Iy

B
/\\o/ \\o/ \\OH

6. Abra. A T3P®-reagens jelenlétében lejatszodé haromkomponensii
Ugi-reakcié mechanizmusa

4. Hexahidrodibenzolb,e|[1,4]diazepin-1-on-
szarmazékok eldallitasa

Az 1,5-benzodiazepinek bioldgiai hatdsa régota ismeretes,
amelyek koziil tobb szarmazék gyodgyszerként jelenleg is
forgalomban van.?® A klobazam (23) az epilepszia és a szo-
rongas, a nevirapin (24) a HIV fertézés, a pirenzepin (25)
pedig a gyomorfekély kezelésére hasznalt gyogyszer (7.
abra).

H O
= N
e X
N N N
Cl N
/

O%
N
N
/
Me
23 24 25

7. Abra. 1,5-Benzodiazepin gyiiriit tartalmazo gyogyszerek szerkezeti
képlete

Az 1,5-benzodiazepinek egyik csoportja, a hexahidro[b,e]
[1,4]diazepin-1-on-szarmazékok (26) eldallithatok 1,2-fe-
niléndiamin (27), 5,5-dimetilciklohexan-1,3-dion vagy
mas néven dimedon (28) és aldehidek (6) multikompo-
nensti reakcidjaval (8. abra). Ezt a reakcidt szdmos szer-
vetlen és szerves vegyiilet katalizalja, tobbek kozott T3P®-
reagenssel is eldsegithetd.?! Ez utobbi esetben az olddszer
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fajtaja jelentésen befolyasolja a reakcid lejatszodasat. Etil-
acetatban, metil-ferc-butil-éterben, acetonitrilben, toluol-
ban, a,0,0-trifluortoluolban, tetrahidrofuranban és ionos
folyadékban csak gyenge termeléssel izolaltuk a kivant ter-
méket. Viszont forré kloroformban végezve a reakciot kb.
1 6ra utan mar nem valtozott a reakcioelegy dsszetétele és
26 vegylileteket jo termeléssel sikeriilt izolalni. Az aromas
aldehid (14) fajtaja nem befolyasolta jelentdsen a reakcio
hozamat.

Me

° Me H
M
NH, © 2 ekv. T3P® N Me
+ + Ar—CHO —— \
NH CHClj, forralas
2 J 1-2 6ra HN Y
27 28 14

Ar
26

Ar = Ph (76%), 2-FCgHy (32%), 3-FCqHy (73%), 4-F3CCgHy (70%), 2-CICeH, (81%), 4-CICqHy (71%),
3-Cl-4-FCgHg (60%), 2-O;NCgHy (79%), 2-MeCqHy (92%), 4-NCCgHg (72%), fluorén-2-il (55%)

8. Abra. Hexahidro[b,e][1,4]diazepin-1-on-szarmazékok eldallitasa
T3P®-reagens jelenlétében

A reakcio mechanizmusat a 9. abra szemlélteti. Az 1,2-feni-
léndiamin (27) és a dimedon (28) T3P®-reagenssel elésegi-
tett kondenzacios reakcidjaval 29 enaminhoz és a korabban
mar emlitett QOH melléktermékhez jutunk. A kdvetkezd
lépés egy Gjabb kondenzacios reakcid 29 intermedier €s az
aromas aldehid (14) kozott, amelyben szintén részt vesz a
T3P®-reagens. Végiil 30 intermedier intramolekularis gy{i-
riizarasaval 31 tautomer forman at keletkezik a termék (26).

o
NH O, e NH
2 Me T3p® 2
+ —_— Me
NH -QOH N
2 H Me
o
27 28

29
T3p®
ArCHO | -QOH
14
H Ar
N AT 1 o
® o N“ H
26 =<1 "'H@
- *
N= ke Me
N
Me H Me
Me
31 30

9. Abra. Hexahidro[b,e][1,4]diazepin-1-on képzédésének mechanizmusa
T3P®-reagens jelenlétében

5. 2-Naftol- és naftoxazinon-szarmazékok eloallitasa

A T3P®-reagenssel eldsegitett multikomponensii reakciok
soranak befejezése képpen egy Betti tipusu reakciét mu-
tatunk be. A Betti-reakcidoban 2-naftol, kiillonb6z6é aminok
¢s aldehidek reagalnak egymassal, s igy szamos értékes
2-naftolszarmazgek allithato eld. Ennek a reakcionak a sok-
szinliségérdl és a Betti-bazis jelentdségérol tobb dsszefog-
lalo kozlemény jelent meg az elmult idészakban.?*?* T3P®-
reagens jelenlétében a 2-naftol (32), a metil-karbamat (33)
és az aromas aldehidek (6) haromkomponenst reakcidjat

vizsgaltuk.?* A 2-naftolszarmazékokat (34) toluol oldoszer-
ben 80 °C-on rovid id6 alatt jo termeléssel allitottuk eld. A
kapott eredményeket a 10. abra foglalja 6ssze.

Are__NHCO,Me
OH 2 1,1 ekv. T3P° PhMe OH
+ )k + Ar—CHO ————>
HoN OMe 80 °C, 30 perc

32 33 14 34

Ar = Ph (81%), 3-FCgH, (89%), 3-PhOCgH, (90%), 4-PhOCgH, (60%), 3-Cl-4-FCgHg (86%),
3,4-F,CHg (71%), piridin-3-il (73%), tiazol-4-il (77%), kinolin-4-il (68%)

10. Abra. 2-Naftolszaramékok elballitasa Betti-reakcioval T3P®-reagens
jelenlétében

Ennek a reakcionak a bevezetd 1épése a metil-karbamat (33)
¢s az aromas aldehid (14) kondenzécios reakcidja, melynek
soran az imin tipusu intermedier (35) mellett 1,5-dihid-
roxi-1,3,5-tripropiltrifoszfoxan 1,3,5-trioxid (QOH) kelet-
kezik. Ezutan 35 koztitermék nitrogénatomja protonalodik,
majd az igy képzdédott iminiumion (36) nukleofil addicios
reakcioba 1ép a 2-naftollal (32). Befejezésképpen 37 keton-
bol a stabilisabb, aromas gytrit tartalmazoé termék (34) ke-
letkezik (11. abra).

®
T3P
o) ArCHO H®
)j\ 14 H_ _N_ _OMe  QOH Ho NC _OMe
. oMe o - Y \n/ —@> Y \"/
2! ~
@ Ar O -Qo Ar O
33 35 36

H C
H N® OMe Ar l!lH
Y)\"/
R {
O\H 3

- A o)
6 ST
—_— —_— 34

32 37

11. Abra. A T3P®-reagenssel elsegitett Betti-reakcio mechanizmusa

Néhany esetben, a fenti reakcioban kis mennyiségii mellék-
termékek keletkezését figyeltiik meg. Ezek koziil az egyik
naftoxazinon-szarmazéknak (38) bizonyult, amely gytiriiz-
arassal képzodott 34 vegyiiletbdl metanol vesztéssel. Ennek
a heterociklusos vegyiiletnek (38) a szintézisét optimaliza-
las utan a Betti-reakci6 kiindulasi anyagaibol sikeriilt meg-
oldani még pedig oly modon, hogy a reakcidelegyet 3,1 ekv.
T3P®-reagens jelenlétében el6szor 80 °C-on melegitettik
mikrohullamu késziilékben 15 percen at, majd 160 °C-on
tovabbi 35 percig. A naftoxazin-szarmazékokat (38) koze-
pes, vagy annal gyengébb termeléssel sikeriilt izolalni a
bomlastermékek melldl (12. abra).?*

AN
MW s 10}
OH o ©
3,1 ekv. T3P, PhMe Ie)
+ MU+ a—cHo kTSP PhMe
HoN OMe 1. 80 °C, 15 perc
2.160 °C, 35 perc
32 33 14 18

Ar = Ph (52%), 3-FCgHj (53%), 3-PhOCgH, (41%), 4-PhOCgH, (23%), 3-Cl-4-FCgHg (42%), 3,4-F,CeHs (47%)

12. Abra. Naftoxazinok one-pot eléallitasa T3P®-reagens segitségével

Ebben az esetben feltételezziik, hogy elészor a 2-naftol
(32), a metil-karbamat (33) és az aromas aldehid (14) 1ép
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reakcioba T3P®-reagens jelenlétében, majd 34 vegyiiletbdl
addiciés-elimindcios reakcioval 39 és 40 intermediereken
keresztiil keletkezik a termék (38) (13. abra).

Ar__NHCO;Me
OMe \F) Me
— > 38

13. Abra. A naftoxazin-szarmazék keletkezésének mechanizmusa

6. 5-(3-Indolil)oxazolok eldallitasa

Az 1,3-oxazolgylriit tartalmazé vegyiiletek az aromas
heterociklusok jelentds képviseldi, mivel szamos biologia-
ilag aktiv vegyiilet, illetve természetes anyag tartozik ko-
z€&jik.>* Az egyszerii szerkezetii 5-(3-indolil)oxazolokat
baktériumokbol izolaltak, ilyen példaul a pimprinin (41a),
a labradorin 1 (41b), vagy az optikailag aktiv pimprinol A
(41c) (14. abra).

A

O_N V/\Me
\

41a: R = Me, pimprinin
(Streptomyces pimprina)
41b: R = j-Bu, labradorin 1
(Pseudomanas syringae)

:,,o

N
H

41c: pimprinol A
(Streptomyces sp. Lv3-13)

14. Abra. Természetes eredetii 5-(3-indolil)oxazolok és eléfordulasuk

Az 5-(3-indolil)oxazolok (41) két 1épésben eldallithato-
ak N-acil-triptaminb6l (42). Az N-acil-triptaminokat (42)
5,6-diciano-2,3-diklér-1,4-benzokinonnal (DDQ) oxidalva
tetrahidrofuran—viz elegyében 2-acilaminoketonokhoz (43)
jutunk, amelyekbd6l Robinson—Gabriel-reakcioval kialakit-
haté az oxazolgylirii. A gyiriizarashoz altalaban erélyes
vizelvonészereket, példaul foszforil-kloridot, kénsavat, tio-
nil-kloridot stb. hasznalnak.?”’” Az acilaminoketonokat (43)
T3P®-reagens alkalmazasaval acetonitrilben mikrohullama
reaktorban melegitve kitiind termeléssel kaptuk a vart ter-
mékeket (41). A normal vagy izoalkilcsoportot tartalmazo
kiindulési anyagok esetében a reakcio konnyebben lejat-
szodott, mig a nagyobb térkitoltési terc-butil, aril vagy az
elektronszivé trifluormetil-csoportokat tartalmazé vegyii-
leteknél a reakcioidé vagy a homérséklet novelésére volt
sziikség (15. abra).

81
L,
ol

R R
o o
NH QA NH MW
DDQ 10 ekv. T3P®
—_— —_—

\ THF-H,0 (9:1) \ 100-150 °C

u 0°C,26ra u MeCN, 1-6 6ra
(67-100%) (79-100%)

42 43 41

R = Me, Et, Bn, Pr, Bu, i-Pr, i-Bu, pentil, hexil, oktil, ciklopropil, +-Bu, CF3, CF,CF3, Ph, 2-FCgHy,
3-CICgHy, 3-F3CCqHa, 3-MeOCgH,, naftalin-2-il, tiofén-2-il

15. Abra. 5-(3-Indolil)oxazolok eléallitisa Robinson—Gabriel-
reakcioval T3P® jelenlétében

A reakci6 els6 1épésében 43 karbonil oxigénatomja aktiva-
16dik a T3P®-reagens hatasara, amely 44 intermedierhez ve-
zet. Ezutan a savamid oxigénatomjanak nukleofil tamadasa
torténik az aktivalt karbonilcsoporton. A ZOH eliminacidja
¢és protonvesztés utan kialakul az oxazolgytirt és a termék-
hez (41) jutunk (16. abra).

RN
Pr’ | >Pr
<00
N R R R
P’ Yo o
T3p® OO:/\ @ ) ) 0)§®/H
NH R —— L\ N—H e ZO)j
{ { §
N N
N H H
43 4 45
/RL
Q"N
= 0 o
Eae - B 1 A
i \ /'\:\o \\0/\\0
N r Pr
H

16. Abra. T3P®-reagenssel elésegitett Robinson—Gabriel-reakcio
mechanizmusa

7. Redox-aktiv V-(aciloxi)ftalimidek eloallitasa

Az N-(aciloxi)ftalimidek (46) a szintetikus szerves kémia
hasznos kiindulasi anyagai, mivel egy elektron felvételé-
vel 47 intermedieren keresztiil ftalimid anion (NPhth") és
szén-dioxid képzddése mellett gyokos termékké alakulnak
at (17. abra). A képzodott gyok (Re) pedig szamos kémiai re-
akcioban szén-szén €s szén-heteroatom kotés kialakitasara
hasznalhat6.?%%

O,
> R o > reduktiv
+e fragmentamo

N—O —_— 9

-NPhth

- CO.
o} o} 2
46 47

17. Abra. Az N-(aciloxi)ftalimidek reduktiv fragmentaciéja

Az N-(aciloxi)ftalimideket (46) altalaban N-hidroxifta-
limidb6l (48) és karbonsavakbol (16) allitjak eld
kiillonb6z6  kapcsoloszerek — segitségével. A gyak-
ran hasznalt N, N’-diizopropilkarbodiimid (DIC) ¢és
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N,N’-diciklohexilkarbodiimid (DCC) mérgez0, irritalja a
bort és allergias reakciot valt ki. Tovabba a reakcidhoz a szin-
tén mérgezo 4-dimetilaminopiridint (DMAP) is hasznaljak
katalitikus mennyiségben. A kapott terméket (46) kroma-
tografiasan tisztitjak. A kromatografias tisztitas hatranya,
hogy néhany N-(aciloxi)ftalimid (46) a szilikagélen bomlik,
igy csokken a reakcio hozama. Az N-hidroxiftalimidek (48)
karbonsavakkal T3P® jelenlétében is reagalnak (18. abra).
A reakcid olddszerének a ,,z6ld” 2-metiltetrahidrofurant
(2-MeTHF) valasztottunk, amelynek elonye, hogy a kiin-
dulasi anyagokat jol oldja, valamint nem elegyedik vizzel,
igy a T3P®-reagens feleslegét és a beldle keletkezé mellék-
termékeket vizes extrakcidoval konnyen eltavolitottuk a re-
akcioelegy feldolgozasa soran. A reakcid szobahdmérsék-
leten vagy 60 °C-on melegitve jo termeléssel jatszodott le
¢és ebben az esetben a termékek kromatografias tisztitasa
elhagyhato volt. A reakciot alifas, aromas és heteroaromas
karbonsavakra egyarant kiterjesztettiik.>

o O O

1,2 ekv. T3P ® >_R
©|:‘/§ 2-MeTHF, Et;N ©Elé
N—OH + RCOH ———> N—O
26 vagy 60 °C
o) 24-48 6ra o)
48 16 46

R = Me (81%), ciklopropil (70%), ciklohexil (70%), adamant-1-il (58%), PhCH,CH, (80%),
Ph,CH (72%), Cl,CqHg (63%), kinolin-2-il (79%), kinolin-4-il (80%), benzofuran-2-il (70%)

18. Abra. N-(aciloxi)ftalimidek el6allitisanak néhany példaja

A fenti reakcio mechanizmusat a 19. abra mutatja be. A kar-
bonsavboél (16) trietil-amin hatasara keletkez6 aniont (49)
a T3P®-reagens aktivalja, majd az igy képz6dott vegyes
anhidrid (50) tovabb reagal az N-hidroxiftalimiddel (48).
Az addicids vegyiiletbdl (51) 1,5-dihidroxi-1,3,5-tripropilt-
rifoszfoxan 1,3,5-trioxid (QOH) kilépésével keletkezik a
termék (46).

® o o o
A . SO O NS N L
—_— —
e ZINAC ITNAC TN,
oH -EtaNH® o) R O ll—'ro IIDrO ll—'ro +48
16 49 50
o o
o) >\._R
— I0H 0 o O - -
Vo b b oo N=d
~o N0 17071 07 1 oH
o R Pr Pr Pr fo)
51 46

19. Abra. T3P®-reagenssel elésegitett N-(aciloxi)ftalimidek
eléallitasanak mechanizmusa

8. Osszefoglalas

A propanfoszfonsav-anhidrid (T3P®) tobb szerves kémiai
reakcioban elényosen hasznalhato. Ebben a kozlemény-
ben T3P®-reagenssel elsegitett multikomponensti és egy-
szerli kondenzacios reakciokat mutattunk be, amelyekkel
értékes intermedierekhez vagy termékekhez juthatunk.
3-Oxoizoindolin-1-il-foszfonatokat 2-formilbenzoesav, kii-
16nb6z6 primer aminok és dialkil- vagy trialkil-foszfitok
modositott Kabachnik—Fields-reakcidjaval allitottunk eld
T3P®-reagens jelenlétében. A termék keletkezését az amin

komponens elektronikus és sztérikus tulajdonsagai jelen-
tésen befolyasoltak. A T3P®-reagens segitségével valtoza-
tos szerkezetli a-amino-amidokat allitottunk el6 aldehidek-
bol, primer aminokbol és izocianidokbol kiindulva. Ennek
az eljarasnak az eldnye, hogy a haromkomponensii Ugi-
reakcid szobahdmérsékleten, rovid id6 alatt lejatszodott.
Az 1,5-benzodiazepinek csoportjaba tartozo hexahidro[b,e]
[1,4]diazepin-1-on-szarmazékokat 1,2-feniléndiamin, di-
medon ¢és aldehidek multikomponensii reakcidjaval kaptuk
szintén T3P®-reagens jelenlétében. Ezt a reakciot az oldo-
szer fajtaja jelentésen befolyasolta, jo termelést csak kloro-
formban értlink el 1-2 ora forralas utan. A T3P®-reagenssel
elésegitett multikomponensti reakciok kozil végil egy
Betti tipust reakciot vizsgaltunk, amelynek kiindulasi
anyagai 2-naftol, metil-karbamat és aromas aldehidek vol-
tak. A vart 2-naftolszarmazékokat rovid id6 alatt jo terme-
léssel allitottuk eld toluolban melegitve 80 °C-on. Ugyanezt
a reakciot erélyesebb koriilmények kozott végezve a 2-naf-
tolszarmazékok helyett naftoxazinokhoz jutottunk kdzepes
termeléssel. A triptaminbol egyszertien eléallithato 2-acila-
minoketonokbdl T3P®-reagens jelenlétében természetes és
mesterséges 5-(3-indolil)oxazolok szintézisét valositottuk
meg. A reakcidt mikrohulldamu reaktorban, acetonitril ol-
doszerben végeztiik 100 °C-on. Az 5-(3-indolil)oxazolokat
kitiin6 termeléssel kaptuk, azonban az erésen elektronszi-
vo, vagy nagy térkitoltésti csoportot tartalmazo kiindulasi
anyagok esetében hosszabb reakcioidére volt sziikség. A
T3P®-reagenst kapcsoloszerként hasznaltuk redox-aktiv
N-(aciloxi)ftalimidek eléallitasahoz N-hidroxiftalimidbdél
és karbonsavbol kiindulva. A reakciot 2-metiltetrahidro-
furanban végeztiik szobahdmérsékleten vagy 60 °C-on. Az
N-(aciloxi)ftalimideket jo termeléssel és tisztan izolaltuk a
reakcidelegybdl, igy kromatografias tisztitdsukra nem volt
sziikség.
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Propylphosphonic anhydride (T3P®): A versatile reagent in organic chemistry. Part 2

Propylphosphonic anhydride (T3P®) may be successfully used in
a series of organic chemical transformations. In this review, we
show the application of the T3P® reagent in multicomponent and
simple condensation reactions, which lead to valuable interme-
diates or products. 3-Oxoisoindolin-1-ylphosphonates were pre-
pared by the modified Kabachnik—Fields reaction of 2-formylb-
enzoic acid, various primary amines and dialkyl or trialkyl
phosphites using the T3P® reagent. The formation of the product
was influenced by the electronic and steric effect of the amine
component. Using the T3P® reagent, various a-aminoamides were
prepared starting from aldehydes, primary amines and isocya-
nides. The advantage of this method is that the three-component
Ugi reaction could be carried out under mild conditions and in
a short time. Hexahydro[b,e][1,4]diazepin-1-one derivatives be-
longing to the group of 1,5-benzodiazepines were obtained by
the multicomponent reaction of 1,2-phenilenediamine, dimedone
and aldehydes, mediated by the T3P® reagent. This reaction was
significantly influenced by the nature of the solvent, good yields
could only be obtained in boiling chloroform. Finally, in the series
of multicomponent reactions promoted by the T3P® reagent, we

investigated a Betti-type reaction, the starting materials of which
were 2-naphthol, methyl carbamate and aromatic aldehydes. The
expected 2-naphthol derivatives could be prepared in good yields
in a short time by heating the components in toluene at 80 °C.
Performing the same reaction under more vigorous conditions,
naphthoxazines were obtained instead of the 2-naphthol deriva-
tives in moderate yields. Natural and synthetic 5-(3-indolyl)oxa-
zoles were prepared from 2-acylaminoketones that may be easily
obtained from tryptamine in the presence of the T3P® reagent.
The reaction was carried out in a microwave reactor in acetoni-
trile solvent at 100 °C. The 5-(3-indolyl)oxazoles were obtained in
excellent yields, but longer reaction times were required for start-
ing materials containing highly electron-withdrawing or bulky
groups. The T3P® reagent was applied as a coupling agent in the
synthesis of redox-active N-(acyloxy)phthalimides starting from
N-hydroxyphthalimide and carboxylic acid. The reaction was
performed in 2-methyltetrahydrofuran at room temperature or 60
°C. The N-(acyloxy)phthalimides were isolated from the reaction
mixture in good yields and high purity without chromatography.
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Metalloporfirin alapu biomimetikus oxidalo rendszerek fejlesztése
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1. Bevezetés

A hatéanyag-metabolizmus felderitése a gydgyszerkutatas
egyik kiemelt feladata. Ennek f6 oka, hogy a szervezetben
enzimatikus aton képz6dé metabolitok atfogd ismeretét az
engedélyezd hatosag elvarja. A szervezetben az elsédleges
metabolikus 1t jellemzden a citokrom P450 (CyP450) altal
katalizalt oxidacios 1épéssel indul. Tekintettel arra, hogy a
gyogyszerkincsiink tobb mint 70%-a szenved el valamilyen
CyP450 katalizalta oxidacios atalakitast" egy uj hatébanyag
fejlesztése soran fontos informaciét hordoz ezen biotransz-
formacios utak feltarasa.

Hagyomanyosan a CyP450 fiiggd reakciok primer vizsgala-
tat a maj mikroszoma frakcidjanak felhasznalasaval végzik,
azonban a biologiai rendszerek szdmos hatrannyal birnak.
A vizsgalt hatéanyag, mint enzim szubsztrat csak alacsony
koncentraciéban alkalmazhatd, emiatt csekély mennyiség-
ben keletkeznek metabolitok. A reakcidelegyben a mikro-
szoma komplex bioldgiai matrixa megneheziti az analitikai
vizsgalatot, igy elsddlegesen csupan kvantitativ informacio
nyerhetd a képz6dé metabolitokrol. A mikroszoma €lettar-
tama a reakcio korillményei kozott 1-2 6ra’. Mindezek miatt
nagyobb mennyiségli metabolit nem allithaté el gazdasa-
gosan maj mikroszdémalis rendszereket alkalmazva.

Az elobbiekben ismertetett hagyomanyos mikroszoma ala-
pu rendszerek hatranyait kiiszobolve alternativ megoldast
nyujthatnak az Gn. biomimetikus modellek. Az egyik legy-
gyakrabban alkalmazott biomimetikus rendszer alapjaul
a CyP450 enzimek aktiv helyén talalhat6 protoporfirin IX
egységgel szerkezeti hasonlosagot mutatd szintetikus me-
talloporfirinek szolgalnak. El6nyiik, hogy a gyogyszer(je-
161t) vegyiiletbdl egy Iépésben lehetdve valik a metabolitok
eléallitasa a sokszor nehézkes és tobblépéses, gyakran az
anyavegyiilet el6allitasatol fliggetlen reakcidutak alkalma-
zasat jelentd totalszintézis nélkiil. A reakciokoriilmények
valtoztatasaval nem csak a kivant metabolitok allithatok
elé, hanem a szerkezeti sokszinliséget szélesitve, 0j kémia
teret képviseld vegyiiletek is gazdagithatjak a gyogyszer-
kutatasi programok kiinduldpontjat. Emellett elmondhato,
hogy az in vitro bioldgiai rendszerekkel szemben a biomi-
metikus kémiai modellek robusztusabbak, az eredmények
ezaltal jol reprodukalhatok. A komplex biologiai matrix hi-
anya ¢és a kiindulasi vegyiilet nagyobb koncentracidja néve-
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li a kdveto analitikai vizsgalatok hatékonysagat, és nagyobb
mennyiségii metabolit gazdasagos eldallitasa is megoldha-
tova valik®.

2. Eredmények

A Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem,
Vegyészmérnoki ¢és Biomérnoki Karanak, Kémiai
és Kornyezeti Folyamatmérnoki Tanszékén miikodd
Biomimetikus Technoldgiak Kutatocsoportjaban, (ezt meg-
eléz6en a Richter Gedeon NyRt. volt Szintézistamogatod
Laboratériumdban) mar évek ota vizsgaljak a szintetikus
metalloporfirinek alkalmazhatdsagat gyogyszerhatdéanya-
gok biomimetikus oxidaciojaban. A kutatocsoportban fel-
halmozott tapasztalatok ramutattak, hogy a szintetikus me-
talloporfirin alapu rendszerek sem mentesek a megoldando
hatranyoktol. A reakciok biomimetikus jellegét igazolni
sziikséges, azaz meg kell allapitani, hogy metalloporfirin
hianyaban, a katalizator aktivalasahoz sziikséges oxidalo-
szer onmagaban képes-e atalakitani a szubsztratot. Emellett
a metalloporfirinek homogén oxidativ kdzegben gyors deg-
radaciot szenvedhetnek el, valamint a homogén reakcide-
legybdl az elvalasztasuk, ezaltal Gjra felhasznalhatosaguk
nehézkes vagy egyaltalan nem megoldhaté. A Szerves
Kémia ¢és Technoldgia Tanszék Bioorganikus ¢s Kémiai
Kutatocsoportjaban hosszabb idé ota zajlanak kiilonféle
hordozo fejlesztésére, illetve biokatalizator rogzitésére ira-
nyulo kutatasok, melyeknek célja stabilabb, kezelhetébb és
hatékonyabb biotranszformacios eljarasok megvalositasa.

Doktori munkam soran célul tiiztem ki olyan szintetikus
metalloporfirin alapu rendszerek fejlesztését, amelyek ké-
pesek lehetnek kikiiszobolni a fent megfogalmazott homo-
gén rendszerekre jellemzé hatranyokat. Munkam harom
kiilonb6z6, de egymasra épiilé és egymassal Osszefliggd
szintre tagolhatd. Egyfeldl referenciaként elvégeztiik a ha-
gyomanyos homogén fazisu katalitikus reakciot és azono-
sitottuk a keletkez6 metabolitokat. Emellett célunk volt a
metalloporfirin katalizator rogzitése kiilonb6z6 nanostruk-
taralt hordozok feliletére, melynek részeként a kdtés mod-
janak optimalizalasat is el kivantuk végezni. Végezetiil, a
heterogén katalizatorrendszer integraldsat kivantuk meg-
oldani folyamatos tizemt, atfolyasos reaktorokba. Ehhez a
hordozérendszer jellegével harmonizaldé mikro- és mezo-
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reaktorokat (mikrofluidikai chip- és hagyomanyos toltott
agyas reaktorok) alkalmaztunk.

Osszefoglalva, munkam a reakcidvezetés megtervezésétél,
a katalizatorhordoz6 fejlesztésén keresztiil a folyamatos
aramu reaktortechnolégiak alkalmazasaig terjedt.

2.1. Magneses nanorészecske (MNP) alapu
biomimetikus katalizatorok fejlesztése*®

Magneses nanorészecskék (MNP) kivaloan alkalmaz-
hatok, mint kiilonboz6 katalizator molekulak hordozoi.
Nagy fajlagos feliiletiikk mellett elényiik, hogy magneses
tulajdonsagukbdl kovetkezden allandé magnes jelenlété-
ben szeparalhatok a reakciokozegbdl vagy kivant helyen
csapdazhatok. A feliiletiikon kialakithatd szilika réteg,
ami lehetdséget nytjthat a megfeleld aktiv vagy inert cso-
port(ok) rogzitésére az adott csoportot tartalmazé szilanok
hidrolizisével. Kiilonb6z6 inert csoportok alkalmazasaval a
katalizator hordozé feliileti tulajdonsagai optimalizalhato,
ezaltal novelhetd a katalitikus aktivitas. Ez abbol a szem-
pontbol fontos, hogy a katalizatorok rogzitésével kialakul-
hat egy un. difftiziés gat, amely ronthatja az aktivitasukat.
Magneses nanorészecskék feliiletén aktiv funkcidként
3-aminopropilcsoportot alkalmaztunk, mig inert cso-
portként kiilonboz6 méretii (metil-, fenil-, propil-, és vi-
nilcsoport) csoportokat rogzitettiink. Katalizatorként
mezo-tetra(pentafluorofenil)vasporfirint ~ (FeTPPF)  és
mezo-tetra(paraszulfoniloxifenil)vasporfirint (FETPPS)
hasznaltunk. FeTPPF-et kovalens kotéssel, mig FeTPPS-t
elektrosztatikus kolcsonhatassal rogzitettiik feliiletmo-
dositott MNP feliiletére. Inert modositoként mindkét me-
talloporfirin katalizator esetében a metilcsoport bizonyult
optimalisnak, igy a tovabbi kisérletekben ezt alkalmaztuk.
A feliileti csoportokat tartalmazé szildnok anyagmennyisé-
gét allandonak vettiik (64 mM). Az aktiv €s inert csopor-
tokat a feliiletmodositd elegyben szisztematikusan kiilon-
b6z6 molaranyban alkalmaztuk. gy ot, feliiletén az aktiv
csoportot kiilonbozé feliileti stiriiségben (aktiv:inert = 1:0,
1:1, 1:4, 1:16, valamint vak mintaként 0:1) tartalmazo6 hor-
dozét allitottunk eld. Modellvegyiiletként egy kalciumcsa-
torna blokkolot, az amlodipin (1) hatéanyagot valasztottuk.
Biomimetikus reakciojaban dehidroamlodipin (2) human
major metabolit keletkezik egyediili termékként, igy a reak-
ci6 UV-vis spektrofotometrias modszerrel kovetheto.

1. abra. Amlodipin (1) és in vivo human / biomimetikus metabolitja
(dehidroamlodipin, 2)

A kiilonb6z6 katalizatorrendszerek aktivitasat az un. faj-
lagos specifikus katalitikus aktivitassal (U, 1. egyen-
let) jellemeztiik, amely megmutatja, hogy a teljes kata-
lizator rendszer egységnyi metalloporfirin mennyisége
(m,, g) egységnyi id6 alatt (t, perc) mekkora mennyiségii
terméket (n;*c, ahol n.-szubsztrat kinduldsi mennyisége
(umol), c-konverzio,) képes eldallitani (vagy szubsztratot
atalakitani).

U, (Ug)=nct'm,! €))

Els6ként mindkét két porfirin esetében az aktiv csoportnak
az optimalis feliileti sirtiségét kivantuk meghatarozni. Ezt
heterogén szakaszos rendszerben végeztiik el. Az eredmé-
nyek a 2. abran lathatok. Altalanosan elmondhat6, hogy a
legaktivabbnak mindkét metalloporfirin esetében az 1:4-es
modositasi arany bizonyult. Amennyiben a hordoz6 nem
tartalmazott aktiv aminocsoportot a feliiletén, abban az eset-
ben metalloporfirin nem rogziilt a hordozora, illetve nem
tortént katalitikus atalakulas a heterogén szakaszos razatott
rendszerben. Az ionosan rogzitett FETPPS aktivitasa kozel
haromszorosa a kovalensen rogzitett FETPPF biomimetikus
katalizatornak, igy folyamatos tizemi, mikrofluidikai reak-
cioban az elébbi katalizatorrendszert alkalmaztuk.

TCU
2,200
100 |
0
1:0 I:1 1:4 11

aminopropil:metil csoport ardny (n/n)
az MNP hordozé feliiletén

6

b}
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aminopropil:metil csoporl arany (n/n)
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Up (Ugh

2. abra. Heterogén, szakaszos katalitikus rendszerek fajlagos specifikus
biomimetikus aktivitasa a) FETPPF, b) FETPPS porfirint alkalmazva.

Az optimalisnak talalt 1:4 amino:metilcsoportot tartalmazo
rendszert az amlodipin (1) folyamatos tizemt biomimetikus
oxidaciojaban vizsgaltuk. A reakciét az amlodipin (1) kon-
Centracioja (C,poqipin=0,3; 0,25 €s 0,125 mg ml"), illetve az
aramlasi sebesség (v=0,1; 0,2 és 0,3 ml min™) valtoztatasa
mellett optimalizaltuk. Az allandosult allapot bealltat kove-
téen mintat vettiink a kifoly6 reakcidelegybdl, amit HPLC-
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DAD, valamint HPLC-DAD-MS moédszerrel vizsgaltuk. Az
eredmények alapjan el lehet mondani, hogy a magnechip
reaktor hasonldan viselkedett, mint a hagyomanyos (pl.:
toltott agyas) folyamatos aramu reaktorok. Amennyiben
ndveltiik az aramlasi sebességet vagy a szubsztrat koncent-
raciot, csokkent a mért konverzi6é (3. abra). Az eredmé-
nyekbdl lathato, hogy az amlodipin (3) teljes mennyisége
atalakult 0,1 ml min-es dramlési sebesség és 0,125 mg ml™!
szubsztratkoncentracio mellett. A reaktor produktivitdsa
() ugyanezen koncentracio, de magasabb dramlasi se-
besség (0,2 ml min™') mellett volt a legnagyobb.

a)
0.1 ml min™ 100

S S 0.2 ml min? 80
—@—— 0,3 ml min’ 60 e
- o

. 40

20

= 0
0.5 0.4 0.3 0.2 0.1
Camlodipin (l“g 1111'1)
b)
50
------- |- 0,1 ml mn?
40
e 0,2 ml min! ‘ _’?ﬂ
30 g
0,3 ml min"! 2
20 =2
]
10 <
’ss:. 0

0,5 0.4 0,3 0,2 0,1
(mg ml)

Camlodipin

3. abra. Amlodipin (1) folyamatos aramu biomimetikus reakcidjanak
konverzioja (a) és reaktor produktivitasa (b) a koncentracio
fliggvényében

2.2. Nanoszal alapu biomimetikus katalizatorok
fejlesztése®

Az elektrosztatikus szalképzéssel késziilt nem sz6tt anyagu
nanoszalas matrix kitlind tulajdonsagokkal rendelkezé ka-
talizatorhordozo. Az elkészitése kiméletes (a polimer anya-
gatdl fiiggden akar szerves oldoszer nélkiil is eléallithato),
igy alkalmazasukkal lehetdség nyilik akar enzimek rogzité-
sére is. Szintetikus metalloporfirin bedgyazasat nanoszalas
matrixba korabban nem vizsgaltak, emiatt elkisérletként
sziikséges volt elvégezni a szabad porfirin rogzitését, vala-
mint a kioldodasanak a vizsgalatat. A kisérleteink soran po-
litejsav (PLA) nanoszalas matrixot hasznaltunk az FETPPS
rogzitésére. A kész nanoszalas terméket kioldédasvizsgalat-
nak alavetve azt tapasztaltuk, hogy a metalloporfirin kozel
90%-ban kioldodott a reakcio kozegében valo razatas soran.
Emiatt alternativ rogzitési modot volt sziikséges kidolgoz-
nunk, ami a 2.1-es fejezetben ismertetett MNP alapu hor-
dozo6 alkalmazasat jelentette, igy egy PLA/MNP kompozit
katalizatorrendszert hoztunk létre. A kompozit katalizator
MNP-FeTPPS tartalmat optimalizaltuk és tovabbi kisérlete-
inkben a legjobbnak bizonyult 1,25 w/w% MNP-FeTPPS-t

alkalmaztuk a szaraz PLA mennyiségére vonatkoztatva.
Az optimalisnak taldlt osszetétel mellett vizsgaltuk a kii-
16nb6z6 formulacidk hatasat a rogzitett metalloporfirin ka-
talizator aktivitasara (4. abra). Az eredmények megerdsi-
tették, hogy az PLA kompozit formulacio jelentds aktivitas
noveld hatassal rendelkezik a szabad, oldott vagy szabad
MNP kotott formahoz képest. A PLA jelenléte dnmagaban
nem befolydsolta a metalloporfirin aktivitasat. Fontos meg-
emliteni, hogy a PLA film ¢és a nanoszalas rendszert dssze-
hasonlitva az lathato, hogy a nagyobb fajlagos feliilete az
utobbinak nagymértékben képes befolyasolni a katalizator
aktivitasat azaltal, hogy kivalo atjarhatdsagot biztosit és igy
javitja az anyagtranszportot a katalizator és az oldat tomb-
fazisa kozott.

100000 80363
16917
10000 ™
TCD
5 oo | 812 s TG
S
100
10

1

Biomimetikus katalizatorok
. FeTPPS
FeTPPS-MNP
FeTPPS-MNP + PLA
FeTPPS-MNP/PLA film
. FeTPPS-MNP/PLA nanokompozit

4. abra. Amlodipin (1) kiilonboz6 tipustt FeTPPS katalizator tartalma
rendszerek altali oxidaciojanak specifikus biomimetikus aktivitasa

A rogzitett katalizatorok egyik fontos tulajdonsaga, hogy
konnyen elvalaszthatok a reakcioelegytdl és egy tijabb reak-
cidban felhasznalhatok. Emiatt fontos vizsgalni a kiilonbo-
z0 katalizator rendszerek ujrahasznosithatosagat. A marado
aktivitast a szabad MNP-hez és a PLA/MNP kompozitba
rogzitett FETPPS esetében kétféle modon vizsgaltuk. Az elsé
esetben a kiszlirés utan a reakcio kozegével torténd mosast
végeztiink a kovetkezd reakeio eldtt, mig a masodik esetben
a mosas utan natrium-borohidrides kezelést alkalmaztunk.
Az 5. abran lathato eredmények alapjan elmondhat6, hogy
a PLA nanoszélas rendszer a borohidrides kezelés nélkiil
is nagyobb maradod reaktivitassal rendelkezett, mint a sza-
bad MNP-FeTPPS. A natrium-borohidrides kezelés novelte
a marado aktivitasat mindkét katalizatorrendszernek, ami
azt bizonyitja, hogy a borohidrid egy jo regenerald agense
az FeTPPS katalizatornak. Igy a PLA kompozit kozel teljes
aktivitdsa megmaradt a borohidrides kezelés utan, ami a
nanoszalas PLA kivalé véddhatasat bizonyitja.
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5. abra. Kiilonboz6 rogzitett metalloporfirin tartalma rendszer
ujrahasznalhatosaganak vizsgalata mosas, illetve NaBH,-es kezelés
utan.

2.3. Nanoporusos mikrorészecske alapi
biomimetikus katalizatorok fejlesztése’

Végezetiil a hordozo feliiletének és a katalizator mole-
kulak tavolsaganak befolyasold hatasat vizsgaltuk. E
célbol a szilikarészecskék feliiletét 3 kiilonbozé hosszu-
sagll aminocsoportot tartalmazé linkermolekulat (Si-1:
3-aminopropil-trimetoxiszildn, Si-2: 3-aminoetil-aminop-
ropil-trimetoxiszilan, Si-3: N-[3-(trimetoxiszilil)propil]-di-
etilén-triamin)) alkalmazva modositottuk, majd FeTPPS
metalloporfirin katalizatort rogzitettiink a feliiletére ionos
kotéssel. Elsoként szakaszos koriilmények kozott heterogén
katalitikus oxidacioban vizsgaltuk az amlodipin (1), illetve
a klorokin (3) esetében a linker hosszdnak hatasat a kata-
lizator aktivitasara (1. tablazat). El6bbi esetében a koze-
pes hosszusagt, mig klorokin (3) esetében a legrévidebb
linker bizonyult a legjobbnak. Amlodipin (1) esetében a
mar korabban ismertetett dehidroamlodipin (2) keletkezett
mindharom rogzitett katalizator esetében, mig klorokin (3)
reakciojaban két metabolit, egy egyszeres (4) és egy két-
szeres (5) dealkilalast eredményez6 klorokin szarmazek ke-
letkezett (6. abra). Klorokin esetében elmondhatd, hogy a
linker hossza nem csupan a konverziot befolyasolta, hanem
a metabolitprofil is eltért a rovidebb és hosszabb linkerek
alkalmazasaval (2. tablazat).

1. tablazat. Amlodipin (1) és klorokin (3) heterogén, szakaszos
biomimetikus oxidacidjanak konverzioértékei

Si-1-FeTPPS Si-2-FeTPPS Si-3-FeTPPS
Camlodipin 12,4 37,4 28,0
Cklorokin 52,6 26,4 18,6

Cl Cl Cl
H H H
/)WN\K/(TJ/A /\HWN\K/(TJ/AHZNN\(N\K/(TJ
N N N
3 4 5

6. abra. Klorokin (3) és biomimetikus metabolitjai

2. tablazat. Klorokin (3) heterogén, szakaszos biomimetikus
oxidaciojanak metabolitprofiljai

Si-1-FeTPPS Si-2-FeTPPS Si-3-FeTPPS
3 47,4 73,6 81,4
4 39,6 19,8 13,8
5 12,5 6,6 -
Egyéb 0,5 - 4,8

A szakaszos reakciok mellett folyamatos dramu reakcio-
ban is vizsgaltuk a linkermolekula hosszusaganak hatasat.
Az aramlasi sebesség korabban optimalizalt értéke 250 pl
min"! és 2 ekvivalens oxidaloszer mennyiség mellett vizs-
galtuk a rendszer mikddését. Amlodipin (1) folyamatos
aramt biomimetikus oxidacios reakcidjaban a harom kii-
16nb6z6 hordozds katalizator (Si-1-FETPPS, Si-2-FeTPPS és
Si-3-FeTPPS) élettartamat hasonlitottuk ssze (7. abra). A
kezdeti nagy konverzio folyamatosan lecsokkent, mig kozel
allando 55%-os értékre allt be. 24, majd 48 oras folyama-
tos reakcio utan friss oxidaloszer oldatot készitettiink és azt
aramoltattuk at a toltott agyas reaktoron. Kozel 60 6ran ke-
resztiil a konverzié nem valtozott szamottevden egyik hor-
dozos katalizator alkalmazasa mellett sem.

100 ' {BuOOLI rataplalas
— 80 §
S A
E 60 {‘\ ........... o W Ty 5 uiSNEsnany
IR St a4 ERETIII IO - 28400
= 40 —
=
s
= 20
0
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7. abra. Kiilonb6z6 hosszusagu linkermolekula hatasa a rogzitett
katalizator élettartamara

A toltott agyas reaktorban a klorokin (3) biomimetikus oxi-
¢és bisz-deetilklorokin (5) volt azonosithato (6. abra). Az
eredményeket a 3. tablazatban foglaltam 6ssze. A folya-
matos aramu reakcioban a kdzepes hossztsagu linker (Si-2)
bizonyult optimalisnak, mig a szakaszos reakcidovezetésben
legjobban teljesitd Si-1 linker alkalmazasa csupan 2%-os
konverzié eredményezett, ahol egyetlen termék, a deetil-
klorokin (4) keletkezett. A kdzepes hosszusagu mellett, a
leghosszabb lancu linker is jo aktivitast mutatott tobb, mint
50%-o0s konverzio értékkel.

3. tablazat. Klorokin (3) heterogén, folyamatos aramu biomimetikus
oxidacidjanak metabolitprofiljai és konverzioértékei

Si-1-FeTPPS Si-2-FeTPPS Si-3-FeTPPS
3 98,0 23,6 49,6
4 2,0 29,3 29,9
5 - 36,6 19,3
Egyéb - 10,4 2,1
Chiorokin 2,0 76,4 50,4
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A szakaszos és folyamatos mdodban végrehajtott biomime-
tikus reakciok Osszehasonlitdsa érdekében meghataroztuk
az un. volumetrikus produktivitas (STY, Space Time Yield,
2. egyenlet) értékeket (4. tablazat).

4. tablazat. Kiilonb6z6 rendszerek termelékenységének
Osszehasonlitasa

Katalizator Reakcio megvalositas (m:T"Yh" )
HLM 0,32
RLM Szakaszos, heterogén 0,31
MLM 0,64

Homogén FeTPPS 184
Si-1-FeTPPS 296
Si-2-FeTPPS Szakaszos, heterogén 119
Si-3-FeTPPS 84
Si-1-FeTPPS 2309
Si-2-FeTPPS Folyamatos aramu, heterogén 88213
Si-3-FeTPPS 58193

A volumetrikus produktivitds megadja az egységnyi reak-
tortérfogatban (V, 1), egységnyi id6 alatt (t, h) eléallithato
termék tomegét (m,, mg).

STY (mg ' h")=m, V't' 2)

A 4. tablazat eredményei alapjan elmondhato, hogy a ho-
mogén ¢és heterogén szakaszos biomimetikus reakciok ter-
melékenysége dsszemérhetd, azonban legjobb a folyamatos
aramu rendszer két nagysagrenddel nagyobb értékkel ren-
delkezik, mint a legjobb szakaszos rendszer. Az in vitro,
heterogén fazisu, szakaszos, mikroszoma alapu rendszerek
rendelkeztek a legrosszabb hatékonysaggal, amely alata-
masztja a bevezetOben megfogalmazott gazdasagossagi
megfontolast, miszerint a biomimetikus rendszerek alkal-
masak nagyobb mennyiségli metabolit eldallitasara.

3. Osszefoglalas

Doktori munkam soran szintetikus metalloporfirin alapt,
heterogén biomimetikus oxidalé rendszerek fejlesztésével
foglalkoztam. A hordozos metalloporfirin katalizatorokat
folyamatos aramu rendszerekbe integralva gyogyszerhato-
anyagok oxidativ metabolitjait allitottuk elé egy lépésben,
kozvetleniil az anyavegyiiletbdl kiindulva. Ezen rendszerek
fejlesztése abbol a szempontbdl fontos, hogy a hagyoma-
nyos in vivo, illetve in vitro sejtes alapt rendszereket kiegé-
szitve segitséget nyujthatnak gyogyszerfejlesztés soran az
uj hatéanyagok tervezésében és optimalizalasaban, illetve
metabolitjainak eldrejelzésében és eldallitasaban.

Elséként a szintetikus eredetu metalloporfirint kovalens
¢és ionos kotéssel rogzitettiik kiilonbozé modon feliiletmo-
dositott, szilikaréteggel bevont magneses nanorészecskék
feliiletére. A feliilet fizikai-kémiai tulajdonsagait kiilonbo-
z0 inert csoportokkal modositottuk, melyek koziil egy op-

timalizacios kisérletsorozatban a metilcsoport bizonyult a
legjobbnak, igy a tovabbi reakcidokban a magneses nanoré-
szecske (MNP) alapt rendszerek esetében ezt alkalmaztuk.
Az MNP alapu rendszer miikddését szakaszos reakcioban
vizsgaltuk, valamint meghataroztuk az aktiv amino-, vala-
mint az inert metilcsoportok optimalis aranyat a hordozo
feliletén. Az optimalisnak talalt MNP-FeTPPS katalizatort
mikrochipreaktorba toltve/csapddzva amlodipin (1) folya-
matos aramu mikrofluidikai biomimetikus oxidacidjat vé-
geztiik el, egy olyan stabil, kis szubsztratigényli rendszert
létrehozva, amely megfeleld analitikai modszerrel integral-
va alkalmassa teheté akar uj, gyogyszerjelolt vegyiiletek
metabolitjainak eléallitasara és azonositasara.

Elészor rogzitettiink elektrosztatikus szalképzéssel készi-
tett politejsav alapti nanoszalas készitménybe szintetikus
metalloporfirint. Megallapitottuk, hogy 6nmagaban a nano-
szalas politejsav nem alkalmas a metalloporfirin megfeleld
visszatartasara, ezért MNP-hez rogzitve els6ként allitot-
tunk el szintetikus metalloporfirint tartalmazé nanosza-
las kompozit katalizatort, amely mar megfelelden képes a
katalizator rogzitésére. Amlodipin (1) biomimetikus oxida-
cidjaban optimalizaltuk a nanoszalas kompozit készitmény
va bebizonyitottuk, hogy az MNP tartalma formulalt PLA
készitmények jelentOsen javitjak a metalloporfirin katali-
zator katalitikus aktivitasat, amit a nanoszalas formula to-
vabb javitott. A katalizator aktivitasa mellett, a nanoszalas
formula az élettartamat is javitotta az MNP-hez rogzitett
metalloporfirin katalizatornak.

Aminocsoportokkal felilletmodositott szilika feliiletére
FeTPPS katalizatort rogzitettiink szakaszos és folyamatos
aramu koriilmények kozott. Amlodipin (1) és klorokin (3)
heterogén szakaszos és folyamatos lizemii biomimetikus
oxidacidjaban harom kiilonb6z6 hosszisagt linker moleku-
lat alkalmazva vizsgaltuk a szilard hordozo és az FeTPPS
porfirin katalizator tavolsdganak hatdsat a katalizator ak-
tivitdsara. Amlodipin (1) optimalizalt folyamatos aramu
porfirin katalizator élettartamat. Elmondhato, hogy élettar-
tamukat tekintve a kiilonb6z6 hosszusagi linkerek kozott
nem talaltunk érdemi kiilonbséget, valamint a rendszer
kelléen stabilnak bizonyult, mivel tobb mint 50 6ra utan
sem csokkent 1ényegesen az oszlopon mérheté konverzio.
A folyamatos aramu kisérleteket a korabban optimalisnak
talalt aramlasi sebesség €s oxidaloszer mennyiség alkal-
mazasaval végeztiik. A linkerhosszusagra vonatkozoan a
szakaszos razatott reakcioban amlodipin (1) esetében a ko-
zepes, mig klorokin (3) esetében a legrovidebb linker bizo-
nyult optimalisnak a biomimetikus transzformaciéban. A
folyamatos aramu reakcioban amlodipin (1) esetében nem
talaltunk 1ényeges kiilonbséget, mig a klorokin (3) esetében
a kozepes hosszusagu linker bizonyult optimalisnak a bio-
mimetikus oxidacios atalakulasra vonatkozoan.
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4. Kisérleti rész
4.1. Felhasznalt anyagok és vegyszerek

A kisérleteinkben  felhasznalt ~ N-(2-aminoetil)-3-
aminopropil-trimetoxiszilant (Si-2) a Merck Kft.-t6l
(Budapest, Magyarorszag) szereztik be. Amlodipin
(1), klorokin (3), terc-butil-hidroperoxid, tetraetoxiszi-
lan (TEOS), 3-aminopropil-trimetoxiszilan (Si-1), N'-[3-
(trimetoxiszilil)propil]-dietilén-triamin (Si-3) és a metil-tri-
metoxiszilant (MeTMOS) a Sigma-Aldrich Kft. (Budapest,
Magyarorszag) terméke volt. 5,10,15,20-tetrakisz-(4-szul-
foniloxifenil)vas(Il) porfirint (FETPPS) és 5,10,15,20-tet-
rakisz(2,3,4,5,6-pentafluorofenil)vas(Il) porfirint (FETPPF)
a Frontier Scientifictél (Logan, UT, USA) szereztiik be.
Desztillalt vizet Millipore (Bedforf, MA, USA) Milli-Q viz
tisztitoé rendszerrel allitottunk el és ezt hasznaltuk a vi-
zes oldatokhoz. Human, patkany és egér méj mikroszoma
Xenotech Llc. (Kansas City, USA) terméke volt.

4.2. Hatéanyagok metalloporfirin katalizalta
homogén szakaszos biomimetikus oxidacidja

Egy Eppendorf mikrocentrifuga csdbe bemértiik a megfe-
leld szubsztrat oldatat, majd oldoszer kiegészitést adtunk
hozza, tovabba metalloporfirin oldatot és az oxidaldszer
oldatat (/BuOOH) pipettaztunk hozza. Az elegyet ezt kove-
téen 1 dran at razattuk, majd HPLC-DAD-MS moédszerrel
elemeztiik.

4.3. Hatéanyagok rogzitett metalloporfirin
katalizalta heterogén szakaszos biomimetikus
oxidacidja

Eppendorf mikrocentrifuga csdvekbe bemértiink rogzi-
tett metalloporfirint tartalmaz6 MNP-t, rogzitett metal-
loporfirint tartalmazoé szilikat vagy metalloporfirint tar-
talmaz6 nanoszalas készitményt, majd ehhez a megfeleld
szubsztratok oldatat adtuk. A heterogén rendszert raza-
tassal vagy ultrahanggal diszpergaltuk. Az oldatot 1 ml-re
kiegészitettiik, majd a reakciot az oxidaloszer ((BuOOH, 5
molekvivalens a szubsztratok mennyiségére vonatkoztat-
va) hozzdadasaval inditottuk. A reakcidelegyeket 1 oran
at szobahdmérsékleten rdzzuk. Mintavétel utan HPLC-
DAD-MS vagy UV-vis spektrofotométerrel vizsgaltuk a
reakcioelegyeket.

4.4. Folyamatos aramu mikrofluidikai mikrochip-
reaktorban megvalésitott reakciok

A reaktor feltoltését és a mikrofluidikai biomimetikus oxi-
daciot egyarant a Magneflow rendszer alkalmazéasaval va-
l6sitottuk meg. A metalloporfirinnel boritott magneses na-
norészecskék szuszpenzidjat fecskendépumpa segitségével
aramoltattuk keresztiil a mikrofluidikai chipen. A reakcio-
kamrakban felhalmoz6dé hordozos katalizatorokat a kam-
rak alatt elhelyezkedd allandé magnesek tartottak helyhez
kotve. A katalizator agyon keresztiil fecskend6pumpa segit-
ségével a megfeleld szubsztrat torzsoldatat dramoltattunk

keresztiil, amely oxidaldszert is tartalmazott ((BuOOH 70
%-o0s vizes oldata, 5 ekvivalens a szubsztratokra vonatkoz-
tatva). A reakciot kiilonbozo aramlasi sebességek mellett
hajtottuk végre. Az egyensulyi koncentraciok beallta utan
mintat vettiink, amelyet feldolgozas nélkiil, kdzvetleniil
mértiink HPLC-DAD-MS technikaval.

4.5. Szubsztratok biomimetikus oxidacidja
folyamatos arami koriilmények kozott
mezoreaktorban

Oxidalészert (‘BuOOH, 2 molekvivalens) tartalmazé
szubsztrat oldatot aramoltattuk at a megfelelé szilikdhoz
(Si-1, Si-2 vagy Si-3) rogzitett FeTPPS katalizatorral toltott
reaktoron keresztiil. Mintat 20 perc elteltével 5 percen ke-
resztiil vettiink, és HPLC-DAD-MS modszerrel vizsgaltuk.
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Development of metalloporphyrin-based biomimetic oxidizing systems from carrier system to application

During my doctoral work, I focused on the development of syn-
thetic metalloporphyrin-based heterogeneous biomimetic oxida-
tion systems. By integrating carrier-supported metalloporphyrin
catalysts into continuous-flow systems, we produced oxidative
metabolites of pharmaceutical active ingredients in a single step,
directly starting from the parent compound. The development of
these systems is important as they can complement traditional in
vivo and in vitro cell-based systems, aiding in optimizing new
active ingredients and predicting or producing their metabolites
during drug development.

Initially, synthetic metalloporphyrin was covalently and ionically
attached to the surfaces of magnetic nanoparticles (MNPs) coated
with a silica layer that had been modified in various ways. The
surface’s physicochemical properties were altered using different
inert groups, among which the methyl group proved optimal in a
reaction optimization process. Therefore, this was used in subse-
quent reactions involving MNP-based systems. The MNP-based
system’s operation was studied in batch reactions, and the optimal
ratio of active amino groups to inert methyl groups on the carrier
surface was determined. The optimized MNP-FETPPS catalyst
was packed/trapped in a microchip reactor to perform the con-
tinuous-flow microfluidic biomimetic oxidation of amlodipine (1).
This resulted in a stable system with low substrate requirements
that, coupled with suitable analytical methods, could be used for
producing and identifying metabolites of new drug candidates.

For the first time, synthetic metalloporphyrin was incorporated
into a polylactic acid-based nanofiber matrix prepared via elec-
trospinning. It was found that polylactic acid nanofibers alone
could not sufficiently retain the metalloporphyrin. Therefore, by
attaching it to MNPs, we created the first synthetic metallopor-

phyrin-containing nanofiber composite catalyst, which was ef-
fective in securing the catalyst. In the biomimetic oxidation of
amlodipine (1), the MNP-FeTPPS content of the nanofiber com-
posite was optimized. Analyzing the polylactic acid formulation
demonstrated that MNP-containing formulated PLA significantly
enhanced the catalytic activity of the metalloporphyrin catalyst,
further improved by the nanofiber formulation. Besides increas-
ing catalytic activity, the nanofiber formulation also extended the
lifespan of the MNP-bound metalloporphyrin catalyst.

FeTPPS catalysts were immobilized on the surface of silica gel
modified with amino groups under batch and continuous-flow
conditions. During the heterogeneous batch and continuous bi-
omimetic oxidation of amlodipine (1) and chloroquine (3), the
effect of the distance between the solid support and the FETPPS
porphyrin catalyst on activity was examined using three linker
molecules of different lengths. In the optimized continuous-flow
biomimetic oxidation of amlodipine (1), the lifetime of the immo-
bilized metalloporphyrin catalyst was evaluated. It was observed
that there were no significant differences in lifespan among the
linkers of different lengths, and the system demonstrated ade-
quate stability, with no substantial decrease in column conver-
sion even after more than 50 hours. Continuous-flow experiments
were performed using the previously optimized flow rate and
oxidant quantity. Regarding linker length, in batch-shaken reac-
tions, the medium-length linker was optimal for amlodipine (1),
while the shortest linker was optimal for chloroquine (3) in bi-
omimetic transformations. In continuous-flow reactions, no sig-
nificant difference was observed for amlodipine (1), whereas the
medium-length linker was optimal for the biomimetic oxidation
of chloroquine (3).
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1. Bevezetés

A BME VBK Alkalmazott Biotechnologia ¢és
Elelmiszertudomanyi Tanszék Fermentacios Féliizemében
a korabbi gyakorlatnak megfelelden szerteagazo kutataso-
kat végziink, melyek k6z6s pontja az alkalmazott mikrobio-
logia, tehat a fermentacios eljarasokon alapuld folyamatok
vizsgalata és fejlesztése. Ebben a kéziratban 5 kiilonbozo
teriileten végzett kutatasainkrol adunk atfogd képet.

2. Eheto és gyogygombak (bio)technolégiaja

Els6é hallasra bizarr lehet a kalapos gombak szubmerz
(szuszpenzids) fermentécioja, hiszen a természetben a kala-
pos gombak egészen eltérd koriilmények kozott noveked-
nek a fermentorokhoz képest, s ezek a kdriilmények jobban
hasonlitanak a szilard fazisa fermentacidokhoz, mint a szub-
merzhez. Utobbi elényei azonban megteremtik az igényt
arra, hogy a nehezebben kontrolalhatd, sok kézi munkaerdt
igényld, olykor inhomogén szilardfazist fermentacio helyett
kevert/levegdztetett reaktorban mért és/vagy szabalyozott
pH, hémérséklet és oldott oxigén koncentraciéo mellett vé-
gezziik a Basidomycetak tenyésztését. Ennek 2 példajat az
alabbi fejezetekben mutatjuk be.

2.1. Agaricus bisporus szubmerz fermentaciéja

A csiperke gomba a legnagyobb tomegben termesztett
csemege gomba [1], amely sajnos viszonylag hosszu term-
esztési idoigénnyel rendelkezik: a komposzt és gombacsi-
ra készités, az agyazas (inokualas), az atszovetés, a taka-
ras és végil az aratas dsszesen akar 110 napig is eltarthat.
Felmeriilt, hogy gyorsithato e a termesztés, ha szubmerz
modon eldallitott gombapeleltekkel indul az atszove-
tés, amihez a mi feladatunk ezen pelletek eldallitasa volt.
Korabbi szakdolgozatok és diplomaunkak soran kidolgo-
zasra keriilt a Petri-csészére torténd gomba izolalas, gomba
fenntartas és fermentacios oltébanyag (inokulum) készités,
A hasznalt kukoricalekvar és szojaliszt alapu tapkozeg jol
iilepedett, és gyakran a gomba kitapaddsadhoz vezetett, igy
szamos bioreaktor kialakitas utdn (magnes keverés CSTR,
labor air-lift, pilot air lift stb.) a klasszikus keverds reaktor

*  Németh Aron. Tel.: 436 1 463 2693; e-mail: naron@f-labor.mkt.bme.hu

tlint a legjobbnak. Ugyanakkor, a komplex tapkoézeg okozta
konnyi befertézodést, és a Rushton-turbina keveré okozta
nyiro stresszt is orvosolni kellett. E16bbi érdekében szamos
antibiotikumra teszteltiik, melyek képesek a Garm — és +
fertézéseket ugy tavoltartani, hogy kdzben a gomba fejlédé-
sét nem akadalyozzak. A nyir6 stressz kikiiszobolésére kii-
16nb6z6 tipust keverdket és kombinacidjukat alkalmaztuk
20L Iéptékig. Bar az elefantfiil keverd és analogja a szeg-
mens keverd kedvezd a nyirds szempontjabol, kedvezdtlen-
nek bizonyultak a falnévekedés (kitapadas) szempontjabol.
A 3-lapatos szegmens ¢és Rushton turbina kombindcidja
mellett legsikeresebben egy specialis 2 lapatos lapatkeve-
rét tudtuk alkalmazni, amelynél a lapatok nem kozvetleniil
a tengelyre, hanem tavtartokra vannak hegesztve, a ten-
gelyhez képest 45°, egymashoz viszonyitva 90°ban vannak
megdontve, ezzel lehetdvé téve az enyhe radialis és axialis
keverést is, minimalizalva a nyirderét, de megakadalyoz-
va az llepedést. Indikatornak a kapott pelletek barnulasat
hasznalhattuk, mivel a stresszhatdsara a gomba melanint
termel. A specialis lapatkeverd esetén nem tapasztaltunk
szinvaltozast, és a kapott gomba pellettel termétest képzési
kisérletet végezve 28 nap utan megjelentek az elsé kalapos
gomba kezdemények, tehat Gigy tlinik, jelentdsen sikeriilt a
termesztési idot csokkenteni.

1. abra. Vizsgalt bioreaktor-keverdtipusok Basidomycetdik
fermentacidjaban: A) elefant-fiil, B) Rushton turbina, C) 3-lapatos
szegmens, D) 2-lapatos lapat keverd

131. évfolyam, 2-4. szam, 2025.


mailto:naron@f-labor.mkt.bme.hu
https://doi.org/10.24100/MKF.2025.02-04.91

92 Magyar Kémiai Folydirat

2.2. Trammetes versicolor szubmerz fermentacidja

A Lepketapl6 gomba a fak szdran n6vo, szaprofita életmodot
folytaté gombak kozé tartozik, bar vannak szivacsos szer-
kezetli taplofelék, a megszaradt Lepketaplo igen kemény.
Mivel Azsiaban évezredek 6ta gydgyhatésairél (pl.: robora-
16 étrendkiegészité, immunmodulald, utobbi idében tumor
terapiak étrendkiegészitdje) ismert gombaként tartjak sza-
mon, ¢és a gyogyhatasért részben az apolaros spiroxanok,
szeszkviterpénetk és flavonoidok a felelsek, de a féhatast
a polaros bétagliikanoknak tulajdonitjak, feladatunk volt
annak vizsgalata, hogy utobbiakat a szaritott gombabdl,
vagy a szubmerz fermentaciobol érdemes inkabb kinyerni
Osszehasonlitva a kereskedelmi gombaporral. Az elsé ki-
sérletek azt mutattdk, hogy a szaritott gomba termdtestbol
kozel kétszeres mennyiségli vizben oldhat6, de alkohollal
kicsap6do poliszaharidot tudunk kinyerni. Szintén megal-
lapitast nyert, hogy a fermentaciok pelletes morfologiaval
zajlanak, ennek megfeleléen a behuzott fald Erlenmeyer
lombikok a preferaltak. A fermentaciokat kovetden a ter-
melt intra-, és extracelluldris B-glilkanokat a Megazyme
enzimes ¢leszt6-f-glikan tartalom mérd kit-jével megha-
taroztuk, és minden esetben a fermentlébe szekretalt ext-
racellularis termék mennyiség dominalt. Az 6ssz b-gliikan
tekintetében a pH=4-es koriilmény és a 3-lapatos szegmens
keverd kedvezett 10L pilot térfogatban (20%). Szubsztrat
gatlast nem, de termék inhibiciot talaltunk: kezdeti p-glii-
kan hozzaadasaval jelentésen csdkkent a novekedési sebes-
ség, és megnott a fermentacios ido (2. abra).
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2. abra: Tversicolor ndvekedési és sebesség fliggvényei az idében
(fekete-kontroll, piros-350mg/L kezdeti B-glitkannal)

A termeék B-gliikan és a pelletek olyan gél-t képeztek, amely
areologiai és anyagatadasi viszonyokat is korlatozta, mivel
a tenyésztések soran a latszoélagos viszkozitas értéke kozel
hatszorosara emelkedett.

Osszefoglalva elmondhatd, hogy mindkét bemutatott
Basidomyceta szuszpenzids fermetnacidja eredményes
volt, a Csiperke esetében sikeriil réviditeni a gombaterm-
esztés idejét a szamos technikai nehézség lekiizdése utan,
mig a Lepketaplo esetében tovabbi optimalassal a szubmerz
fermemtacids eljaras versenyképessé tehetd a szaritott ter-
métest extrakcidjaval.

3. Ciklodextrinek hatasa a biodetergens fermentaciora

Kutatécsoportunkban korabbi sikeres doktori kutatas [3]
soran kezdtiink el foglalkozni a Bacillus-ok biodetergens
termeld képességének vizsgalataval és fejlesztésével. Ebben

az Osszefoglaloban egy tjabb doktori kutatas részeredmé-
nyeit szeretnénk bemutatni B. subtilis baktériummal ter-
melt surfactin biodetergens témajaban.

Bar a biodetergensek eldszeretettel keriilnek alkalmazasra
kiilonboz6 teriileteken a biodegradalhatosaguk és jo emul-
zifikalo képességiik miatt, a mikrobialis fermentacios eléal-
litasuk koltséges, és alacsony hozamu. Hipotézisiink emiatt
arra iranyult, hogy ha a termék molekulat ciklodextrinek-
el™ (CD) csapdazhatnank, akkor talan azok kedvezdtlen
hatésa csokkenne a termeld torzsre, €s igy az tobbet is tud-
na termelni. A 3. abran lathat6 annak a razatott lombikos
kisérletnek az eredménye, amelyben ciklodextrin nélkiili
tenyészet novekedését és termékképzddését (savas kicsa-
passal kinyert, kozombdsitett, liofilezett porformaji termék
mennyiségét) hasonlitjuk 4 kiilonb6z6 ciklodextrinnel kii-
I6n-kiilon kiegészitett tenyészetek atlagos (3-3 ismétléssel)
sejtnovekedéséhez €s termékképzéséhez.

3
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3. abra: B.subtilis névekedése ¢s biodetergens képzése ciklodextrinek
jelenlétében (ACD — a-ciklodextrin, BCD — B-ciklodextrin,
GCD - y-ciklodextrin, DIMEB — DiMetil-Beta-ciklodextrin

Megallapithatd, hogy a ndvekvé CD molekula belsé atmé-
rével egyre kevesebb sejtet kaptunk és egyre kevesebb ter-
méket, azaz csak a kis porusméretii a-CD tudta a surfactin
biodetergens molekulat hatékonyan csapdazni, a nagyobb
B-CD és y-CD nem. Erdekes, hogy a leghatékonyabbnak a
DIMEB bizonyult feltehetden azért, mert a gliikoéz egysé-
gek metilcsoportjai is a belsé apolaris zseb felé fordultak,
csokkentve ezzel annak belsé atmérdjét oly mértékben,
hogy még az a-CD-nél is tobb termék képzése valt lehe-
tove, illetve a kontrollhoz képest is 40%-kal tobb termék
képzodott.

4. Yarrowia divulgata alapu biofinomito

4.1. Bevezetés

A Yarrowia lipolytica hasznalata széles korben elterjedt
a biotechnologiaban, kihasznalva széles bontasi képessé-

** A cikodextrinek olyan gliikozbol felépiil természetes oligoszahari-
dok, amelyek kiilseje a gytirtizarédas utan a hidroxilcsoportok kovet-
keztében polaris, belso része pedig apolaris jellegil, igy az apolaris
vagy hidrofob és remélhetdleg az amfipatikus molekulakat is képes
magabazarni.
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g6t és termékspektrumat. Az elsé felhasznalas az 1960-as
évekre vezethetd vissza, amikor egysejt fehérje (SCP) el6-
allitasara hasznaltak n-alkdnokat alkalmazva szubsztrat-
ként [8]. Tobb irodalom is azt mutatja, hogy a Yarrowia li-
polytica képes eritrit és mannit eldallitasara fermentacios
uton [9-11]. A Y. lipolytica novekedését és az altala kiva-
lasztott kiilonb6z6 metabolitok mennyiségét és mindségét
kiilonbozd kornyezeti tényezdk befolyasoljak. A kornye-
zeti feltételek, nevezetesen a fizikai-kémiai viszonyok
(pH, hdmérséklet, oldott oxigénkoncentracio és ozmotikus
stressz), mechanikai viszonyok (keverési sebesség és nyo-
mas), valamint a tdpanyagok (szén- és nitrogénforrasok és
fémionok) hatassal vannak a morfologiara és a termékkép-
zO8désre (enzimek, citromsav és lipid) [12]. A Y. lipolytica
szigoruan aerob mikroorganizmus. Az egyik legfonto-
sabb az oxigén mennyisége, amely fontos szerepet jatszik
a mikroorganizmus novekedésében, ezért a levegdztetés
elengedhetetlen a nagy novekedési sebességhez [13]. Az
alabbiakban a Y. lipolytica termékei koziil azt a 3-at mu-
tatjuk be, amelyek eléallitasara fokuszaltunk. 1.) Néhany
torzsfejlesztési tanulmanyban elkezdték vizsgalni a torzs
azon képességét, hogy glicerin szénforras felhasznalasa-
val eritritet allitson eld [14-15]. Az eritrit (C,H,,0,) egy
természetben eléforduld 4 szénatomos cukoralkohol, mas
néven poliol, amelyet széles korben hasznalnak az élelmi-
szeriparban, féleg édesitdszerként [16]. Az eritrit 60-70%-
ban olyan édes, mint az asztali szachardz, mégis nagyon
alacsony a kaldriaértéke (0,2 kcal/g), nincs hatassal az
emberi vércukorszintre és nem okoz fogszuvasodast [17].
Az ipari felhasznalasra szant eritritet mikrobialis modsze-
rekkel allitjak eld, elsdsorban ozmofil élesztok (Moniliella
pollinis, Trichosporonoides megachiliensis ¢s Y. lipolyti-
ca) és néhany baktérium (Oenococcus oeni, Leuconostoc
mesenteroides és Lactobacillus sanfranciscensis) felhasz-
nalasaval [18]. 2) A bioemulgealoszerek olyan biologiai
molekulak, amelyek feliiletaktiv tulajdonsagai hasonldéak
a jol ismert szintetikus feliiletaktiv anyagokhoz, de ezek
mikrobidlis eredettiek [19]. 3) A Yarrowia lipolytica fer-
mentacios lizatum, amely a fermentacio soran termeltetett
sejtek lizise utan kapott termék, a kozmetikai 6sszetevok
adatbazisaban (Cosing) bérkondicionalo szerként szere-
pel. Kutatasainkhoz a Y. lipolytica kozeli rokonat, a Y. di-
vulgata-t kivantuk felhasznalni, amely az eritrit termelés
szempontjabdl eldkisérletekben a természetes (non GMO)
Y.lipolytica-hoz hasonldan jol teljesitett.

4.2. Anyagok és modszerek

A kutatomunkahoz a kovetkezd tOrzseket hasznaltuk:
Yarrowia divulgata NCAIM 1485.

Eritrit fermentacio:

Inokulum [20]: Glicerin 50 g/1, Elesztékivonat 3 g/1, Malata
kivonat 3 g/l, Pepton 5 g/l. Az inokulumot 25°C, 200 rpm
fordulatszamon 3 napig ndovesztettiik, 250 ml-es lombikban
25 ml-t készitettiink, késébb 500 ml-es lombikban 50 ml-t
rdzatva.

Behiizott lombik tapkézege [21]: Glicerin 150 g/I; NH,Cl
4,56 g/I; MgSO, x 7 H,0 1 g/I; Elesztékivonat 1 g/I; CuSO,
0.7 x 102 g/1; MnSO, x H,0 32.6 x 107 g/1; KH,PO, 97.8 g/1.
25°C, 200 rpm fordulatszamon inkubaltuk. Alkalmaztunk
500 ml-es és 750 ml-es lombikokat, melyekben 50 ml vala-
mint 75 ml fermentlé volt, 10% inokulalas mellett.

Analitikai mérések

Eritrit fermentacio soran 1 ml mintat vettiink a lombikok-
bol, melybdl mértiik az optikai denzitast (600nm), ozmola-
ritast, valamint HPLC-re készitettiik el a mintakat. Az oz-
molaritas méréshez 60 pl feliiliszot hasznaltunk (Gonotec
Osmomat 3000) krioszkopikus ozmométerrel.

Hidrataciés mérések

A bérhidrataciés méréseket Multi Dermascope MDS 800
corneometer szenzoraval végeztiik, mely kapacitancia el-
vén képes a bor viztartalmat meghatarozni [22]. A sejtkivo-

nat készitéshez a sejteket fagyasztas-felolvasztassal tartuk
fel.

Emulzifikacios index mérés

Az eritrit fermentacié soran a sejtmentes feliiluszot hasz-
naltuk emulzifikacios index méréshez, ahol 2 ml feliiluszo-
hoz 2 ml napraforgoolajat pipettaztunk, majd 2 percig vor-
texeltiik. A szamitashoz a kdvetkez6 egyenletet hasznaltuk:

El, = (H,/H,) x 100

ahol He az emulzi6 magassaga, Ht a csoben 1évo folyadék
teljes magassaga. A csoveket 25 °C-on inkubaltuk 1 napig.
Az emulzifikacios indexet (E1%) 1 6ra elteltével, és 24 6ra
elteltével (E124%) hataroztuk meg [23].

4.3. Eredmények és értékelésiik

A Y. divulgata az optimalizalas utan elérheti a mostanaban
hasznalt torzsek eredményét eritrit tekintetében. Az eritrit
O6nmagaban torténd felhasznalasa mellett nagyobb érdek-
16désre és megvalosithatosagra tarthat szamot a fermentlé
komplex hasznositasa ugymint bioemulgealdé agens és az
elvalasztott sejtek alkalmazasa kozmetikumokhoz.

Behuzott lombik

A normal lombikban végzett fermentacié soran 14,5 g/l
eritrit keletkezett, ami 10 nap alatt 34,5%-o0s hozamot
eredményezett, mivel 105,7g/L glicerin megmaradt. Tehat
a glicerint a tdrzs nem hasznositotta jol ezen fermentécio
soran a 10 nap alatt sem. A nagyobb eritrit hozam eléré-
se érdekében a fokozott levegdztetés hatasat vizsgaltuk az
eritrit termelésre behtizott lombikokban. A behtzott lom-
bikba elért hozam statisztikailag nem kiilonbozott szignfi-
kansan az Erlenmeyer lombikos eredménytdl, azonban a
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végso eritrit koncentracid jelentésen magasabb volt, ami a
behuzott lombik magasabb levegdztetésével magyarazha-
t6. A behuzott lombikban elért eredmények: Az 500 ml-es
behuzott lombikban a 3 ismétlés soran atlagosan 44,14+1
g/l eritrit, a 750 ml-es behuzott lombikban 42,42+5,08 g/1
eritrit keletkezett. A fermentaciok atlagos hozama a harom
ismétlésben 26,43%=+3,37 volt az 500 ml-es lombikok eseté-
ben és 27,74%=7,71 a 750 ml-es lombikok esetében. A paros
t-proba p-értéke 0,842132 volt, tehat nem volt szignifikans
kiilonbség a kiilonb6z6 lombikméretekben végzett fermen-
taciok hozamaban. A termelékenység atlagosan 0,19+0,03
(g/L)/ora volt az 500 ml-es lombikokban végzett fermenta-
ciok esetében, és 0,19+0,02 (g/L)/6ra a 750 ml-es lombikok-
ban végzett fermentéciok esetében [21]. Az eredmények a 4.
abran vannak dsszefoglalva.
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4.4bra. Yarrowia fermentéaciok eredményei
Hidrataltsag mérés eredményei

A vizsgalt lizdtumok minden esetben novelték a bor
hidrataltsagat, az 500 ml-es behuzott lombik eseté-
ben 9,11+5,47%-kal, a 750 ml-es lombik esetében pedig
11,86+£6,25%-kal. A két féle behuizott lombik kozott nem
volt szignifikans kiilonbség (p=0,613744).

Emulzifikacios index mérés

Szamos tanulmany kimutatta a Yarrowia lipolytica altal
termelt emulzifikalo képességét, ezért minden Y. divulga-
ta fermentacid végén megmeértiik a feliilisz6 emulzids in-
dexét. Az emulzifikacids index hatarozza meg egy moleku-
la szénhidrogének emulgealasara valo képességét, €s ahhoz,
hogy hatékony emulgealonak tekinthessiik, a molekulanak
24 6ras nyugalmi allapot utan is meg kell tartania legalabb
50%-os emulzifikacids indexet. [24]. Az emulgealasi index
mérését a behuzott lombikok esetében elvégeztiik, és ered-
ményil az EI124 53,63+1,85% az 500 ml-es lombikok eseté-
ben és 55,58+6,76% a 750 ml-es lombikok esetében. Mivel
24 ora elteltével mindegyik 50% felett maradt, mindegyik
stabil emulziét eredményezett.

4.4. Osszegzés

Osszeségében a Yarrowia divulgata 1485- 6s torzs eseté-
ben a levegdztetés pozitiv hatdssal volt az eritrit termelés-
re. Erlenmeyer lombikban végzett fermentaciohoz képest
33%-kal magasabb eritrit koncentraciot sikeriilt elérni. A
hidrataltsag mérés soran mindegyik esetben novelte a bor
hidrataltsagat a készitmény. Az emulzifikacids index mé-
rés sordn 24 ora elteltével is 50% felett maradt az emulzio
aranya, igy megallapithat6, hogy hatékony bioemulgea-
loszert termelt a fermentacid soran. Mindezen kisérletek
lehet6vé teszik, hogy Y.divulgata élesztd alkalmazasaval
egy fermentacié eredményét (fermentlevét) minél teljes-
koriibben feldolgozzuk (biofinomitd elv), és beldle a leg-
tobb nagy hozzaadott értéki terméket eldallitva javitsuk a
gazdasagossagot.

5. Alginit asvany hatasa probiotikumok eléallitasara

Doktori munka keretében vizsgaljuk az alginit hatasat
probiotikus fermentaciokra és azok lehetséges kozmeti-
kai alkalmazasaira, igéretes eredményeket és 0j kutatasi
irdnyokat feltarva. Az alginit-kiegészités kovetkezetesen
jelentds pozitiv hatast mutatott a probiotikus baktériumok
ndvekedésére €s biomassza-termelésére kiillonbdzo torzsek
esetében [25]. Tobbféle mérési technika, beleértve a sejt
szarazanyag-tartalmat (CDW), a telepképzé egységeket
(CFU) és az online kapacitason alapuld éI6 sejt szenzoro-
kat, megerdsitette, hogy az alginittel kiegészitett tenyésze-
tek 1,5-2-szer nagyobb sejtszamot érnek el az alginitmentes
tenyészetekhez képest. Fentieken tul a fajlagos novekedési
sebesség €s a szarazanyag-tartalom is jelentdsen névekedett
a fermentaci6 soran, egy tanulmany szerint a fajlagos no-
vekedési sebesség haromszorosara nétt 0,60-rol 1,91 1/h-ra,
mig a szdrazanyag-tartalom megduplazodott 1,6-rol 3,3 g/1-
re alginit jelenlétében.

Ezek az eredmények fontos kovetkezményekkel jarnak a
probiotikus biomassza hatékony termelésére nézve, poten-
cialisan koltséghatékonyabb gyartasi folyamatokhoz ve-
zetve. A fokozott ndvekedés és a kozmetikai hatékonysag
kozotti osszefiiggés azonban dsszetett képet mutat, amely
tovabbi vizsgalatokat igényel. Mig a Limosilactobacillus
reuteri és Bifidobacterium adolescentis alginittel dusitott
fermentumai igéretesek barnitokrémekben valé felhasz-
nalasra a késébb elvégzendd bortoxicitasi tesztek fliggvé-
nyében, addig a Lactobacillus paracasei fermentumokkal
végzett tanulmanyunk kimagaslé eredményeket mutatott
a bor nedvesitd tesztekben. A varakozasokkal ellentétben
az alginitmentes fermentumok feliilmultak az alginit-tar-
talmuakat, 13,9%, illetve 8,1%-o0s hidratalasi szintekkel
[26].

E kiilonbség ellenére az alginittel dusitott probiotikus fer-
mentumok kozmetikai alkalmazasokban rejlé potencialja
tovabbra is jelentds. Ezek az Osszetevok fenntarthatoak,
kornyezetbaratok és rendkiviil hatékonyak, 6sszhangban a
fogyasztok novekvo igényével a természetes és kornyezet-
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tudatos bdrapolasi termékek irant. A probiotikumok €s az
alginit kombindcidja ujszerti megkozelitést kinal olyan koz-
metikai Osszetevok létrehozasara, amelyek a hidratalason
tul tobbféle elonyt nytjthatnak.

A jovobeli kutatasi iranyok kozé tartozik az alginit-tartal-
mu fermentalt taplevek hatasainak vizsgalata egyéb eszté-
tikai szempontokra, mint példaul az antioxidans tulajdon-
sagok, a borfehérités és a hialuronidaz-gatlas. Az alginittel
dusitott probiotikus fermentumokat tartalmazé kozmetikai
termékek idealis Osszetételének és adagolasi utasitasainak
kidolgozasa kulcsfontossagi lesz ezen innovativ dsszetevok
teljes potencialjanak kiaknazasahoz.

6. Mikroalgak alkalmazasanak vizsgalata
hulladékvizeken

Korabbi kisérleteink soran foglalkoztunk mikroalgak te-
nyészési koriilményeinek, mint példaul a megvilagitas
szinének vagy intenzitasanak optimalasaval, tapkozegek
Osszehasonlitasaval, valamint kitapadasi vizsgalatokkal
is. A vizsgalatokba bevont fajok kozott foként édesvizi
egysejtlt Chlorella vulgaris-okkal dolgoztunk, de foly-
tattunk vizsgéalatokat sos vizi, fonalas- és kovaalgakkal
egyarant. Az autotrof médon lassan novekvd algak nagy
ateresztoképességii (high-throughput) vizsgalatahoz egy
24 cellas mikrotiter lemez megvilagito egységet fejlesztet-
tlink [27]. Az ut6bbi idékben az algakkal kapcsolatban az
ipari hulladékok felhasznaldsa és a cirkularis gazdasagba
valé integralasuk keriilt el6térbe. Elsésorban hulladékvi-
zek, hulladékho és a keletkezd szén-dioxid felhasznalas
az, amiben az algak hasznosan tudjak csokkenteni a kibo-
csajtast, mikdzben értékes 0j termékeket tudnak eldallita-
ni. Biogaz iizemek esetében mindegyik felsorolt mellék-
termék megjelenik, igy az utdbbi évek kutatasaiban nagy
szerepet jatszik a biogdz izem hulladékvizének algakkal
torténd ujrahasznositasa.

Kisérleteinket 1,5 mL téfogatii microplate lemezen, lom-
bikban és kevertetett bioreaktorban végeztiik el. Az 5. ab-
ran a microplate kisérlet szkennelt kezdeti és végsd képét
mutatajuk be, ahol a felsé 4 cellasor a kezdeti, az alsé 4
a végso képet mutatjak. Jol lathatd, hogy minden 4. sor a
parhuzamos kontroll mintak egységes cellait tartalmazta,
felettiik balrdl jobbra a ndvekvo aranyban (5-50 %) bekevert
csurgalékvizen novesztett alga nvekményét mutatja. A vi-
lagos zold az indulaskori kisebb algakoncentraciot, a sotét
z0ld a leallaskori toményebb algaszuszpenzioét mutatja. Az
is lathato, ahogy a novekvé hulladékviz egyre barnabbra
szinezte a tenyészeteket.

" 00000000000H
0000000000006
9900000000
000000000000

5. abra. Alganovekedés biogaz hulladékvizen, A) indulaskor,
B) leallaskor

B)

Vizsgalatainkban kitértiink a kiilonb6z6 fajok screening
vizsgalatara, majd a kivalasztott izolatummal tovabbi ki-
sérleteket végeztiink annak érdekében, hogy kideritsiik,
mekkora koncentracié az, amit az algak el tudnak viselni
¢és képesek minimalis higitassal szaporodni a hulladékvi-
zen. A kapott vizmintdk lebegd anyag tartalmat jellemzden
le kellett csokkenteni, hogy a novekedés detektalasa és a
monitorozas kivitlezhetd legyen. Azt tapasztaltuk, hogy a
tenyészetek akar 50% hulladékviz koncentracidé mellett is
képesek voltak szaporodni. A kisérletek soran megfigyel-
hettiik a koncentracioval 6sszefiiggd sejtméret valtozasokat
is, miszerint nagyobb hulladékviz koncentracional a sejtek
kisebb mérettiek voltak, mint alacsony koncentracio eseté-
ben azonos megvilagitas mellett. A hulladékvizen eldalli-
tott algak a N,P eltavolitas mellett a karbonfixacioval (CO2
megkdtés) olyan értékes biomasszat allitottak eld, amelybdl
energia és/vagy polimerek allithatdak eld.

7. Osszefoglalas, konklazio

A bemutatott 5 teriilet taldn ravilagitott arra, hogy a bakté-
riumok, élesztok, gombak ¢és algak altal termelt termékek
eléallitasahoz ugy a mérndki, mint a bioldgiai ismeretkere
sziikség van, €s a technologizalasnak a pilot [épték kisér-
letezés is része kell legyen, amelyekhez kutatd csoportunk
human er6forrassal és eszkozeivel tud hozzajarulni sajat és
kollaboracios kutatasi munkak soran.
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Applied Microbiological Research in the Fermentation Pilot Plant

In the Fermentation Plant of the Department of Applied
Biotechnology and Food Science of the BME VBK, we carry out
diverse research in accordance with previous practice, the com-
mon point of which is applied microbiology, i.e. the examination
and development of processes based on fermentation. In this man-
uscript, we provide a comprehensive overview of our research in
5 different areas.

We have shown that by reducing shear forces (with the appropri-
ate type of impeller), the mushroom submerged fermentation can
also be successfully implemented and enhanced. We also men-
tioned that the Yarrowia species we examined is a valuable cos-
metic ingredient (skin moisturizer) and biodetergent producer in

addition to erythritol production. We have shown how bacterial
biodetergent production can be enhanced with cyclodextrins. We
have also demonstrated the positive effects of the alginate miner-
al on probiotic cultures. Finally, we have also shown our results
achieved with the use of wastewater in microalgae cultures.

With the 5 presented biotechnology areas, we wanted to highlight
that microbial (fungi, yeast bacteria, algae)-based developments
require biological, engineering and technological knowledge at
the same time, and sometimes pilot-scale experiments are una-
voidable, in which our research group has been active for nearly
40 years.
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Sokszinu koronaéter-kutatas egy ,,Sziirke” laborban

— Valogatas a Szupramolekularis Kémia Kutatocsoport utobbi néhany évben elért eredményeibdl —

KISFALUDI Péter,* JAVOR Balint,* ADAM Balint Arpad,” VEZSE Panna,*
SZABO-SZENTJOBI Hajnalka,” SZEMENY EI Baldzs," GOLCS Adam,*> MOCZAR Ildiké,*
TOTH Tiinde,* HUSZTHY Péter **

“ Szerves Kemia és Technologia Tanszék, Vegyészmérnoki és Biomérnoki Kar, Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi
Egyetem, Miiegyetem rkp. 3., 1111 Budapest, Magyarorszag
b Gyogyszerészeti Intézet, Semmelweis Egyetem, Hégyes Endre utca 9., 1092 Budapest, Magyarorszag
¢ Farmakologiai és Gyogyszerkutatds-fejlesztési Kozpont, Semmelweis Egyetem, UlISi it 26., 1085 Budapest, Magyarorszag
4 HUN-REN Energiatudomdnyi Kutatokozpont, Konkoly-Thege Miklos ut 29-33., 1121 Budapest, Magyarorszdg

1. Bevezetés

Jelenlegi laboratériumunk elnevezése ,,Sziirke Labornak™
Zemplén Géza professzor tanszékvezetésének idejére nyu-
lik vissza. Zemplén professzor, a BME Szerves Kémia
Tanszékének megalapitdja és elsé tanszékvezetdje a szén-
hidratok kutatasan kiviil nagyon fontosnak tartotta a fI-
avonoidkémia miivelését is, és megbizta Farkas Lorand
professzort egy ezzel a témaval foglalkozo kutatdcsoport
létrehozasaval2. A Flavonoidkémiai Kutatocsoport az
1950-es évektdl kezdddden a Sziirke Laborban fejtette ki
igen sikeres tevékenységét. Sikereik koziil kiemelend6 egy
csontritkulas ellen gyogyszerré kifejlesztett készitmény, az
Osten® (Ipriflavon, Osteochin) el8allitasa.

A Sziirke Labor a nevét onnan kapta, hogy a butorok és
berendezések legnagyobb része sziirke szinii volt.

Az 1990-es évek elején a Flavonoidkémiai Kutatdcsoport
szamos tagja mas helyen folytatta munkajat. Ekkor indult a
Sziirke Laborban egy 11j kutatasi irany a szupramolekularis
kémia teriiletén: a koronaéter-tipusit makrociklusok szinté-
zise, molekularis felismeroképessége és alkalmazasa®.

Ezen kutatasok nemcsak szerteagazo voltuk miatt, de a ve-
gyliletek eltérd szine okan is tekinthetdk sokszintinek.

A jelen kozlemény a Sziirke Laborban miikodo
Szupramolekularis Kémia Kutatocsoport utobbi néhany
évben folytatott kutatasaibol egy valogatast kivan bemu-
tatni. A szerz6k harom f6 témateriileten elért eredmé-
nyeiket ismertetik, természetesen nem a teljesség igényé-
vel: 1)) Piridinegységet tartalmazé makrociklusok. 2.)
Akridin- és akridonegységet tartalmazo makrociklusok. 3.)
Foszforatomot tartalmazo makrociklusok.

*  Tel.: 436 1 463 2111; e-mail: huszthy.peter@vbk.bme.hu

2. Piridinegységet tartalmazé makrociklusok

Kutatécsoportunkban piridinegységet tartalmazé korona-
éterek szintézisével és vizsgalataval is foglalkozunk. Tébb
kiralis piridino-18-korona-6-étert allitottunk eld, amelyek
a kiralitascentrumokon metil- vagy izobutil- vagy ferc-bu-
tilcsoportokat, valamint a piridingytrti 4-es helyzetében
kiilonféle szubsztituenseket tartalmaznak.

2.1. Egy piridinegységet tartalmazo6 koronaéterek

Egyik kutatasi iranyunk volt a piridingylrt 4-es helyzeté-
ben kiilonb6z6 elektronikus hatast (dimetilamino, metoxi,
fenil, hidrogén, klor, ciano és metanszulfonil) egységeket
tartalmazd piridino-18-korona-6-éterek ((S,S)-1-(S,S)-7)
eloallitasa, amelyek a kiralitascentrumokon metilcsopor-
tokat hordoznak. Az (S,S)-4 szubsztitualatlan koronaétert®,
valamint az (S,S5)-5 klor’- és az (S,S)-2 metoxi®-szarmazé-
kokat kutatocsoportunkban mar korabban eldallitottak, mig
az (S,5)-1 dimetilamino-, az (S,5)-3 fenil- és az (S,5)-7 me-
tanszulfonil-csoportokat tartalmazokat els6ként allitottuk
el, az (S,5)-6 cianoszarmazék’ elballitasara pedig Gj szin-
tézisutat dolgoztunk ki®, utdbbi esetben Kolldr Ldszléval
és Takdcs Attilaval egyiittmikodve (1. Abra). Vizsgaltuk
a szubsztituensek hatasat az enantiomerfelismerd-képes-
ségre. Biczok Laszloval és Miskolczy Zsomborral egyiitt-
mikodve izotermalis titralasos kalorimetridval, acetonitril
oldoszerben meghataroztuk a kiralis primer ammonium-
sokkal (PEA és NEA, 2. Abra) képzett komplexeik sta-
bilitasi allandoit, és a komplexképzddés entalpia- és ent-
ropiavaltozasat. A szubsztituens elektronszivo hatasanak
ndvekedésével a komplexstabilitasi allandok csokkentek,
ahogy a gazda- és a vendégmolekula k6zotti hidrogénko-
tések gyengébbek lettek. A korabbi vizsgalatoknal mar
tapasztalt heterokiralis preferencidt szamszertsité AlogK
érték a PEA (1-feniletil-amin—hidrogén-perklorat) esetében
csokkent, a NEA (1-(naftalin-1-il)etil-amin—hidrogén-per-
klorat) esetében nétt, amennyiben a piridingyftirii 4-es hely-
zetli csoportjat elektronszivo csoportra cseréltiik, felteheto-
en a 1—m kolesonhatas novekedése miatt a NEA esetében®.
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Q= {—NMe, (5,51 Q= 3—CN (S,S)-6
$-OMe (S,9)2 $-S0,Me  (S,9)-7
$—Ph (5,53 | (S.5)-8
$—H (S,S)-4 Ny (S,5)-9
i—cl (595 $—=——H (5,9)-10

1. Abra. A piridingyirii 4-es helyzetében kiilénb6z8 csoportokkal szubsztitualt, a kiralitiscentrumokon metilcsoportokat tartalmazo
enantiomertiszta piridino-18-korona-6-éterek

2.2. Fluorofor egyéget tartalmazo piridino-
koronaéterek

Mar régoéta egy masik kutatdsi irdny csoportunkban a
fluorofor egységet tartalmazo koronaéterek szintézise és
vizsgalata. Az (S,S)-8 jodvegyiiletb6l® sikeriilt eldallita-
nunk az (S,5)-9 azidot és Sonogashira-kapcsolas Gtjan az
(S,5)-10 etinilszarmazékot, ami lehetdséget teremtett arra,
hogy klikk-reakciéval 1,2,3-triazol csoporton keresztiil vi-
gyiink be szubsztituenseket®. gy allitottuk el6 az (S,5)-12 és
(S,5)-13 4-metoxifenil, valamint az (S,S)-14 1,8-naftalimid
egységet tartalmazoé szarmazékokat. Eldallitottunk tovab-
ba egy N-2-ariltriazol egységet tartalmazd koronaétert is
(8,8)-11) a 4-(4-metoxifenil)-1,2,3-triazol N-arilezésével
(I. Abra). igy fluoreszcens szenzormolekulakhoz jutot-
tunk, amelyek enantiomerfelismerd-képességét kiralis
primer ammoniumsék enantiomerjeivel (2. Abra) szem-
ben, acetonitril olddszerben, UV-lathaté és fluoreszcen-
cia spektroszkopiaval vizsgaltuk. Az (S,S)-14 naftalimid
fluorofort tartalmazd koronaéter nem mutatott emisszios
spektralis valaszt a vendégmolekulak hozzaadasara, csak a
NEA esetén kb. 20%-o0s csokkenést. Az (S,5)-11 és (S,5)-
12 koronaéterek jelentds fluoreszcencia-kioltast mutattak
komplexképzés hatasara. Az (S,S)-13 szenzormolekula
titralasakor a szabad ligandum emisszids savjanak kiolta-
sa mellett egy intenzivebb, nagyobb hullamhosszak ira-
nyaba eltolodott emisszids sav megjelenését tapasztaltuk.
Az utobbi spektrumalak a ligandum protonalt formajanak
kialakulasara utalt, amely gerjesztett allapotban, a hidro-
génkotéses komplexekbdl kiindulva tortént. A koronaéterek
jelentds szelektivitast és heterokiralis preferenciat mutattak
a PEA ¢és/vagy NEA enantiomerjeivel szemben. A PGME
(fenilglicin-metilészter—hidrogén-perklorat)  enantiomer-

jeivel szemben is a PEA és NEA sokhoz hasonld enanti-
omer-preferencia lathatd a kiralitascentrumhoz kapcsolodo
szubsztituensek térbeli elrendezddése alapjan, azonban a
CIP némenklatira miatt eltérd a csoportok rangsorolasa. A
PAME (fenilalanin-metilészter—hidrogén-perklorat) enant-
iomerjeivel szemben egyik gazdamolekula sem mutatott
megkiilonboztetd-képességet, ami a vendégmolekula aro-
mas gyurije és kiralitascentruma kozotti metiléncsoport
jelenlétével magyarazhato’.

X
| P
N
>kﬁ[0 Oj*)<
O O
o/
(R,R)-15
(S,9)-15
O )
§ + i + o : + :
NH3 NH3 NH3 MeO
OMe NHz*
ClOo4 ClO4 Clog ClO4
PEA NEA PGME PAME

2. Abra. A piridingyfirii 4-es helyzetében antracén fluorofort és a
kiralitascentrumokon ferc-butilcsoportot tartalmazé gazdamolekulak
((R,R)-15, (S,5)-15), és a vizsgalatokhoz hasznalt vendégmolekulak
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Tovabba eléallitottunk két, egymassal enantiomer viszony-
ban [évd, a kiralitascentrumokon terc-butilcsoportot tartal-
maz6 koronaétert ((R,R)-15 és (S,5)-15), melyek a piridin-
gylrl 4-es helyzetében antracén fluoroforral rendelkeztek
(2. Abra)°. Ezen szenzormolekuldk enantiomerfelisme-
r6-képességét PEA, NEA, PGME és PAME vendégmole-
kulak enantiomerjeivel szemben, acetonitril olddszerben,
UV-lathato és fluoreszcencia spektroszkopiaval vizsgaltuk.
Kivancsiak voltunk a ferc-butilcsoportok és az antracénegy-
ség egyiittes hatasara. Az (R,R)-15 és (S,S)-15 koronaéterek
PEA ¢és NEA sokkal torténd titralasakor nagymértéki fluo-
reszcencia-kioltast tapasztaltunk. A koronaéterek ezen ven-
dégmolekulakkal alkotott komplexeinek stabilitasi allandoi
jelentdsen kisebbek voltak, mint a metil- vagy izobutilcso-
portokat tartalmazd piridino-18-korona-6-éter-szarmazé-
kok!" esetén. Ez a megfigyelés 6sszhangban van a korabban
eléallitott terc-butilcsoporttal szubsztitualt piridino-18-ko-
rona-6-éterek viselkedésével, amit a csoportok nagyobb
sztérikus taszitasa okoz. Az (R,R)-15 és (S,S)-15 korona-
éterek emlitett csokkent komplexképzd-képessége, illetve
a PGME ¢és PAME sok savasabb tulajdonsaga azt eredmé-
nyezte, hogy ezen sok protonaltak a ligandumokat komp-
lexképzodés helyett (a PEA és NEA sok esetén részleges,
kb. 30%-o0s protonalodas tortént). A korabban eldallitott
terc-butilcsoportot tartalmazd koronaéterek esetében a na-

I. Hy/Pd/C
Il. kovalens immobilizacié
I1l. + primer ammoniumion

immobilizalt primer amin komplex

Magyar Kémiai Folydirat

gyobb sztérikus taszitds nagyobb enantiomerfelismerd-ké-
pességet eredményezett, mint a metil- vagy izobutilcsopor-
tot tartalmazo6 szarmazékoknal. Ezzel szemben az (R,R)-15
és (5,5)-15 antracénegységet tartalmazo analogonok meg-
lepetésiinkre nem mutattak enantiomerszelektivitast a PEA
enantiomerjeivel szemben, illetve csak kdzepeset a NEA
enantiomerjeivel szemben, melyek jelentdsen kisebbek,
mint a korabban eldallitott, metil- vagy izobutilcsoportot és
antracén fluorofort tartalmazo6 szarmazékok' esetén, mely
okanak felderitése tovabbi vizsgalatot igényel'*'".

A 2.2. fejezetben ismertetett eredmények esetén a komp-
lexstabilitasi allandok ¢és pK, értékek meghatarozasat
Baranyai Péterrel egyiittmiikodve végeztiik.

2.3. Harom piridinegységet tartalmazoé
koronaéterek

Uj, kovalensen rogzithetd trisz(piridino)-koronaétert (16)
allitottunk el6, amelyet kiilonbdz6 rendiiségli aminok elva-
lasztasara alkalmaztunk. A célunk egy olyan elvalasztasi
eljaras kifejlesztése volt, amely képes primer, szekunder ¢és
tercier aminok hatékony megkiilonboztetésére és elvalasz-
tasara (3. Abra).

OBn
N
O
N/
o NN
16
I. Hy/Pd/C I. H,/Pd/C
Il. kovalens Il. kovalens immobilizacio

immobilizalt szekunder amin komplex

immobilizacio I1l. + tercier ammaoniumion
lll. + szekunder
ammaoniumion

immobilizalt tercier amin komplex

3. Abra. A 16 szelektormolekula és kiilonb6z6 mértékben N-szubsztitualt protonalt aminok komplexeinek eltérd szami H-kotései
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A szintetizalt trisz(piridino)-koronaétert kémiailag modo-
sitott polisztirol feliiletre rogzitettiik, igy egy stabil és tjra
felhasznalhaté szupramolekularis polimerréteghez jutot-
tunk. Vizsgalataink soran kromatografias és spektroszkopi-
ai modszerekkel elemeztiik az immobilizalt gazdamoleku-
lak kolcsonhatasat kiillonb6z6é aminokkal. Megallapitottuk,
hogy a rogzitett koronaéter szelektiv komplexképzést
mutatott és hatékonyan kiilonboztette meg az aminokat
azok rendiiségének fiiggvényében. A modszeriink leheto-
vé tette amin-analogonok preparativ 1épték alatti hatékony
elvalasztasat'.

3. AKkridin- és akridonegységet tartalmazo
makrociklusok

3.1. Egy akridin- vagy akridonegységet tartalmazo
koronaéterek

Munkank soran eléallitottunk szamos 1j, a 9-es helyzetben
szubsztitualt 4,5-dimetoxiakridin-szdrmazékot, amelyek
épitéelemei lehetnek kiilonbozé gyodgyszermolekuldknak,
fluoreszcens jeldl6anyagoknak és optikai szenzormoleku-

laknak (4. Abra). Kutatasunk soran sikeresen szintetizaltuk
a 9-fluor (18/a)-, a 9-brom (18/c)-, a 9-triflat (18/d)- és 9-liti-
um (21)-szarmazékokat, valamint tovabbi, a 9-es helyzetben
szubsztitualt vegyiileteket, mint példaul, a 9-(p-metilfenil)
(19/b)-, a 9-(p-benziloxifenil) (19/¢c)-, a 9-ciano (19/d)-, a
9-azido (19/e)- és a 9-feniltriazol (19/f) egységet tartalma-
zokat. Ezen vegyiiletek stabilitasat, reakcioképességét és
fotofizikai tulajdonsagait Osszehasonlitottuk a korabban
kozolt 18/b 9-klorakridin-szarmazékkal. A 9-es pozicid
modositasi lehetdségeinek feltérképezésével kiemelt figyel-
met forditottunk a kémiai stabilitasra és a fluoreszcens jel-
képzés vizsgalatara, amelyek potencialis optokémiai szen-
zormolekulak fontos tulajdonsagai. Eredményeink alapjan
a 9-triflat (18/d)- és 9-litium (21)-szarmazékok kiilondsen
igéretesek szintetikus kémiai szempontbdl, mivel megno-
vekedett reaktivitast mutattak a széleskoriien alkalmazott
9-klor (18/b)-szarmazékhoz képest. Az 1) fluoreszcens
prekurzorok kiemelkedd tulajdonsagokkal (fotostabilitas,
0,4 feletti kvantumhatasfok, >15000 cm™ Stokes-eltolodas)
rendelkeznek, igy potencialis jeloltek lehetnek optikai szen-
zormolekulak kifejlesztésére!>4,

Li
THF Z= @ 19/a
AN
Me
O X z
A) Moédositott Kharasch-reakcié Z= 19/b
L s X B) Suzuki-Miyaura kapcsolas A
9-es pozici6 aktivalasa
—
N a) 1. Tf,O/Hiinig bazis N/ C) Reakci6 natrium-cianiddal N A
H 2. NaF/aceton D) 1. Reakcid natrium-aziddal, 0
O O b)POCIyPCIs 0 NG 2. Klikk-reakci6 fenilacetilénnel .~ ~ OBn
17 ¢) 1.POCI3/PCls 18 19
2.PBrs
d) Tf,0/Hiinig bazis X=F 18la Z= 19/c
X=-Cl 18/b
Na | poropanol X=-Br 18/c
X=-OTf 18/d T
Y
@ z= §—CN 19/d
Li
X . X
t-BuLi - —
Cry e OO S
N THF N
(o) 0 _0O (ONg
" 21

4. Abra. Uj, 9-es helyzetben szubsztitualt 4,5-dimetoxiakridinek szintézise és atalakitasi lehetGségei

Egy masik projekt kapcsan eldallitottunk akridino-dia-
za-20-korona-6-étereket (25-27), melyek fémionok optikai
érzékelésében valo alkalmazhatosagat vizsgaltuk (5. Abra).
Ezen makrociklusok esetében az akridin fluoroforként, mig
a makrogytrl lirege szelektiv fémion-kotdhelyként funk-
cional. Az eldallitasuk sordn a makrociklusokat szinteti-
kus uton modositottuk. A fémionokkal valé kolesdnhatas
vizsgalatat UV-lathato és fluoreszcencia spektroszkopiaval

végeztiikk. Eredményeink szerint az akridino-diaza-20-ko-
rona-6-éterek jellemzdéen Zn?*, Pb® és Bi** jelenlétében
mutattak jelentés fluoreszcencia valtozast. A szubsztituen-
sek tipusa ¢s elhelyezkedése jelentds hatassal van a fémio-
nokkal val6 kdlcsonhatasra és a jelképzési tulajdonsagokra
egyarant, igy ez egy Ujabb lehetdséget kinal a szenzormole-
kulak finomhangolasara's.
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Debenzilezés

V.
Intermolekularis

A R-NH, A ulari
N/ (nagy felesleg) N/ I\/\O/\’O\/\O/vl R R transz-allilacio
N N
-75 °C - szh.
Br Br > HN NH K2COs (\ /7
) 1 DMF o o
" " 0 Lo
22 23,24 25, 26
R= &7 23,25

%,/\@ 24, 26

5. Abra. Uj fluoreszcens szekunder aminok (23, 24) eléallitasa, a makrociklusok (25, 26) kialakitasa tetractilénglikol-dijodiddal, majd a véddcsoportok
eltavolitasaval a 27 ligandum szintézise

Kidolgoztuk 11j, 9-es pozicidban eltérden szubsztitualt fluo-
reszcens-szarmazékok szintézisét (6. Abra), melyek szerke-
zetét ¢és fotofizikai tulajdonsagait vizsgaltuk.

‘Loj

28

fazistranszfer katalizis

A9-es pozlclo aktivalasa

N CUuAK klikk-reakcié N
3
O =04 L0
N7 o— N
(¢] (0] B — fo) o)
[ j MeCN [ j
o) 0 CuBr o
o l_oJ
35 36
kloroform/H,0O Sn2
oroform/H,/ N ~_0_O0_

NaNj

Karach-reakcié O
~0_0_-
X
_ spontan részleges atalakulas
MQBF N a tarolas alatt

d(PAC),/Lio[CuCl,]

toluol/THF
O O

o/

X= OTf 29 31
X=CI30

MeCN
CuBr
Pd(PPhj),
iPro,NH

Sonogashira-reakcié

e

0y O

HCI
H,0O/aceton

33 34

6. Abra. Uj, a 9-es pozicidban kiilonbozé egységekkel szubsztitualt fluoreszcens akridino-koronaéterek eléallitasa
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A szubsztituensek elektrosztatikus hatdsa és az olddszer
polaritasa jelentdsen befolyasoljak a vegyiiletek optikai tu-
lajdonsagait. Kimutattuk, hogy az elektronhianyos szubsz-
tituensekkel rendelkez6 vegyiiletek jelentds fluoreszcenciat
mutatnak, ami potencialis alkalmazasokat vet fel optoelekt-
ronikai eszk6zok fejlesztésében's.

Kutatasunk sordn 1j, lipofil, enantiomertiszta akridi-
no-koronaéter-szarmazékokat is szintetizaltunk (7. Abra),

0] 1) PCls

POCl,

majd azok alkalmazasi lehetéségeit vizsgaltuk kiillonb6zo
folyadékmembran alapti rendszerekben. A makrociklu-
sok szelektiv komplexképzését kiilonféle amin- és amino-
sav-szarmazékokkal vizsgaltuk, és megallapitottuk, hogy
az intermolekularis n—n koélcsonhatasok jelentds szerepet
jatszanak a komplexképzésben, kiilondsen az aralkila-
min-tipust vegyiiletek esetében.

O 150~y O~~0~0¢0ts
CioHas CioHas

L0 =
N

Piridin*HCI 2) Pd(OAC),

220 °C H )
(0] (0] Lio[CuCly]
- ~ toluol
szh.

17

3) Piridin*HCI
220 °C
o
Crr
OH OH
37
20~A~OE
TsO™Y o Y OTs
CioH21 CioH21
(R,R)-38
(S,5)-38 o
PCls
. N POCI,
90 °C
HpCig~ O 0" "CyoH2q
(0]
(R.R)-39
(S,5)-39

X
MgBr
Z
o N
OH
42

(R,R)-38
(S,5)-38

DMSO
OH 60 °C
43

(0] o
H21C1g” 7O 0" "CioHa1
o_J
(R,R)-41
(S.5)-41
Cl
MgBr
S ol
—
N 42 Pd(OAC),
(0] (e} Lio[CuClg]
. ¥ toluol
H21C1g” O 0" "CyoHa1 szh-
(0]
(R,R)-40
(S,S)-40

7. Abra. Kiralis, enantiomertiszta lipofil akridino-koronaéter-szarmazékok eldallitasa

A folyadékmembran alap transzportkisérletek soran
az uj koronaéter-szarmazékokat sikeresen alkalmaztuk
enantioszelektiv szallitomolekuldkként, amelyek jelentds
enantiomerfelismerést mutattak né¢hany aralkil-amin mo-
dellvegyiilet esetében. Emellett a fotofizikai vizsgalatok
eredményei alapjan az 0j makrociklusok szenzormolekula-
ként is hatékonyan miikddtek. Osszehasonlitottuk az akri-
din- és akridonegységet tartalmazo koronaéterek komplex-
képzddését és megallapitottuk, hogy az akridinszdrmazékok
hatékonyabbak a protonalt aminok megkotésében, valamint
az akridinegység stabilitasat a 9-es pozicidban 1évd fenil-
csoport beépitésével novelhetjik'.

3.2. Két akridin- vagy akridonegységet tartalmazo
koronaéterek

Eléallitottunk tovabba egy 1j, fluoreszcens bisz(akridi-
no)-makrociklust, amely két allilcsoportot tartalmaz (47,
8. Abra), és fotofizikai tulajdonsigait részletesen tanul-
manyoztuk. Célunk egy olyan szenzormolekula fejleszté-
se volt, amely kovalensen rogzithetd, és szelektiven képes
fémionok, kilonosen oldott Zn?* felismerésére. A szintézis
soran az allilcsoportok beépitésével biztositottuk a makro-
ciklus tovabbi funkcionalizalhatésagat, lehetévé téve annak
kovalens rogzitését kiillonb6zo hordozofeliileteken.

O/O
N
N

o _Br _~_NH, H H = =
~ =z
] O P O AN N 2 TV N
A 45 N __ 4 N Cs,CO4 N
N/ cc. HoS0, -75 °C - szh. N DMSO z
50-75 °C Br Br = S
44 22 23 47

8. Abra. Uj, fluoreszcens bisz(akridino)-makrociklus eléallitasa
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Fotofizikai vizsgalataink kimutattak, hogy az 0j szenzor-
molekula fluoreszcenciaja specifikusan valtozik Zn?* jelen-
létében, mig mas fémionok és anionok nem befolyasoljak
jelentdsen a jelintenzitast. Ezenkiviil a szenzor pH-fligget-
len fémionfelismerd-képességgel rendelkezik, ami kiilond-
sen elényos egyéb ionoforokhoz képest'®.

Fémionok szelektiv elvalasztasara egy uj bisz(akrido-
no)-makrociklust (53, 9. Abra) allitottunk eld. Célunk
az volt, hogy megvizsgaljuk a masodik akridonegy-
ség hatasat a molekula optokémiai tulajdonsagaira és
kationfelismerd-képességére.

0 o
i oT N
S
B0 Pt/ C/H, P [
T oecon N " Eon/EoRe N g N
52003 C evego
N DMSO 0 0 0 0 o o)
OH OH [ j [ j [ j
OBn BnO OH HO OH HO
37 48 L 49 i 50
A.) TSCI 40 % KOH (H,0) / DKM
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9. Abra. Uj, bisz(akridono)-koronaéter el6allitasa

A masodik akridonegység beépitése ugyan novelte a szer-
kezeti merevséget, de csokkentette a Pb**-ionokkal szem-
beni szelektivitast a korabban leirt monoakridono-18-ko-
rona-6-éterhez képest. A bisz(akridono)-makrociklus a
lagy, tobb toltéssel rendelkezd kationokkal — fiiggetleniil
azok ionsugaratdl — erés koordinativ kation—x és nukleofil—
elektrofil kolcsonhatasokat 1étesit, igy nem alkalmazhato
szelektiven nehézfémion-analizisre. Emellett a fluoreszcens
makrociklus kvantumhatasfoka nem kiilonbozott jelen-
tdsen a monoakridono-szarmazékatdl, igy jelképzés javita-
saban rejlo lehetéségeket sem tudtuk kiaknazni®.

Eléallitottunk tovabba olyan két akridinegységet tartalma-
26 koronaétert (64, 10. Abra)® is, melynek a spermin bi-
oszintézisében eléforduld oligoaminokkal szembeni komp-
lexképzését vizsgaltuk.

10. Abra. Az @ij bisz(akridino)-koronaéter szerkezete
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Ezen aminok a bioldgiai folyamatokban val6 fontos sze-
repiik miatt napjainkban szdmos tanulmany fokuszpontjat
képezik, kiilonds tekintettel a sperminre, amely szamos
rakos megbetegedésben tolt be biomarker®' szerepet, meg-
emelkedett vagy csokkent oligoamin szintet eredményezve.
Az eléallitott gazdamolekula (64) a két akridinegységnek
koszonhetden kedvezé fluoreszcens tulajdonsagokkal ren-
delkezik, ennek megfeleléen a komplexképzés folyamatat
fluoreszcens titralason alapuld regresszios modszerekkel,
valamint szamitogépes szimulacion alapulé molekularis
dokkolassal (11. Abra) is vizsgaltuk és megallapitottuk,
hogy a tri- és tetraamin-tipust spermin analogonok sze-
lektiven felismerheték a di- €s monoszarmazékok jelenlé-
tében®. A DFT szamitasokat Kreké Marcellel egyiittmii-
kodve végeztiik.

11. Abra. A DFT-médszerrel optimalizalt geometria a 64
gazdamolekula sperminnel alkotott komplexében. (A sziirke, piros
és kék atomok a C-, O- és N-atomokat, mig a sarga és z0ld szaggatott
vonalak a hidrogénkétéseket és a kation—n kdlesonhatasokat jelolik.)

S

H21C1o » O  OH O C10H21

Loj

R,R)-65: R=H
S,5)-65: R=H 10

(
(
(R,R)-66: R=tBu A
(

S,S)-66: R=tBu o

Az eléallitott 1j gazdamolekula lehetévé teszi az oligo-
aminok molekularis szintli vizsgalatat (sejtes felszivodas,
transzport, rakos folyamatok elérehaladasa stb.), igy sza-
mos alkalmazas kidolgozasahoz jarulhat hozza a késobbi-
ekben mind a biologiai folyamatok vizsgalata, mind az or-
vosi diagnosztika terén.

4. Foszforatomot tartalmazo koronaéterek

A koronaéterekkel segitett, koncentraciogradiens ellenében
miikddd (un. aktiv) transzportfolyamatoknak igen széleskd-
rii a szakirodalma. Kutatdcsoportunk elséként szamolt be
lipofil folyadékmembranon keresztiili aktiv, enantiomersze-
lektiv transzportrol, melyet a pH allitasaval kénnyen depro-
tonalhato lipofil diarilfoszfinsav-egységet tartalmazo kiralis
koronaéterek mint szallitomolekuldk segitségével sikeriilt
megvalositanunk?. Ezek az els6 ilyen transzportmoleku-
lak még nem voltak elég hatékonyak, ezért a szerkezetiiket
valtoztatva probaltuk az enantiomerszelektivitast ndvelni.
fgy jutottunk a valamivel nagyobb enantiomerszelektivitast
biztositd (R,R)-65—(S,S)-66 koronaéterekhez (12. Abra). Az
enantiomertiszta makrociklusok transzporttulajdonsagait
kiralis protonalt primer aminok enantiomerszelektiv transz-
portjanak példajan vizsgaltuk egy vizes adofazis — lassan
kevertetett szerves folyadékmembran — vizes szedéfazis
rendszerben. Az eredmények ramutattak arra, hogy az alap-
vetd fizikokémiai paramétereken til a transzport kimenetele
jelentdsen fligg mind a makrociklus, mind pedig a transzpor-
talt vendégmolekula szerkezetét61?. Példaként a fenilglicinol
enantiomerszelektiv transzportjanak idéfliggését tiintettiik
fel (12. Abra), melynek soran egy maximumponttal rendel-
kezd kinetikai profilt kaptunk eredményiil.

50 100 150
Id& (6ra)

12. Abra. pH-véltoztatasaval kapcsolt aktiv transzportfolyamat kivaltasara képes enantiomertiszta lipofil koronaéterek (bal) és lipofil
folyadékmembranon keresztiili transzportjuk idéfiiggése a fenilglicinol és az (S,5)-65 szallitomolekula példajan (jobb; haromszog: transzportalt
mennyiség, %; négyzet: enantiomerfelesleg, %)

Kiilonbo6zd koriilmények kozott koronaéterek jelenlétében
¢és hianyaban is megismételtiik a kisérleteinket, melyeken
keresztiil bizonyitottuk a transzportmechanizmus koncent-
racidgradiens ellenében is végbemend aktiv jellegét’>>. A
foszforatomot hordoz6 gazdamolekuldk korében szamos

trifenilfoszfin, illetve szekunder foszfin-oxid egységet tar-
talmaz6 makrociklust allitottunk el8 (67-77, 13. Abray**>,
melyekbdl tobb alkalmasnak bizonyult sztirol enanti-
omerszelektiv hidroformilezési reakcidjaban katalizator
ligandumkeént?.
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310

(S,S)-67 (S,S)-68 69: R'=R%=H

(R,R)-70: R'=Me, R?>=H
(S,5)-71: R'=H, R?>=Me
(R,R)-72: R'=iBu, R?=H
(S,5)-73: R'=H, R?=iBu

@% @% o

o

o R o o] "'R
K/ Q Lo/
(5,S,5,5)-74: n=1 (5,5)-76: R=Me
(S.S,S,8)-75: n=2 (S,9)-77: R=iBu

13. Abra. Trifenilfoszfin és szekunder foszfin-oxid egységet tartalmazo makrociklusok

A katalizatorligandumok vizsgalatat Pongracz Péterrel és
Kollar Laszloval egyiittmikodve végeztiik. A reakcidé min-
den esetben 80 bar nyomason, szénmonoxid:hidrogén=1:1
gazdsszetétel mellett, autoklavban zajlott, ebbe keriilt a
PtCl, (PhCN), és a ligandum, valamint a kokatalizatorként
hasznalt 6n(IT)-klorid toluolos oldata (I4. Abra). A reakcid
soran elagazo (79) és linearis aldehid (80) is keletkezik, va-
lamint hidrogénezési mellékreakeio is lejatszodik, melynek
terméke az etilbenzol (81), igy vizsgalhato a reakcié kemo-
(([791+[80])/ ([79]+[80]+[81])) és regioszelektivitasa ([79]/
([791+[801))*.

ligandum
_PICL(PhCN),
SnCI2 CO, H,

toluol

@m@

14. Abra. Koronaéterekkel katalizalt enantiomerszelektiv
hidroformilezési reakciok altalanos sémaja a 2-fenilpropanal (79)
modellvegyiilet szintézisének példajan

Tobbek kozott vizsgaltuk a platina-ligandum aranyt, a re-
akci6id6t, valamint a hémérséklet reakciora gyakorolt ha-
tasat. A kemoszelektivitas jellemzden 63—90% kozott volt,
¢s minden esetben aldehid volt a fotermék. A regioszelek-
tivitas jellemzden 60% koriil adodott az elagazd aldehid
javara. A kiralis ligandumok alkalmazésa esetén kdzepes
enantiomerszelektivitast sikerilt elérni, a 2-fenilpropanal
(79) a legnagyobb (52%) enantiomerfelesleg értékkel az
eddigiek soran a (S,5)-71 makrociklus alkalmazasa esetén
keletkezett®.

5. Osszefoglalas

A jelen kozlemény a Sziirke Laborban (a BME Szerves
Kémia és Technoldgia Tanszéken) az utdbbi néhany év-
ben eldallitott, vizsgalt és alkalmazott makrociklusokrol
¢és prekurzoraikrol nyujt egy valogatast. A makrociklusok
szintézisét, molekularis felismeréképességének tanulma-

nyozasat és alkalmazasat szenzor- és szelektormolekulak-
ként harom teriiletre fokuszalva foglalhatjuk 6ssze. Ezek a
kovetkezdk: i.) Piridinegységet tartalmazé makrociklusok.
ii.) Akridin- és akridonegységet tartalmazé makrociklusok.
iii.) Foszforatomot tartalmazo makrociklusok.
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Colorful Crown-Ether Research in a “Grey” Laboratory

The present paper reports the selected research activities on the
synthesis, molecular recognition and applications of macrocy-
cles performed in the ”"Grey Laboratory” of the Department of
Organic Chemistry and Technology at Budapest University of
Technology and Economics in the last few years.

We focused on three areas: 1.) pyridino-macrocycles, 2.) acrid-
ino- and acridono-macrocycles, 3.) macrocycles containing
phosphorus.

1) We synthetized several enantiopure pyridino-18-crown-6
ether-type macrocycles, which contained electron-donating or
electron-withdrawing groups at position 4 of the pyridine ring and
methyl substituents at their chiral centers. We also prepared flu-
orescent analogues containing substituted 1,2,3-triazole units at
position 4 of the pyridine ring. We studied the enantiomeric recog-
nition of these macrocycles toward the enantiomers of the hydro-
gen perchlorate salts of 1-phenylethylamine (PEA), 1-(1-naphthyl)
ethylamine (NEA), phenylglycine methyl ester (PGME) and phe-
nylalanine methyl ester (PAME). We synthetized both enantiom-
ers of pyridino-18-crown-6 ether-type macrocycles containing an
anthracene fluorophore unit at position 4 of the pyridine ring and
tert-butyl groups at their chiral centers. We also studied the enan-
tiomeric recognition of these macrocycles toward the enantiomers
of PEA, NEA, PGME and PAME. We prepared a tris(pyridino)-
18-crown-6-type ligand, which was able to distinguish protonat-
ed primary, secondary and tertiary amines by the formation of
complexes with different stabilities. This ability opens a door for
developing separation processes of differently substituted amines.

2.) We synthesized numerous fluorescent 9-substituted-acridine
derivatives, which served as valuable precursors for sensor mol-
ecules. We prepared acridino-diaza-20-crown-6 ethers as new
turn-on-type fluorescent chemosensors, and it was demonstrat-
ed that these macrocycles showed excellent selectivity for zinc,

aluminum and bismuth cations. We carried out the synthesis of
9-substituted fluorescent acridino-18-crown-6 ether-type macro-
cycles, and demonstrated that the electron-withdrawing moieties
at position 9 of the acridine ring increased the fluorescence inten-
sities to a great extent. We synthetized both enantiomers of a high-
ly lipophilic enantiopure crown ether containing an acridine unit
and applied them for phase transport, electrochemical, UV-Vis
and fluorescence spectroscopic studies using aralkylamine-type
compounds as guest molecules. We prepared a diacridino-macro-
cycle containing two N-allyl moieties in the macroring and studied
its recognition ability for selected metal ions using fluorescence
spectroscopy. The latter ligand had great selectivity for zinc ions
and because of its allyl groups it can be immobilized to a suitable
support to obtain a sensor. We also synthetized a diacridono-mac-
rocycle and studied the molecular recognition ability of this host
molecule for selected guest molecules using UV-Vis and fluo-
rescence spectroscopies. We successfully prepared a fluorescent
bis(acridino)-crown ether by coupling two acridino-18-crown-6
ether units at position 9 of the acridine ring. We performed both
computational simulations on molecular docking and regression
methods on titration experiments to demonstrate the outstanding
selectivity of this sensor molecule for biogenic oligoamines.

3.) The synthesis of four new enantiopure lipophilic crown ethers
containing a diarylphosphinic acid unit was accomplished, and
the enantioselective transport ability of these carriers for chiral
amines was studied in an aqueous source phase/lipophilic organic
bulk liquid membrane/aqueous receiving phase system controlled
by the pH of the phases. By altering the structures of the carriers
we improved the enantioselectivity of the transport. Among the
macrocycles we synthetized, several contained a triarylphosphine
or a secondary phosphine oxide unit. A couple of enantiopure
ones were utilized as ligands for catalytic enantioselective hydro-
formylation of styrene. Using the best of them we obtained 52%
e.e. for 2-phenylpropanal.
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Daganatellenes hatasu hibridek kutatasa
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1. Bevezetés

A vinblasztin (1) és a vinkrisztin (2) jol ismert vegyiiletek
a rakellenes terapiaban mint klasszikus tubulin inhibitorok.
Ezek a molekulak a rézsameténgbdl (Catharanthus roseus)
izolalt Vinca alkaloidok k6zé tartoznak, és dimer alkaloi-
dokként két monomerbdl, a vindolinbdl (3) és a katarantin-
bol (4) épiilnek fel (1. abra). Koziiliik a ndvényben a legna-
gyobb mennyiségben a vindolin (3) talalhato.

COOCH;4 [

Y
vinblasztin (1) R=CH3 N T
vinkrisztin (2) R=CHO H E0OCH,

1. abra. A vinblasztin (1), a vinkrisztin (2), a vindolin (3) és a katarantin
(4) szerkezete

Bar a kutatok igen nagy eréfeszitéseket tettek, hogy tjabb
és kevésbé toxikus szarmazékokat allitsanak el6 [1, 2], a
fluortartalmu vinflunin, a kisebb tagszamu gytr(t tartal-
mazé vinorelbin és egy savamid szarmazék, a vindezin
szintézise ellenére igazi attorés az onkoldgiai terapidban ez
idaig nem tortént.

A kombinacids terapiat, amikor un. koktélokat hasznalnak,
pl. vinblasztin mellett egyéb mas hatékony molekulakat egy
oldatban, széles korben alkalmazzak a klinikai gyakorlat-
ban. Ezt a koncepcidt valtja ki a molekuldris hibridizacio,
amely mintegy harom évtizeddel ezel6tt indult, és igen

alapos Osszefoglaldo munkak mutatjak be [3, 4]. Roviden:
a hibridek altalanos formajaban két kiillonb6z6 farmakofor
molekulat kdtnek 6ssze kovalens kotéssel egy linkernek ne-
vezett mozgékony, illetve merev lancon keresztiil vagy akar
kozvetleniil. A hibrid molekuldk a jobb biohasznosulast, a
konnyebb membranpenetraciot, a rezisztencia és a mellék-
hatasok csokkentését segithetik eld.

A Budapesti Miszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem
Szerves Kémia ¢és Technologia Tanszékén mukddd
Alkaloidkémiai Kutatocsoport f6 kutatasi teriilete a daga-
natellenes hatasu hibridek szintézise, melyekben az egyik
komponens természetes szerves molekula, elsGsorban
Vinca alkaloid, illetve flavonoid.

2. Eredmények
2.1. Hibridek Vinca alkaloidokkal

Célul tiiztiik ki olyan molekularis hibridek eléallitasat, ahol
az egyik komponens Vinca alkaloid, a masik pedig egy is-
mert és gyakran alkalmazott farmakofor. A szintézisekhez
elsé6ként a daganatellenes hatast vinblasztint (1) és az egyik
komponensét, az onmagaban nem rakellenes hatasu vindo-
lint (3) valasztottuk. igy el6allitottuk a vinblasztin tripto-
fan aminosavval képzett hibridjét, melyet konjugaltunk az
(Arg), penetracios oktapeptiddel [5]. A vinblasztint a 16-
os helyzetben konjugaltuk Busshana Rao [6] mddszerével
triptofan-metilészterrel, mikdzben a 17-es helyzetl észter-
funkcié dezacetilez6dott. Az aminosav észtercsoportjanak
hidrolizise utan a kapott karbonsav kapcsolhato volt az ok-
tapeptid lanccal, majd a keletkezett epimereket, az 5(R) és
6(S) molekulakat sikeresen elvalasztottuk (2. abra).

R R
\ 0 \ (0]
N N
H H
5(R) R=-NHArg-(Arg)e-CO-NH, 6 (S)

2. abra. Hordoz6 peptidekkel konjugalt vinblasztin-triptofan hibridek

*  E-mail: keglevich.peter@vbk.bme.hu,
** E-mail: hazai.laszlo@vbk.bme.hu
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A kapott vegyiiletek antiproliferativ aktivitasat HL-60 szen-
zitiv, illetve rezisztens leukémia, valamint Hela sejteken
vizsgaltuk. Az § és 6 konjugatumok aktivitasa (/C,,: 0,97-
1,26 uM) &sszemérhetd volt a vinblasztinra jellemz6 érték-
kel (ICy,: 1,26 pM ), st rezisztens sejteken is hatékonyak
voltak. Jelent6s eredmény, hogy az 5 vegytilet HeLa sejtek
esetében is roncsolja a mitotikus orsét, ami a sejtciklus gat-
lasat eredményezi.

A kovetkezokben azt vizsgaltuk, hogy megmarad-e a bio-
logiai hatas akkor is, ha az alkaloid egyik komponensét

\\\H
“%—NH-(Arg)g-NH,
| ¢

N
H
7(R)

Magyar Kémiai Folydirat

eltavolitjuk. Ekkor a vindolint (3) kapcsoltuk triptofannal
az alkalmazott modszerrel [7]. Bar a 7(R) és 8(S) (3. abra)
esetén az antitumor hatdsok szignifikansok voltak, nem ér-
ték el az el6z0, 2. abran bemutatott, vinblasztint tartalmazo
vegyiiletekét. A leukémia HL-60 (/C,,: 11,5-15,1 uM), em-
l6karcinoma MDA-MB-231 (I/C,: 10-15,1 uM) és az MCF-
7 (UCy,: 5,1-6,4 uM) sejteken a két epimer hatdsa csaknem
azonos volt, a vastagbélrak C26 és a leukémia P388 tumor
sejtvonalakon a 8(S) epimer hatdsosabbnak bizonyult.

H
8(S)

9,, Ry=H, Br; R,= —(S/R) Trp-OMe

3. abra. Vindolin-aminosav hibridek

A konjugatumok tumorellenes hatasat in vivo is vizsgaltuk,
P388 és C26 tumor sejteket hasznalva egereken szubkutan
beadassal. A 8(S) lényegesebben hatékonyabbnak mutatko-
zott a 7(R) vegyiiletnél, ez utobbi nem mutatott jelentésebb
aktivitast, és érdemes megemliteni, hogy az alkalmazott ki-
sérleti koriilmények kozott az 8(S) epimer kissé, bar nem
szignifikansan aktivabbnak bizonyult a kontrol vinblasztin-
nal. A vastagbél tumor sejtek (C26) esetén mindkét hibrid
inaktiv volt.

Néhany modositott vindolin-strukturat is szintetizaltunk
[8]; a 14,15-helyzetben telitett szarmazékot (9a) a vindolin
(3) katalitikus hidrogénezése eredményezte, a 14,15-cik-
lopropano vegyiiletet (9b) pedig szintén a 3-bol Simmons-
Smith-reakcidval allitottuk elé. Koziilitk csak a 9a mutatott
meérsékelt aktivitast (/C,,: 27,5 pM) HL-60 sejteken, ezért a

N

HyCO-(S) Trp-HNY “Vindolin

(@)
12

H

N\
H300-(R)Trp—HN/\H/ Vindolin

o
13

L H Mo
CHs COOCH;

hordozé peptid konjugalasara ebben az esetben nem keriilt
sor.

Tovabbi vindolin-aminosav hibrideket szintetizaltunk,
melyekben a két farmakofort egy mozgékony szénlanccal,
azaz linkerrel kovalensen kotottiink 6ssze [9]. A kapcsolas
a vindolin 10-es, illetve 17-es helyén tortént (4. dbra). igy
a 10-aminovindolint acileztiik borostyankdésav-anhidrid-
del, és az ezt kovetd amidalas a megfeleld (1)- és (d)-tripto-
fan-metilészterrel eredményezte a 10, illetve a 11 hibride-
ket. Hasonldan a 12 és 13 vegyiileteket, melyek révidebb
és merevebb linkert tartalmaznak, a 10-aminovindolin
kloracetilezésével és a kapott 10-kloracetamido-szarmazék
megfeleld triptofan-metilészterekkel torténd reakcidjaval
allitottuk eld.

NH-(S) Trp-OCHj

14

o

NH—(R)Trp-OCHj
17-Dezacetilvindolin

[¢]
15

4. abra. Linkerrel 6sszekotott vindolin-aminosav hibridek
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A 17-es helyen torténé konjugalassal is hasonldo modszerek-
kel szintetizaltunk aminosav hibrideket, a 14 és 15 epimere-
ket a megfeleld 17-dezacetilvindolinbdl kiindulva allitottuk
eld. A kapott szarmazékok antiproliferativ hatasat human
noégyogyaszati daganatsejteken (HeLa, SiHa méhnyakrak
sejteken, valamint MCF-7, MDA-MB-231 emldraksejteken)
vizsgaltuk. SiHa sejteken a kontrol vinblasztin rezisztensnek
mutatkozott (/Cs,: 14,42 pM), azonban a 14 vegyiilet hatéko-
nyabbnak bizonyult (/C,: 6,01 uM). A 15 hibrid valamennyi
sejtvonalon mérsékelt aktivitast mutatott, a 10-es pozicion
keresztiil kialakitott hibridek viszont hatastalanok voltak.

H5CO s
| H ="OH o
CHs COOCH;,
16

A tovabbiakban a vindolint a jol ismert €s hibridekben igen
sok esetben alkalmazott triazol-szdrmazékokkal [9] konju-
galtuk hosszabb és rovidebb linkereket alkalmazva, mely-
nek soran eldallitottuk a 16 és 17 hibrideket (5. abra). A
szintéziseket az irodalomban ismert modszerekkel, elészor
a dezacetilezett hidroxilcsoport propargilezésével és az azt
kovetd klikk-reakcioval hajtottuk végre. A kapott vegyii-
letek azonban nem mutattak szignifikdns daganatellenes
hatast.

CHs GooCH; NN

17

5. abra. Vindolin-triazol hibridek szerkezete

A hibridek specialis csoportjat képezik a szteroid hibridek,
pl. 5a-dihidrotesztoszteronnal illetve 19-nortesztoszteron-
nal [10], melyeket a mar ismertetett modszerekkel szinteti-
zaltunk. A vindolint a 10-es helyzetben az aminocsoporton

| H zYOH
CH3 COOCH;,

20

< TOCOCH;
| H Z"OH
CH3 COOCH;,

keresztiil, a 17-es helyzetben pedig a hidroxilcsoporton at
konjugaltuk borostyankésav-anhidridbdl képzett linkert al-
kalmazva. {gy kaptuk a 18 ¢és 19, illetve a 20 és 21 hibride-
ket (6. abra).

N'Vindolin

0 19

6. abra. Vindolin-szteroid hibridek

A legszignifikdnsabb antiproliferativ hatast a 21 vegyiilet
mutatta, kiilondsen vastagbélrak (COLO 205) és melanéma
(SK-MEL-2, SKMEL-5) esetén, a tobbi szteroidszarmazék
alacsony vagy csak mérsékelt aktivitast eredményezett

A trifenilfoszfinnal (TPP) képzett hibridek kiilonleges he-
lyet foglalnak el a hibridek teriiletén, miutan a TPP szer-
kezeti rész hordozoként lehetove teszi, hogy a molekula a
mitokondriumban felhalmozodjon és ott fejtse ki a dagana-

tellenes hatast. Ezért a vindolint 17-es helyzetben kapcsol-
tuk TPP-nal, kiilonb6z6 hossztisagu acil-linkereken keresz-
til eloallitva a 22 és 23 szarmazékokat (7. abra). Ez utdbbi
vegyliletek sejtosztédasgatldo hatdsa hasonlénak mutatko-
zott [11, 12]. A kivalo, 50%-os gatlast mutatd Gy, adatok
szerint a molekulak jelentds hatést értek el kiilonféle sejtvo-
nalakon, igy melanéma, ovarium és emldrak sejteken (G,
<0,5 uM), ezenkiviil a 22 jelent6s aktivitast eredményezett
HOP-92 nemkissejtes tiidorak sejteken (GLs,: 0,066 pM).

131. évfolyam, 2-4. szam, 2025.



112

Magyar Kémiai Folydirat

CHs COOCH;

7. abra. Vindolin.hibridek trifenil-foszfinnal és krizinnel

A hibridek fontos csoportja a flavon hibridek (1d. kov. feje-
zet), melyek kozé a flavon-alkaloidok is sorolhatok [13]. Ezt
a csoportot tanulmanyozva vindolint és krizint kapcsoltunk
a vindolin 10-es és 17-es helyzetén keresztiil linkerekkel
vagy azok nélkiil (7. abra). Egy esetben a krizin mindkét,
5-0s és 7-es helyzetben 1évo hidroxilcsoportjat is kihasz-
nalva két vindolin molekularész is beépitésre keriilhetett.
Szamos szintetizalt szarmazék koziil azonban csak a 24
hibrid bizonyult hatékonynak [14]; a vegyiiletre kapott G,
<1,5 uM nemkissejtes tiidérak (HOP-92), CNS (SNB-75),
melanéma (LOX IMVI), vese (A498 és CAKI-1), prosztata
(PC-3) és emlorak sejtvonalakon (MCFE?7).

Igazi attorést jelentenek ezen a teriileten a vindolin pipe-
razinszarmazékai [15]. Szdmos N-szubsztitualt piperazint
konjugaltunk a vindolin 10 és és 17-res helyzetébe kiilonfé-
le linkereken keresztiil a korabban bemutatott modszereket
alkalmazva (8. abra).

25 R= -CH2-Ph-4-CF3
26 R= -CH-(Ph-4-F)2

8. dbra. Vindolin-hibridek fluortartalmu piperazinszarmazékokkal

A leghatékonyabb daganatellenes molekulaknak a 25 és 26
hibridek bizonyultak, melyek fluortartalmu piperazin épit6-

kovet tartalmaznak; a 25 leginkdbb MDAMB-488 emlérak
sejtvonalon (G, 1,00 uM), mig a 26 elsésorban HOP-92
nem kissejtes tiidérak sejtvonalon (GLs,:1,35 M) mutatott
kivalo aktivitast. Ezen tilmenden ezek a szarmazékok je-
lentds szelektivitast eredményeztek nem tumoros sejteken
vizsgalva.

2.2. Hibridek flavonoidokkal

Kutatocsoportunk nem csak Vinca alkaloidokkal, hanem fl-
avonoidokkal konjugalt bioaktiv hibridek szintézisét és bio-
logiai hatéasat is vizsgalta. Ezen kiviil torekvésiink az, hogy
a Vinca alkaloidokkal kapott sikeres hibridek szerkezetét a
flavonoidokra is kiterjessziik.

Szamos flavonoidszarmazék ismert, amik hibrideknek
tekinthetdk ¢és fontos bioldgiai hatasokat mutatnak [16].
A flavonoidok koziil egyik target molekuldnak a krizint
valasztottuk.

Ezen a teriileten elsé eredményiink a 9. abran bemutatott
krizin-aminoaril hibridek. A krizin (27) kiilonféleképpen
helyettesitett N-kloracetilanilidekkel torténd reakcidja nem
vart termékeket, 7-arilamino-krizineket eredményezett. A
reakcio mechanizmusat (Un. Smiles-atrendezddés) is felde-
ritettiik, és a szamos szintetizalt molekula daganatellenes
hatasa vizsgalatakor a 28 dimetoxiszarmazék bizonyult a
legaktivabbnak [17].

A vegyiilet nanomolaris gatlast mutatott: MCF7 emlérak-
sejteken G/;,: 30 nM, valamint CT-15 vastagbélrak sejteken
Gl,,: 60 nM értékeket kaptunk.

28 R1=H R2,R3:OM9

9. abra. Arilaminoflavon szarmazékok eldallitasa
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A krizint (27) konjugaltuk N-benzil-triazol-szarmazékokkal
is. Ezek koziil az antiproliferativ hatast illetéleg a fluorhe-
lyettesitett 29 és 30 hibrid (10. abra) bizonyult a leghata-
sosabbnak [18]. Erdekesség, hogy a 30 mér két triazol far-
makofor egységet tartalmaz, itt sikeriilt az 5-6s helyzetl
hidroxilcsoportot is reakcioba vinni.

A 29 és 30 hibridek tobb sejtvonalon is szignifikans antip-
roliferativ hatast mutattak. A monohibrid 29 HeLa sejteken
IC50 1,9 uM értéket adott, mig SiHa sejteken rezisztens
volt. A 30 bisz-hibrid szarmazék mindkét sejtvonalon ha-
tékonyabbnak bizonyult, s6t, HeLa sejteken szubmikromo-
los értéket ért el (0,73 uM). HeLa esetén mindkét vegytilet
nagyobb aktivitasunak bizonyult, mint a kontrol ciszplatin.

10. abra. Krizin-triazol hibridek

A tovabbiakban szamos krizintartalmu hibridet szinteti-
zaltunk, igy a krizint (27) Osszekapcsoltuk tetrahidroizo-
kinolinnal, N,N-dimetiletiléndiaminnal, pirrollal, az ami-
nosavak kozill triptofannal és prolinnal, valamint aril- és
hetarilaminokkal [19]. Az eldallitott nagyszamu vegyiilet
tobbsége nem mutatott antiproliferativ hatdst, azonban a 31
¢és 32 szarmazekok (11. abra) 10 pM dozisban tobb sejtvona-
lon, igy melanoma, vastagbél és CNS esetén csaknem 100%
gatlast eredményezett.

OH O

H |
N 7

l 31
OH O

\[(O\/\/\O7 o O

o 32

H
\N/\/N
|

11. abra. Amin oldallancot tartartalmazo krizinszarmazékok

3. Osszefoglalas

A vindolint és a krizint kiilonféle tipusu szintetikus, illetve
természetes farmakoforral kapcsoltuk, és szamos biologia-

ilag hatékony, jelentds daganatellenes hatast mutato hibrid
molekulat sikertilt szintetizalni. A kapcsolé komponen-
sek szerkezete igen széles kort olelt fel, igy alkalmaztunk
aminosavakat, elsésorban triptofant, N-helyettesitett ben-
zil-triazolokat, szteroidokat, trifenil-foszfint, nyilt lancu
¢és gylirlis aminokat, valamint helyettesitett aril- és hetari-
laminokat. A vegyiiletek koziil tobb a vinblasztinnal 6sz-
szemérhetd aktivitast mutatott, s6t néhany hatékonyabbnak
bizonyult. Néhany esetben sikertiilt kimutatni, hogy az an-
tiproliferativ hatasi molekulak szelektiven nem toxikusak
a nem-tumoros, egészséges sejteken vizsgalva. A biologi-
ai vizsgalatok soran egylittmikddtiink tobb intézménnyel,
igy NCl-vel (USA), valamint az ELTE, az SZTE ¢és a PTE
egyetemekkel.
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Uj foszfonat-szarmazékok szintézise

SZALAI Zsuzsanna®*

“Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem Szerves Kémia és Technologia Tamszék,
Miiegyetem rkp. 3., 1111 Budapest, Magyarorszag

1. Bevezetés

Széleskorti biologiai aktivitasuk miatt a kiilonb6z6 foszfo-
nat-tipusu vegyiiletek kutatdsa ,,6rokzoldnek mondhatd. A
vegyliletek farmakologiai hatasa elsésorban a molekulaban
talalhato P-C egységnek tudhato be.!

Az a-szubsztitualt hidroxi-metilénbiszfoszfonat (1) szar-
mazékokat gyakran alkalmazzdk csontritkulds és mas
betegségek kezelésében, példaul daganatok gyogyitasa-
ban.>s Ismeretes, hogy a két foszfor funkcid képes komp-
lexet képezni a kalcium ionokkal, igy azok a csontokban
mobilizalhatok. A kalcium fontos szerepet jatszik, ugyanis
biztositja a csontszovet szilardsagat, amely életiink soran
folyamatosan megujul. Az Gigy nevezett remodeling soran
a csontbontd oszteoklasztok csontreszorpciot inditanak, a
csontépitd oszteoblasztok pedig az uj matrix felépitéséért
felelnek. Ennek a két folyamatnak egyensulyban kell ma-
radnia; ha felborul, akkor betegség alakulhat ki. Példaul a
fokozott csontfelszivodas csontritkuldshoz vezet.®

A hidroxi-biszfoszfonat (1) vegyiiletcsalad néhany tag-
jat gyogyszerként is forgalomba hoztak, amelyek csupan
oldallancukban térnek el egymastdl, ami a bioldgiai hata-
sukért is felelds. Az Gjabb generacios vegyiiletek csontfel-
szivodast gatld hatasa nagysagrendekkel nagyobb, mint a
régebbieké, ezért terapids dozisuk meglehetdsen alacsony.
Oldallancuktol fiiggden a hidroxi-biszfoszfonatok harom
csoportba sorolhatok: elsd, masodik és harmadik genera-
cios vegyiiletek. Az elsd csoportba tartozo biszfoszfona-
tok, mint példaul az etidronat, a klodronat és a tiludronsav,
nem tartalmaznak nitrogénatomot az oldallancukban. A
masodik generacids biszfoszfonatok, amelyek N-tartalmu
alifas szubsztituenst tartalmaznak, az 1980-as években ke-
riiltek forgalomba. Tipikus példédk a pamidronat, az alend-
ronat és az ibandronat. A harmadik generacios vegyiile-
tek, példaul a zoledronsav és a risedronat oldallancukban
N-heterociklusos egységet tartalmaznak.’

Az o-hidroxifoszfonatok (2) kutatasa szintén kulcsfontos-
sagu feladat, hiszen enzim-inhibitor™® tulajdonsaguk révén
kiilonb6z0 bioldgiai hatassal rendelkezhetnek >

A hidroxi- és biszfoszfonatok altalanos képlete az 1. dbran
lathato.

Doktori munkdm soran kulcsfontossagu feladat olyan uj
hidroxi- és biszfoszfonat szarmazékok lehetdség szerint ha-
tékony eldallitasa, melyek potencialisan biologiai aktivitas-
sal rendelkezhetnek.

Q
P(OR"), j)\H
OH OR!
Y~ “P(OR?), Yo PRt
1 (“)OR
1 O 2

Y = H, alkil, aril, heteroaril, alkoxi, ariloxi, halogén, stb.
R', R? = H, alkil, aril

1. Abra. o-Szubsztitualt hidroxi-metilénbiszfoszfonatok (1) és
a-hidroxifoszfonatok (2) altalanos képlete

2. Sajat eredmények

2.1. a-Hidroxi-benzilfoszfonatok és dialkil-foszfitok
varatlan reakcidja

Csoportunkban nagy hagyomanya van az a-hidroxi-ben-
zilfoszfonatok (3 és 4) szintézisének, illetve kiilonb6zd
reakcioinak vizsgalatanak. Ezt a vonalat is kiegészitve, 0j
megkdzelitésként szerettiik volna a hidroxifoszfonatokat (3
¢és 4) dialkil-foszfitokkal reagaltatva biszfoszfonsav-észte-
reket (5) eldallitani.

Dietil-, illetve dimetil a-hidroxi-benzilfoszfonatot (3 és 4)
két ekvivalens dietil- és dimetil-foszfittal 24 o6ran keresz-
tiil toluolban refluxaltattunk a biszfoszfonat (5) eldallitasa
céljabol. Azonban azt tapasztaltuk, hogy nem a kivant ve-
gyiilet (5), hanem annak atrendez6dott és részben hasadt
szarmazéka keletkezett (6 és 7) (2. dbra). A kondenzacios
reakciot tovabbi elektronszivo és elektronkiildé csoportok-
kal valtozatosan szubsztitualt esetekre is kiterjesztettiik.
Megallapitottuk, hogy a fenilgytriin para helyzetben 1év6
elektronkiildd metilcsoport csokkenti, az elektronszivo
4-Cl, 4-CF, ¢és 4-NO, szubsztituensek valamelyest ndvelik
az a-hidroxifoszfonatok reaktivitasat, igy kis mértékben
csokkenthetd a reakcioidé a szubsztitudlatlan esethez ké-
pest. A 4-Me szubsztituens esetében 48 ora forraldsra volt
sziikség a teljes konverzio eléréséhez."

*  Szalai Zsuzsanna. Tel.: +36 1 463 5890; e-mail: szalai.zsuzsanna@edu.bme.hu
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3 2
Ar OH A H-P—OR H—p—OH

RO OR g K or OG0 248h
ROTL IOR - —H,0 LR RO M PhMe  RO_ )\ RO )\
s @ekvy T ROM RO B RO” ||
3(R=Me) 4 (R=Et) 6 °,
R = Me, Et Termelés = 55-85%

Ar = Ph, 3,5-di'BuPh, 4-MePh, 4-CIPh, 4-CF3Ph, 4-NO,Ph

2. Abra. a-Hidroxi-benzilfoszfonatok (3 és 4) dialkil-foszfitokkal valo
reakcioja

Az 0 reakcid6 mechanizmusara is javaslatot tettlink.
Megkdzelitésiink szerint az a-hidroxifoszfonat (3 és 4)
oxigénatomja megtamadja a P-reagens (>*P(O)H) haromér-
tékl tautomer formajanak (>POH) foszforatomjat. Ezt egy
alkoholmolekula tavozasa kiséri, amikoris az a-foszfori-
loxi-benzilfoszfonat (6) tautomer formaja (6") képzodik (3.
dbra). A dealkilezett szarmazék (7) a reakcio koriilményei
kozott (110 °C) hidrolizissel keletkezhet a reakcidelegyben
elkeriilhetetleniil jelenlévé viznyomok hatasara.'

0. OR ~ C(Cor
N¢ ~—= H-0-P "Q RO H
H™ “or OR P—OH P
d Jd o
+ - .
IS —ROH
e SR
R
{_oR JRooR o ' o’
o// \OR & “oRrR 6 6

3. Abra. o-Hidroxi-benzilfoszfonatok (3 és 4) dialkil-foszfitokkal
torténd kondenzacios reakcidjanak mechanizmusa

Ezutan 8 a-hidroxibenzilfoszfin-oxidot difenilfoszfin-oxid-
dal reagaltattuk az el6zéekhez hasonld koriilmények
kozott (24 h /110 °C, toluol olddszer), amikoris az a-hid-
roxi- benzilfoszﬁn oxid foszﬁnoilezett szérmazéké-
se érdekében azonban inert atmoszférat biztositottunk
4. dbra).*

i
1A Ph—P—Ph
OH ~24h (0]
Ph Ph_ O Ny Ph
APl o+ BT ——— :P)\Ph
I~ Ph e OH PhMe Ph™ 1l
o}

8 (2 ekv.) 2.) aerob feldolgozas 9

Termelés = 68%

4. Abra. Difenil-a-hidroxibenzilfoszfin-oxid (8) és difenilfoszfin-oxid
reakcioja

Ez esetben is javaslatot tettlink a reakcid6 mechanizmusara
vonatkozoéan. Els¢ Iépésként az o-hidroxifoszfin-oxid (8)
hidroxicsoportjanak oxigénatomja timadast indit a Ph,P(O)
H reagens haromértéki tautomerjének foszforatomjara. Ezt
vizkilépés kiséri, amely a foszfinészter-foszfin-oxid (10)
képzddéséhez vezet. A végsd termék (9) a feldolgozas soran
oxidaci6 hatasara keletkezik (5. dbra)."*

Oy Ph D oopeh Ph

N2¢ . —pC . O\\P _Ph
Hoen » Phe O P oxidéci6 _ pn__0" ‘b

+ - S P

—H,0
Ph._OH QGH o=P—Ph o=P—Ph
"y : =
O;P\—Ph ;p\ Ph 10 9
Ph Ph

5. Abra. Difenil-a-hidroxibenzilfoszfin-oxid (8) és difenilfoszfin-oxid
reakcidjanak mechanizmusa

2.2. a-Hidroxi-benzilfoszfonatok médositasa, majd
biszfoszfonatta alakitasa

Biszfoszfonat tipusu vegyiiletek eldallitasara -tovabbi lehe-
tdségként- jobb kilépd csoporttal rendelkezd intermedierek
szintézisét céloztuk meg a-hidroxi-benzilfoszfonatokbol
(3 és 4) kiindulva. Elészor a-klor- és brom-benzilfoszfona-
tokat (11) allitottunk eld csoportelézmény alapjan tionil-klo-
rid és tionil-bromid felhasznalasaval."” Az a-halogenofosz-
fonatokbol (11) ezutan dialkil-foszfitokkal megvalositott
reakcioban szerettiik volna eléallitani a megfeleld biszfosz-
fonsav észtereket, viszont semmilyen alkalmazott koriil-
meény kozott nem tapasztaltuk a kivant termék képzodését.
Trietil-foszfittal, illetve etil-difenilfoszfinittel Arbuzov-
reakcioban csekély konverzidval, jelentés mennyiségii de-
halogénezett melléktermék (14) képzddése mellett azonban
a megfeleld biszfoszfonat tipusu (12 vagy 13) vegyiilet
keletkezett (6. dbra).'

P(OEt); vagy Ph,POEt PY

™ SOX, (1,1 ekv.) (S ekv) :
v.
P(OEY), D _ DKM ©/L (OEY, _135°C,24-72h ©)\ P(OEt), ©/\ (OE),
o
3

‘ Y = OEt (12) vagy Ph (13)

a
b

6. Abra. a-Halogeno-benzilfoszfonatok Michaelis-Arbuzov-reakcioja
trietil-foszfittal és etil-difenilfoszfinittel

Ezutan a hidroxifoszfonatokat (3 ¢és 4) a megfelelé6 me-
zil-szarmazékok (15-17) eldallitasa céljabol 1,5 ekvivalens
metanszulfonil-kloriddal reagaltattuk, 1,5 ekvivalens
trietil-amin jelenlétében 25 ©°C-on toluol olddszerben
(7. abra).!%"

OH OMs

MeSO,Cl (1,5 ekv.)
| T POR),  EtsN (1,5 ekv.) | XY “P(OR),
XA 0O 0,5 h, 25°C )
\4 \
| toluol
3 (R=Me) és 4 (R=Et) 15 (R=Me) és 16 (R=Et)
Termelés = 54-80%

Y= H (a),3,5-ditBu (b), 4-MeO (c), 3-MeO (d), 2-MeO (e), 4-Me (f),
4-CF4 (g), 4-Cl (h), 4-NO, (i)

7. Abra. a-Metanszulfoniloxi-benzilfoszfonatok (15 és 16) eléallitisa

Meglepé modon a 4-metoxi-a-hidroxi-benzilfoszfonatok
(3¢ és 4c) esetében a reakcid a megfeleld a-klor-benzil-
foszfonatokhoz (11¢ és 18c) vezetett. Feltételeztiik, hogy a
meziloxi-szarmazékok (15¢ és 16¢) olyan koztitermékek,
amelyek az Et,N*HCl-sobol szdrmazé klorid-anionnal re-
agalva SN, szubsztitcios reakcioban klor-foszfonatokat
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(11c és 18c¢) képeznek. A MeSO, anion tavozasa egy katio-
nos intermedierhez vezethet, amely két rezonans formaban
(17-1 és 17-2) 1étezhet, amelyek koziil a 17-2 kinoid szerke-
zetll, ami stabilizaciot jelent (8. abra). A 2-metoxi-a-hid-
roxi-benzilfoszfonatok (3e és 4e) metanszulfonil-kloriddal
torténd reakciodja szintén a megfeleld a-klorfoszfonatokhoz
vezetett.'®

OH {OSO:Me

25°C,0,5h
@P(OR& MeSO,Cl (1,5 ekv.) @Pm% ©0S0,M
; _— £ 20S0,Me
VeO [o] Et;N (Fjrﬁw unw.) MeO o) \
R NGX

15 /@/\P(OR)z
c £

16¢c o = 0

Me
Q)
] Me” ™ 1741

Et
MeQ' °
R Z P(OR),
[¢]

Me
17-2

R

3c Me
4c Et

18¢c

@
11c )

Et Me™

8. Abra. 4-Metoxi-a-hidroxi-benzilfoszfonatok (3¢ és 4¢) reakcidja
metanszulfonil-kloriddal

Az 1j hidroxi- (3 és 4) és meziloxi-foszfonatokat (15 és 16)
citotoxicitds vizsgalatoknak vetettiik ala kétféle tumoros
sejtvonalon (humén emlé adenokarcindéma (MDA-MB-231)
¢s melanoma (A2058)). A vizsgalt sejtkultarakon a terc-bu-
til-csoportot tartalmazé hidroxifoszfonat (4b), illetve a
4-nitro-szubsztitualt meziloxi-szarmazék (15i) mutatkozott
a leghatékonyabbnak (9. dbra).'®

OH
OMs
P(OEt)
0
O,N
4b 15i

ICso (MDA-MB-231) = 16,4 uM ICso (A2058) = 34,9 uM

9. Abra. A citotoxicitas vizsgalatokban legjobb hatést mutatd hidroxi-
(4b) és meziloxi-szarmazékok (151)

Néhany eléallitott metanszulfoniloxi-benzilfoszfonatbol
(16a, 16f ¢és 16h) eloszor dietil-foszfittal torténd konden-
zacios reakcioban kiséreltiikk meg a metilénbiszfoszfonatok
(12) eloallitasat, viszont a kivant termék képzodését nem
tapasztaltuk (/0. abra).'®

2 ekv. (Et0),P(O)H

1 ekv. TEA 0
OMs MW, 135°C P(OEt),
" —_—
Y ° Y 0
16 12

Y= H (a), Me (f), CI (h)

10. Abra. a-Metanszulfoniloxi-benzilfoszfonatok (16a, 16f, és 16h)
dietil-foszfittal megkisérelt reakcidja

A mezilatokat ezutan trietil-foszfittal és etil-difenilfoszfi-
nittel Arbuzov-reakcidba vittilk. Meglepetésre ebben az
esetben a biszfoszfonat tipusu vegyiilet (12 vagy 13) kelet-
kezett teljes konverzioval (/1. dbra).'>" Legjobb tudoma-
sunk szerint a szakirodalom nem tesz emlitést Michaelis-
Arbuzov reakciokrdl, amelyekben a klor- és bromalkanok
helyett meziloxi-szarmazékot alkalmaztak volna.

0
P(OEt); vagy Ph,POEt Il
OMs (5 ekv.) PY2
P(OEt), _135°C,24-72h _ P(OEt),
(o] (6]
16 Y = OEt (12) vagy Ph (13)

Termelés = 80% (12) 86% (13)

11. Abra. a-Metanszulfoniloxi-benzilfoszfonatok (16) Michaelis-
Arbuzov-reakcioja trietil-foszfittal és etil-difenilfoszfinittel

A modszert kiterjesztve  valtozatosan  szubsztitu-
alt biszfoszfonatokat, biszfoszfin-oxidokat ¢és foszfo-
nat-foszfin-oxidokat (19) szintetizaltunk és jellemeztiink
(12. abra).™18

(0]
P(OR)3 vagy Ph,POEt 0o
OMs (5 ekv.) PY';
27 Py 138°C,1-3nap Z7PY,
0 R = Et vagy Bu
18 19

Termelés = 50-98%
Y = OEt, Ph, 4-MePh, 3,5-diMePh
Z = Me (a), Ph (b), 3-MeOPh (c), 4-MePh (d), 4-CIPh (e), 4-CF;Ph (f)
Y' = OEt, OBu, Ph

12. Abra. Biszfoszfonatok, biszfoszfin-oxidok és foszfonat-foszfin-
oxidok (19) eldallitasa Arbuzov-reakcioval

A kipreparalt szarmazékok antiproliferativ hatasvizsga-
latat human hasnyalmirigy adenokarcinoma (PANC-1)
¢s mieloma multiplex (U266) sejtvonalakon végeztiik el
100 uM koncentracioban. Elébbi esetben a Cl-atomot tar-
talmazo foszfonat-foszfin-oxid (20), utobbi sejtvonalon a
CF,-csoportot tartalmazd biszfoszfonat (21) mutatkozott
a leghatékonyabbnak, a sejtek tuléloképessége ezekben az
esetekben 31%, illetve 56%-ra csokkent (/3. dbra).”

9 Q
PPh, P(OBu),
/@P(OEt)z @P(OEW
I I
Cl © FsC ©
20 21

31%* (PANC-1) 56%* (U266)

* Az adott sejt tuléloképessége 100 uM koncentracioban.

13. Abra. Az in vitro antiproliferativ hatasvizsgalatokban legjobb hatést
mutat6 szarmazékok

2.3. 2.3. Hidroxi-metilénbiszfoszfonatok szintézise
a-oxofoszfonatokbol Pudovik-reakcidval

a-Hidroxi-metilénbiszfoszfonat tipusu vegyiileteket is sze-
rettiink volna eldallitani a-oxofoszfonatok és kiilonb6zo
P-reagensek Pudovik-reakcidjaval.!*

Acetil-, valamint benzoil-klorid trimetil-, trietil- és tribu-
til-foszfittal térténd Arbuzov-reakcidjaval a-oxofoszfonato-
kat (22) képeztiink, majd azokat dialkil-foszfitokkal és dia-
rilfoszfin-oxidokkal kiilonb6z6 koriilmények (hémérséklet,
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oldoszer ¢és katalizator moélaranya) kozott szekunder amin
katalizatorok jelenlétében reagéltattuk, mely soran adduk-
tok (23) és atrendez0dott szarmazékok (24) keletkeztek (/4.
abra). A kétféle termék (23 addukt és 24 atrendezédott spe-
cies) képzddésére optimalizalt koriilményeket a katalizator
mennyiségének és a hdmérséklet valtoztatasaval hataroztuk
meg. Megallapitottuk, hogy az atrendez6dést dontéen az Y
szubsztituens, valamint a szekunder amin mennyisége be-
folyasolja. Metilcsoport esetén 5% dietil-amin jelenlétében
végezve a reakciokat a biszfoszfonat (23) képzddése volt a
meghatarozo, de 20% katalizatort alkalmazva mar az atren-
dezddott species (24) is megjelent a termékelegyben. 40%
Amint adva a reakcidelegyhez teljes mértékii atrendez6dés
kisérte a reakciokat. Amennyiben a kézponti szénatomon
fenilcsoport foglalt helyet, az adduktok (23) csak interme-
dierek voltak, melyek allasra, katalizator jelenléte nélkiil is
atrendezdédtek. A hémérséklet, az oldoszer, az amin fajtéja,
valamint a Z szubsztituensek kevéssé voltak hatassal a re-
akciok kimenetelére.'**

1 H (I?
00 O OHO (RO),P—C—0—P2Z,
non Z,P(O)H o1 n ¥
Y-C-P(OR), ———— (RORP—C—PZ, 24-1
2 R',NH v o o
23 I H o
Y = Me vagy Ph (RO)P—O—C—PZ,
Z = OMe, OEt, OBu, Ph, 4-MePh, 3,5-diMePh Y
R = Me, Et, Bu 24-2
R'=Etvagy Bu

14. Abra. Hidroxi-metilénbiszfoszfonatok (23) és atrendez6dott
szarmazékaik (24) szintézise a-oxofoszfonatokbol

A kétféle termék képzodésére megfeleld (optimalizalt) ko-
riillményeket alkalmazva egy kozel hlisz tagu vegyiilettarat
szintetizaltunk, amely tagjait négy kiilonboz6 tumoros sejt-
vonalon (human emldé adenokarcinoma (MDA-MB-231),
prosztata kissejtes karcinoma (PC-3), tiid6 laphamsejtes
karcinoma (Ebc-1), valamint epidermoid karcindéma (A431))
citosztazis vizsgalatoknak vetettiik ala. Ezeken a sejtkul-
tirakon az aromas egységeket tartalmazd atrendezddott
szarmazékok (25-28) mutatkoztak a leghatasosabbnak (/5.
abra).®

o
1] H 0
EtO—I?—O—(II—I?—OEt
OEt Ph OEt
25
ICs50 (A431) = 40,4 uM
IC5p (MDA-MB-231) = 76,7 uM

ICsp (Ebc-1) = 99,5 uM

o o (0] o

I} H 1} 1] H 1]

P—(|}~O—FI’—OE1 + EtO—II’—?—O—P

J\: Ph OEt OEt Ph i
26/1 26/11

ICso (MDA-MB-231) = 37,8 uM
ICs (Ebc-1) = 25,9 uM
ICs0 (PC-3) = 149,5 uM

S nw 9 S n 9
pP—C—0—P-OEt P—C—0—P-OEt
Pho o ( l : :

Ph OEt

27 28
ICs0 (A431) = 110,7 uM
ICs0 (MDA-MB-231) = 100,7 uM  IC59 (MDA-MB-231) = 115,0 uM
ICsp (Ebc-1) = 94,1 uM
ICs0 (PC-3) = 115,8 uM

15. Abra. A citosztazis vizsgalatokban legjobb hatast eléré vegyiiletek

Vizsgaltuk a vegytiletek antiproliferativ hatasat is human
hasnyalmirigy adenokarcinéma (PANC-1) és mieléma mul-
tiplex (U266) sejtvonalakon. A 16. abran lathatd vegyiile-
tek (27-31) esetében sikeriilt a sejtek tuléloképességét 61-
80%-ra csokkenteni.”

[o}

S own 9 ° , o
P—C—O—P-OEt P—C—0-P-OEt

T
|
<; Ph OEt Ph OEt
27
28

80%* (U266) 43%* (PANC-1)
76%* (U266)

31

528 weo-§—&§ 5 99
MeO-R—C—F © et BuO-P—C—h-0Bu
OMe Me<> © j@\ OBu Me OBu

73%* (PANC-1)

86%* (PANC-1) AN
o

76%" (U266) 61%* (U266)

* Az adott sejt tuléloképessége 100 uM koncentracioban.

16. Abra. Az in vitro antiproliferativ hatasvizsgalatokban legjobban
teljesit6 szarmazékok

Koszonetnyilvanitas

A publikéacio, illetve az annak keretében ismertetett tudo-
manyos eredmény a Richter Gedeon Nyrt. altal 1étreho-
zott Richter Gedeon Talentum Alapitvany (székhely: 1103
Budapest, Gyomréi 0t 19-21.) tamogatasaval, ,,Richter
Gedeon Kivéalésagi PhD Osztondij” keretében késziilt. A
Doktoranduszi Kivalosagi Osztondij Program (DKOP) altal
tamogatott projekt a Kulturalis és Innovacios Minisztérium
Nemzeti Kutatasi Fejlesztési és Innovacioés Alapbdl nyj-
tott, valamint a Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi
Egyetem koOz0s tamogatasaval, a Nemzeti Kutatasi,
Fejlesztési és Innovacios Hivatallal kotott tamogatasi szer-
z0dés alapjan valosult meg.

Hivatkozasok

1. Fields, S. C. Tetrahedron 1999, 55, 12237-12273.
https://doi.org/10.1016/S0040-4020(99)00701-2

2. Russell, R. G. G. Bone 2011, 49, 2-19.
https://doi.org/10.1016/j.bone.2011.04.022

3. Russell, R. G. G. Pediatrics 2007, 119, 150—162.
https://doi.org/10.1542/peds.2006-2023H

4. Massey, A. S.; Pentlavalli, S.; Cunningham, R.; McCrudden,
C. M.; McErlean, E. M.; Redpath, P.; Ali, A. A.; Annett, S.;
McBride, J. W.; McCaffrey, J.; Robson, T.; Migaud, M. E ;
McCarthy, H. O. Mol. Pharm. 2016, 13, 1217-1228.
https://doi.org/10.1021/acs.molpharmaceut.5b00670

5. Hudson, H. R.;Wardle, N. J.; Blight, S. W. A.; Greiner, L.;
Griin, A.; Keglevich, Gy. Mini Rev. Med. Chem. 2012, 12,
313-325.
https://doi.org/10.2174/138955712799829285

6. Gyires, K.; First; Z. 4 farmakologia alapjai; Medicina
kiado6 2011.

7. Frechette, R. F.; Ackerman, C.; Beers, S.; Look R.; Moore, J.
Bioorg. Med. Chem. Lett. 1997, 7, 2169-2172.
https://doi.org/10.1016/S0960-894X(97)00390-9

8. Forlani, G.; Occhipinti, A.; Berlicki, L.; Dziedziota, G.;
Wieczorek, A.; Kafarski, P. J. Agric. Food Chem. 2008, 56,
3193-3199.
https://doi.org/10.1021/j£800029t

131. évfolyam, 2-4. szam, 2025.


https://doi.org/10.1016/S0040-4020(99)00701-2
https://doi.org/10.1016/j.bone.2011.04.022
https://doi.org/10.1542/peds.2006-2023H
https://doi.org/10.1021/acs.molpharmaceut.5b00670
https://doi.org/10.2174/138955712799829285
https://doi.org/10.1016/S0960-894X(97)00390-9
https://doi.org/10.1021/jf800029t

Magyar Kémiai Folydirat 119

9. Kategaonkar, A. H.; Pokalwar, R. U.; Sonar, S. S.; Gawali,
V. U.; Shingatem, B. B.; Shingare, M. S. Eur. J. Med. Chem.
2010, 45, 1128-1132.
https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2009.12.013

10. Reddy, G. S.; Sundar, C. S.; Prasad, S. S.; Dadapeer, E. D.;
Raju, C. N.; Reddy, C. S. Der Pharma Chemica 2012, 4,
2208-2213.

11. Sampath, S.; Raju, C. N.; Rao, C. V. Phosphorus Sulfur
Silicon Relat. Elem. 2016, 191, 95-99.
https://doi.org/10.1080/10426507.2015.1032412

12. Kalla, R. M. N.; Lee, H. R.; Cao, J.; Yoo, J. W.; Kim, I. New
J. Chem. 2015, 39, 3916-3922.
https://doi.org/10.1039/C5NJ00312A

13. Varga, P. R.; Belovics A.; Bagi P.; Toth, Sz.; Szabo, R.;
Drahos, L.; Keglevich, Gy. Molecules 2022, 27, 2067.
https://doi.org/10.3390/molecules27072067

14. Szalai, Zs.; Abrényi-Balogh, P.; Keglevich, Gy. J. Org.
Chem. 2025, 90, 439-447.
https://doi.org/10.1021/acs.joc.4c02355

The synthesis of new phosphonate derivatives

The biological activity and pharmacological applications of phos-
phonates are key topics, particularly in the treatment of osteopo-
rosis and cancer diseases. In my PhD research, we focused on the
synthesis of new P-compounds and on the evaluation of their bi-
ological effects.

Initially, we aimed to synthesize novel bisphosphonate derivatives
through the condensation reaction of a-hydroxyphosphonates and
dialkyl phosphites. However, our results indicated that instead of
the expected compound, a rearranged and partially dealkylated
derivative were formed. Therefore, we attempted similar transfor-
mations using a-halogenophosphonates in reactions with dialkyl
phosphites, but the desired compound was not obtained.

Subsequently, we subjected a-chloro- and a-bromophosphonates
to the Michaelis-Arbuzov reaction with trialkyl phosphites and

15. Griin, A.; Greiner, 1.; Keglevich, Gy. Current Org. Chem.
2019, 23, 968-973.
https://doi.org/10.2174/1385272823666190611103102

16. Szalai, Zs.; Debrei, M.; Abrényi-Balogh, P.; Bésze, Sz.;
Olahné Szabd, R.; Drahos, L.; Keglevich Gy. ACS Omega
2024, 9, 31043-31055.
https://doi.org/10.1021/acsomega.4c04382

17. Szalai, Zs.; Bednarik, J.; Toth, B. Sz.; Takacs, A.; Tekula,
Sz.; K6hidai, L.; Karaghiosoff, K.; Drahos, L.; Keglevich,
Gy. Pharmaceuticals 2025, 18, 91.
https://doi.org/10.3390/ph18010091

18. Szalai, Zs.; Kis, A.S.; Takacs, A.; Kéhidai, L.; Karaghiosoff,
K.; Czugler, M.; Drahos, L.; Keglevich, Gy. Molecules 2025,
30, 428.
https://doi.org/10.3390/molecules30020428

19. Szalai, Zs.; Keglevich, Gy. Molecules 2021, 26, 7575.
https://doi.org/10.3390/molecules26247575

20. Szalai, Zs.; Toth, B.; Olahné Szabo, R.; Bosze, Sz.;
Karaghiosoff, K.; Czugler, M.; Drahos, L.; Keglevich, Gy.
Molecules 2023, 28, 6037.
https://doi.org/10.3390/molecules28166037
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which successfully yielded the target compounds by the Arbuzov
reaction.

Finally, we synthesized hydroxy group containing bisphos-
phonate-type derivatives from a-oxophosphonates through the
Pudovik reaction. Notably, in this case, the formation of the
adduct was accompanied by a rearrangement; however, with a
fine-tuning, we were able to selectively obtain the two types of
products.

The cytotoxicity and antiproliferative effects of all synthesized
compounds were also evaluated, showing promising results.
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1. Bevezetés

A kornyezetszennyezés mérséklése és a fenntarthatod fej-
16dés elémozditasa sziikségessé teszi a megujuld forras-
bol szarmazo és/vagy lebomld biopolimerekbdl késziilt
mianyag termékek felhasznalasat. A biopolimerek jelen-
tds csoportjat képezik a természetes polimerek, amelyek a
boéségesen rendelkezésre allo és meglijuld ndvényi és allati
biomasszabol nyerhetdk ki. Legfontosabb képviseldi a cel-
luloz és a keményitd, tovabba a kitin, az alginat és a lignin.
Ipari felhasznalasuk nagy multra tekint vissza és jelentdsé-
glik elsésorban textil- és papiripari, tovabba élelmiszeripari
alkalmazasokhoz kapcsolodik. Az utdbbi iddben fokozato-
san nd a szerepiik az anyagtudomanyi kutatasokban, mivel
felhasznalasukkal uj és kivalo tulajdonsagu, biokompati-
bilis, biologiailag lebomlo filmek és gélek allithatok eld,
amelyek alternativat jelentenck példaul a csomagoléstech-
nikaban, a mezégazdasagban, a szennyviztisztitasban és az
egészségiigyben vald rovidtava alkalmazasokra. Emellett
jelentds figyelem Osszpontosul a természetes polimer-ala-
pu nanoanyagokra (pl. nanocelluldz, nanokeményitd), me-
lyekben egyediilallo modon 6tvozédnek a természetes po-
limerek tulajdonsagai a nanoméretli anyagok kiilonleges
jellegzetességeivel'.

Az elmult évtizedben a felsorolt természetes polimerekbdl,
valamint azok kombinalt, tovabba nanocelluldzzal erdsitett
rendszereibdl kiilonb6zo termékeket, tobbek kdzott vékony
filmeket és géleket allitottunk el6 azzal a céllal, hogy jel-
lemezziik tulajdonsagaikat és felderitsiik specialis alkal-
mazasaikat a csomagolastechnikaban és a szennyviztisz-
titasban. Jelen kozleményben a természetes polimerekkel
¢és nanoanyagaikkal végzett anyagtudomanyi kutatasaink
legfontosabb eredményeit mutatjuk be.

2. Természetes polimerek

A Dbiologiailag lebomld és megujuld természetes polime-
rek kiemelten fontos szerepet jatszanak a fenntarthatdsagi
torekvések elémozditasdban és erdsitésében, az dkoldgiai
labnyom csokkentésében és a fosszilis energiahordozoktol
vald fiiggdség mérséklésében. A ndvényi biomassza legfon-
tosabb komponense a celluléz, amely a F6ldon a legnagyobb

* Tel.: 06 1 463 1423; e-mail: csiszar.emilia@vbk.bme.hu
** Tel.: 06 1 463 4335; e-mail: bodine.fekete.erika@vbk.bme.hu

mennyiségben rendelkezésre allo megijuld szerves anyag.
A fas novények anyaganak 40-50%-a, a hancsrostok (len,
kender) 60-85%-a és a pamut tobb mint 90%-a celluldz.
Kémiai szerkezetét tekintve B-D-gliikopirandz egységekbdl
felépiild linearis poliszacharid. A celluléz molekuldk int-
ra- és intermolekularis hidrogén-kotések kialakulasa révén
fibrillas szerkezetet hoznak Iétre, melyben a makromoleku-
lak iranyultsaga parallel. A nagy tengelyirany(l merevség-
gel rendelkezd fibrillak hosszutavu szervezddése kristalyos
szerkezetet eredményez; a kristalyossag nem teljes, cellu-
l6zforrastol fliggden 50-90%. Kémiai alapanyagként kb.
150 éve hasznaljak a cellulozt, empirikus felhasznalasanak
bizonyitékai pedig tobb ezer évre nyulnak vissza.

Jelenleg a cellulozkémiai kutatasok foként a nanocellulo-
zokra koncentralnak, melyeknek legalabb egy dimenzidja a
nanométeres tartomanyban van®. A nanocellulézokat el6al-
litasuk alapjan harom csoportba soroljuk: 1) A nanofibrillalt
cellulozt (NFC) facellulozbol allitjak eld erés nyird hatast
kifejtd kezeléssel, nagynyomasu homogenizatorban; a na-
noszalak atmérdje 5-60 nm, hossza pedig néhany mikromé-
ter. 2) A nanokristalyos celluloz (CNC) eldallitasa a celluloz
amorf részének savas hidrolizisével torténik; a leggyakrab-
ban alkalmazott kénsavas hidrolizis soran negativ toltési
szulfat-észter-csoportok (-OSO,) alakulnak ki a nanoré-
szecskék feliiletén és ennek koszonhetden a celluldéz nano-
kristalyok vizes szuszpenzidja stabil; a nanokristalyok palci-
ka alaktiak, atmérdjiik 5-20 nm, hosszuk pedig néhany szaz
nanométer. 3) A bakterialis nanocellul6zt (BC) baktériumok
szintetizaljak kis molekulatomegii cukrokbdl, illetve alkoho-
lokbol; a szalak atmérdje jellemzden 20-100 nm kozott van,
hossza pedig néhany mikrométer. A nanocellulézok — 6nma-
gukban alkalmazva, vagy teljesitménynodvelési céllal nano-
toltdanyagként mas biopolimerekkel egyiitt — 0j és kivalo
tulajdonsagt termékeket eredményeznek valtozatos felhasz-
nalasokra. Kutatasaink soran a nanocellulozok eléallitasara,
modositasara ¢s felhasznalasara koncentraltunk.

A keményité a novények (foként gabonafélék és gumosok)
raktarozott tdpanyaga. Két f6 osszetevdje az amiloz (20-30%)
¢és az amilopektin (70-80%)°. Az amildz linearis polimer,
melyben a glitkoz monomer egységek a-D-(1—4) glikozidos
kotéssel kapcsolodnak egymashoz. Az amilopektinben — az
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emlitett kotések mellett — a-D-(1—6) kotések is vannak és
ezaltal a molekula eldgazasokat tartalmaz. A keményitd
finom szemcsék forméajaban kinyerheté a ndvénybdl és el-
s6sorban az ¢lelmiszer-, papir- €s gyogyszeriparban keriil
felhasznalasra. Anyagtudomanyi alkalmazasa soran lagyito-
szerrel bontjak meg a makromolekulak kozotti hidrogén-ko-
tések révén kialakul6 stabil szerkezetet. Az igy kapott anya-
got termoplasztikus keményitének (TPS) nevezziik.

A TPS-alapt anyagokat elsésorban a csomagolasban lehet
alkalmazni a hagyomanyos miianyagok helyettesitésére. A
termoplasztikus keményit6t — gyenge mechanikai tulajdon-
sagai, atkristalyosodasra valo hajlama, alacsony h6allosaga,
vizérzékenysége és gyenge vizzard képessége miatt — sziik-
séges mas polimerekkel (keverékek) vagy toltdanyagokkal
(kompozitok) kombinalni. A TPS kompozitok eléallitasa-
hoz szerves és szervetlen toltéanyagokat egyarant alkal-
maznak. Leggyakrabban hasznalt szerves toltéanyagok a
faliszt (fadrlemény), a kiilonb6z6 celluldzrostok, a lignin és
ananocellulozok. A szervetlen tdltéanyagok k6zé tartoznak
a kiilonbozo rétegszilikatok, a kalcium-karbonat, valamint
a talkum*>. A szervetlen és szerves t6ltdanyagok TPS kom-
pozitokra gyakorolt hatasanak &sszehasonlitasa bonyolult,
mivel a TPS kompozitok tulajdonsagait nemcsak a t6lt6-
anyagok egyedi jellemz6i ¢és a polimer/toltéanyag kozotti
kolcsonhatas hatarozza meg, hanem a keményité matrix
tipusa és a felhasznalt lagyitdszer fajtaja és mennyisége is.

A kitin a masodik legnagyobb mennyiségben eléforduld ter-
mészetes polimer, amely gombakban, valamint kagylokban,
rakokban és kitinvazas rovarok burkaban fordul elé nagy
mennyiségben, a sejtfalat er6sité vazanyagaként®. Kinyerése
intenziv kémiai kezelések sorozatat igényli. Kémiai 0ssze-
tételét tekintve a kitin p-(1-4)-N-acetil-2-amino-2-deoxi-D-
gliikoz. A kitin deacetilezésével nyerheté a kitozan, amely
kémiailag B-(1-4)-2-amino-2-deoxi-D-gliikoz. A deaceti-
lezés sohasem teljes, ezért a kitozan egy kopolimer, amely
amino ¢és N-acetil-amino csoportokat is tartalmaz. A kitin
oldhatatlan, a kitozan viszont — a szabad amino csoportoknak
koszonhet6en — hig savakban oldhatd. Az acetilezettség mér-
téke nemcsak az oldhatosagot, hanem a biologia lebonthato-
sagot ¢és a reaktivitast is meghatarozza. Biokompatibilitasa,
biodegradalhatdsaga és antibakterialis tulajdonsaga miatt a
kitozan az egyik legértékesebb természetes polimer.

Az alginatok anionos polimerek, amelyek a barna algak
szarazanyag-tartalmanak kb. 40%-at adjak. Az alginatok
B-D-mannuronsav (M) és a-L-guluronsav (G) egységekbdl
éptilnek fel, amelyek 1-4 glikozidos kotéssel kapcsolodnak
egymashoz, blokk (GGGMMM) vagy alternalo (GMGMGM)
szerkezetet 1étrehozva. A tulajdonsagokat a monomerek ara-
nya ¢s beépiilésiik sorrendje, valamint a molekulatomeg
befolyasolja. Tobb G egység esetén a pszeudoplasztikus tu-
lajdonsagok dominalnak, mig a féként M egységekbdl allo
makromolekula esetén a viszkozus jelleg figyelhetd meg.
Forrastol fiiggden a molekulatomeg 32 és 400 kDa kozott
van, amely jelentésen befolyasolja a viszkozitast és a gélkép-
z6dést. A viszkozitast a pH is befolyasolja: a viszkozitas né

a pH csokkenésével és 3-3,5-0s pH érték koriil maximumot
ér el a karboxil-csoportok protonalodéasat kovetd hidrogén-
kotések kialakulasa miatt. Korabban féként az élelmiszeripar
hasznalta fel az alginatokat, mint zselésit6- és bevonoszert.
Jelenleg elsdsorban az orvosi alkalmazasokhoz (sebkotozés
¢és hatdanyagleadas) kapcsolddo, valamint az élelmiszerek
romlasat késleltetd kisérletek a leggyakoribbak’.

A lignin a fas ndvények szerkezeti polimerje, melynek rész-
aranya fafajtol fiiggden koriilbeliil 30%. A lignin hozzajarul
a fa kivalé mechanikai tulajdonsagaihoz és felelds a vizal-
l6sagért és mikrobiologiai ellenalloképességért®. A lignin
egy haromdimenzids, amorf, dsszetett polimer, amely fe-
nil-propan egységekbdl (monolignolok) épiil fel. A lignin
fragmentumok szerkezetét és tulajdonsagait az alkalmazott
feltarasi technologia hatarozza meg. A szulfitos feltaras so-
ran keletkez6 lignoszulfonatok példaul metoxi-, hidroxil-,
savas €s aromas csoportokat tartalmaznak. A cellulozgyar-
tas soran évente kb. 70 Mt lignin melléktermék keletkezik,
amelynek csak kis hanyada (kb. 5%-a) hasznosul. Az ipar-
ban felhasznalt lignin tobb mint 70%-4t a lignoszulfonatok
teszik ki. Szamos kutatas foglalkozik a lignin lehetséges
felhasznalasi teriileteinek bdvitésével és magas hozzaadott
értéki lignin tartalmu termékek eléallitasaval.

A természetes polimereket — a sejtfal merev és komplex szer-
kezete miatt — intenziv és koltséges kémiai kezelések soro-
zataval nyerik ki a biomasszabol. A természetes polimerek-
bél késziilt és csomagolasra ajanlott filmeknek jellemzden
gyengébbek a mechanikai tulajdonsagai, mint a szintetikus
polimerekbdl késziilteknek. Gyakran kiilonleges feldolgo-
zasi koriilményeket igényelnek, mivel érzékenyek lehetnek
a homérsékletre és a paratartalomra, ami befolyasolja sta-
bilitasukat és gyakorlati alkalmazhatosagukat. A kutatasok
jelentds része a felsorolt kedvezotlen tulajdonsagok javitasat,
a kinyerési és tisztitasi folyamatok egyszeriisitését, valamint
a felhasznalasi teriiletek bévitését célozza.

Az utdbbi években egyre inkabb elétérbe keriilnek a termé-
szetes polimerekbdl eldallithato 3D szerkezettel rendelkez6
biogélek, melyek koziil a poliszacharid gélek nagy jelent6-
séggel birnak®. A polimer oldatbol valtozatos modszerek-
kel (kicsapas — hé vagy pH valtozas hatasara, kifagyasz-
tas, térhalositas kémiai vagy fizikai modszerekkel) el6szor
hidrogéleket allitanak eld, majd a hidrogélekbdl kiilonbo-
z0 szaritasi modszerekkel xero-, aero- és kriogélek nyer-
hetdk. A hidrogélek nagy mennyiségii vizet tartanak meg
pérusaikban, lagyak és konnyen alakithatok. Hatékonyan
felhasznalhatok tobbek kozott az egészségligyben, a mezo-
gazdasagban ¢és a viztisztitasban. A szaritds utan nyert —
valtozatos porusméretil, nagy fajlagos feliiletii ¢s megfeleld
kémiai szerkezetli — gélek szelektiv gazszorpciora képesek
¢és alkalmasak szabalyozott hatéanyaglead6 rendszerek lét-
rehozasara. A biogélek biokompatibilisek, biodegradalha-
tok, olcsok és konnyen eléallithatok, ugyanakkor mechani-
kai tulajdonsagaik, instabil duzzadoképességiik, valamint
regeneralhatosaguk javitasra szorul.
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3. Természetes polimerek anyagtudomanyi
felhasznalasa

3.1. Nanokristalyos celluléz: eléallitas, jellemzés,
alkalmazas

Kutatdomunkank soran a cellul6z nanokristalyokat kénsavas
hidrolizissel nyertiik ki kiilonb6z6 cellulozforrasokbol (pél-
daul fehéritett pamut és len, nyers len), atlagosan 40%-o0s
hozammal. Részletesen vizsgaltuk a fehéritett pamutbodl
kinyert CNC-k esetén a hidrolizis utan alkalmazott kis-
frekvencias ultrahangos kezelés hatasat a nanokristalyok,
a CNC vizes szuszpenzioja, valamint a bel6le ontott filmek
tulajdonsagaira'®. Megallapitottuk, hogy a kavitacios bubo-
rékok szétrobbanasa altal keltett mikroaramlasok segitik a
nanokristalyok szabadda valasat és jelent6sen csokkentik a
nanokristalyok aggregatumainak lézerdiffrakcios részecs-
keméret analizissel meghatarozott méretét (l.a abra). Az
eloszlasgorbék a CNC vizes szuszpenzidjaban mikromé-
retli aggregatumok jelenlétét jelzik, transzmisszios elekt-
ronmikroszkopiaval azonban lathatéva valnak az aggrega-
tumokat alkotd nanoméretil, tliszerti részecskék (2.a abra).
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Az egyedi, pamutbol nyert nanokristalyok hossza 68,5 + 5
nm, a ra meréleges mérete pedig 8 £ 0 nm. Len-CNC esetén
a megfeleld értékek: 57,5 + 5 nm és 6 = 0 nm. A homo-
gén, tejszerll vizes CNC szuszpenzid stabilitasa a nanok-
ristalyok feliiletén kialakulo és negativ toltést szulfat-ész-
ter csoportoknak kdszonhetd. A pamut- és len-CNC vizes
szuszpenzidjanak zéta potencialja negativ (kb. -35 mV).
A nanokristalyok kén-tartalma a cellulozforrastol fiigg: a
len-CNC feliiletén kialakulé szulfat-észter csoportok meny-
nyisége kisebb (0,52%), mint a pamut-CNC-n (0,62%). Ez
magyarazhatja a len-CNC részecskék nagyobb aggregacios
hajlamat a vizes szuszpenzioban.

A celluléoz nanokristalyokbdl kivald szakitdszilardsagu,
merev ¢és atlatszo filmek készithetok ontéssel és szaritassal.
A CNC filmek szerkezetére jellemz6 a nanokristalyok ira-
nyitott rendezddése (2.b abra). Az ultrahangozott és ezaltal
kevésbé aggregalddott CNC-t tartalmazd szuszpenzidkbol
eléallitott filmeknek jobbak a mechanikai (1.b abra) és op-
tikai (fényateresztés, homalyossag) tulajdonsagai. Az ultra-
hang tehat végso soron a termék tulajdonsagainak a médo-
sulasat eredményezi.
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1. Abra. Fehéritett pamutbol kénsavas hidrolizissel kinyert CNC-szuszpenziok ultrahangos kezelése (20 kHz; 60% amplitado). Az ultrahangos kezelés
id6tartamanak (0-10 perc) hatasa (a) a részecskeméret eloszlasra; (b) a CNC-szuszpenziokbol késziilt filmek szakitoszilardsagara

2. Abra. (a) Pamut-CNC-k TEM felvétele (M: 40000x); (b) Fehéritett len-CNC szuszpenziobol 6ntéssel készitett film tort feliiletének SEM felvétele
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3.2. Nanokristalyos celluléz filmek: a lagyité és
keresztkoté agens hatisa

A nanokristalyos celluloz vizes szuszpenziojabol ontott vé-
kony, atlatszo filmek tulajdonsagait vizsgalva megallapitot-
tuk, hogy a filmtulajdonsagokat befolyasolja a cellulozfor-
ras (pamut, len), a hozzaadott lagyité mindsége (glicerin,
szorbit) és koncentracidja, valamint a keresztkotd agens
mindsége (amino-aldehid gyanta, citromsav) és koncentra-
cidja. A cellulozforras nemcsak a hozamot, a nanokrista-
lyok méretét és aggregacios hajlamat befolyasolja, hanem a

srer

crer

A pamut-CNC filmek kristalyossaga (rontgendiffrakcio
alapjan szdmolva) nagyobb (91-94 %), mint a len-CNC fil-
mekeé (87-90 %). A len-CNC-ben UV spektroszkopiaval lig-
nin nyomokat is detektaltunk, amelyek a len in. ’szerkezeti
lignin’ tartalmara utalnak. A len-CNC-k fokozott aggrega-
cios hajlama meghatarozza a szuszpenzio és az abbol ontott
film tulajdonsagait is. Erre vezethetd vissza, hogy a len-
CNC filmek porozitasa nagyobb, slirtisége pedig kisebb,
mint a pamut-CNC filmeké.
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A CNC filmek merevek és torékenyek. A filmek rugalmas-
sdganak ¢és kezelhetdségének javitasat lagyitok hozzaada-
saval érik el, amelyek leggyakrabban poli-hidroxi vegytile-
tek (pl. glicerin, szorbit)''. Megallapitottuk, hogy a lagyitd
segiti a CNC aggregatumok egyedi nanokristalyokka bon-
tasat és ezaltal csokkenti a filmek homalyossagat. A lagyi-
totartalmat 0%-rol (haromszog jeldlés, 3.a,b abra) 25%-ra
emelve a pamut-CNC filmek esetén kb. 27%-161 17%-ra,
len-CNC filmek esetén pedig kb. 40%-r6l 20%-ra csokkent
a homalyossag'.

A CNC filmek maximalis szakitoszilardsaga 15% lagyitod
adagolasaval érhetd el és értékét a lagyito tipusa befolya-
solja. 15% szorbit koncentracional kb. 33 MPa szakitdszi-
lardsagot mértiink, glicerin esetén az érték kisebb, kb. 24
MPa (3.c,d abra). A szakadasi nyulas enyhén novekszik a
lagyité mennyiségének ndvelésével (kb. 0,7%-rdl 1,7%-ra).
A cellulézforrasnak nincs jelentds hatasa a CNC filmek me-
chanikai tulajdonsagaira, de befolyasolja a filmtulajdonsa-
gokat magas hémérsékletii hokezelés esetén'®. A glicerinnel
lagyitott len-CNC film ugyanis sokkal jelentésebben sargul
¢és romlik az atlatszosaga, mint a pamut-CNC film.
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A CNC filmek belsd porusai és kiilso feliilete kb. 4% vizgéz
abszorbedldsara képes. A filmek vizzel jol nedvesednek, fo-
lyékony vizbe helyezve pedig delamindlédnak, vagyis na-
nokristalyokra esnek szét. A filmek vizzel szembeni ellenal-
loképessége keresztkotd agensek (pl. aminoaldehid gyanta,
citromsav) hatasara jelentésen javithatd. Aminoaldehid
gyanta a belsoé feliiletekre lerakodva csokkenti a porozitast
és mar kis koncentracioban (2,5-5%) is jelentdsen gatolja
a vizgbézszorpciot*, Nagyobb gyantakoncentracional (10-
20%) a belso feliilet jelentésen csokken. A hozzaférhetd
celluléz molekulak a nanokristalyok feliiletén keresztkotési
reakcioban vesznek részt, a vizmolekulak hozzaférhetosége
a cellulozhoz gatoltta valik és ezaltal a folyékony viznek el-

30

254

20

154

Szakitoszilardsag (MPa)

10 T T T T T

Citromsav tartalom (%)

lenalld filmszerkezet alakul ki. A keresztkotés noveli a sza-
kitészilardsagot és csokkenti a szakadasi nyulast. 50%-os
gyantakoncentracional a gyanta matrix-tulajdonsagai erd-
teljesen érvényesiilnek: merev és rugalmatlan, de nagy szi-
lardsaggal jellemezheté kompozitok nyerhetok.

Citromsav keresztkotd agenssel is — 20% koncentracioban
és legalabb 120 °C-on végzett 10 perces hokezelést kdveto-
en — a folyékony viznek ellenallé CNC filmek allithatok eld.
Hoékezelés nélkiil a citromsav lagyitoként mitkodik: rugal-
mas ¢s konnyen kezelhetd, de gyengébb szakitoszilardsagu
filmeket eredményez (4. abra), tovabba fokozza a filmek és
a viz kozotti kolesonhatast!s.

lulose ~Cotton/Nanocellulose ~Cottor b

liulose ~Cotton/Nanocellulose ~Cotton

Hlulose ~Cotton/Nanocellulose ~Cotton

Szakadasi nytilas (%)

Citromsav tartalom (%)

4. Abra. A nem hékezelt pamut-CNC filmek (15% glicerin) (a) szakitoszilardsaga és (b) szakadasi nyulasa a citromsav koncentracio
fliggvényében. Beckelt kép: 30% citromsavval készitett film fotdja

3.3. Nanokristalyos celluléz-lignin filmek

A celluloz és lignin tartalmu anyagok fejlesztésére jelentds
kutatasi potencial 6sszpontosul, mivel a névényi biomassza
e két meghatarozé polimer komponensének felhasznala-
sa er6siti a kdrnyezettudatossagot és egyben kivalo példa
a korkoros gazdasagi modell alapelveinek alkalmazasara.
A celluléz és a lignin azonban eredeti formajukban nem
omleszthetok vagy oldhatok fel, ami jelentésen korlatoz-
za felhasznalasukat. Ezért kutatomunkankban len-CNC
szuszpenzioval és kereskedelmi forgalomban kaphat6 lig-
nin-szulfonattal dolgoztunk, amely a szulfitos feltaras vi-
zoldhat6 mellékterméke'e.

CNC-lignin kompozitokat allitottunk el6 filmdntéssel,
a lignin koncentraciot széles tartomanyban (0-75%) val-
toztatva. Rugalmas és nedvességnek ellenalld rendszerek

» Sorbitol 5% PRSI0 (0% Re:

» Sorbitol 5% PEG200 10% Re:
10%

5% Sorbi

) Sorbitol 5% PEG. " 10% Re:
4 5% Sorbitol 5% PEG2 0%
» Sorbitol 5% PEG20¢ % Re:

csak megfeleld lagyitdszer és keresztkotd alkalmazasa-
val nyerheték. A CNC hatékony lagyitoja a szorbit, mig a
lignin lagyitasara a poli(etilén-glikol) (PEG) alkalmas. A
PEG lagyito hatasa azonban jelentdsen fiigg a molekulato-
megétol. A CNC-lignin filmek alakithatésdga a 200 g/mol
atlagos molekulatomegli PEG esetében volt a legjobb. A
celluloz térhaldsitasara kifejlesztett amino-aldehid tipusu
térhalosito szintén kedvezden hatott a CNC-lignin filmek
deformalhatosagara (5. abra). A lignin-tartalom novelésével
nd a filmek szakadasi nyulasa, tehat a lignin hozzaadasa
csokkenti a CNC filmek ridegségét. A szakitoszilardsag
azonban csdkken (6.a abra), mivel a gyanta, a PEG200 és a
lignin kdzott kialakulo kdlcsonhatasok fokozzak a teherbird
azonban még 75% lignin tartalom esetén is megfeleld cso-
magoloanyagként valo felhasznalasra.

%o Sorbitel 5%

o Sorbito

Rt W mns s PP

5. Abra. Novekvé lignin koncentracioval (0, 25, 50, 75%) késziilt len-CNC-lignin filmek fotoi.
Tovabbi sszetevok: 5% szorbit, 5% PEG200 és 10% amino-aldehid gyanta
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Szakitoszilardsag (MPa)

80

Lignin tartalom (%)
6. Abra. A lignin-koncentracié hatésa a len-CNC-lignin filmek (a) szakitoszilardsagara és (b) termikus stabilitasara.
Tovabbi dsszetevok: 5% szorbit, 5% PEG200, 10% amino-aldehid gyanta

Az 5% szorbitot és 5% PEG200 lagyitoszert, valamint 10%
térhalositot tartalmazo filmek a hostabilitas, az UV-védelem
¢és az oxigénateresztd képesség tekintetében versenyképe-
sek a hagyomanyos csomagoloanyagokkal. A lignin nélkiili
CNC-folia tomegvesztesége 200 °C felett kezdddik, 10%-0s
lignintartalom esetén pedig 300 °C felett (6.b abra). A lig-
nin hatékony UV-abszorber is, mivel a 10% lignint tartal-
maz6 kompozitok esetén 4-5 nagysagrenddel kisebb az at-
eresztett UV fotonok szama a lignin nélkiili CNC-foliakhoz
viszonyitva. Emellett a CNC hatékony oxigéngatat biztosit
a lignin tartalm filmekben. Az OTR a 1,9-3,3 cm®*/m?*nap
tartomanyban van, ami figyelemre mélté a szintetikus, hére
lagyuldé miianyagokkal dsszehasonlitva.

3.4. Tolto vagy erésité anyagot tartalmazo TPS
kompozitok — Szerves toltéanyag

e

tek, lenrost, és anizotrdp kitozan por felhasznalasaval készi-
tettink kompozitokat'”'°. Tovabba pamutbdl és lenbdl nyert
CNC-t alkalmaztunk a TPS-bdl készitett filmek tulajdonsaga-
inak javitasat célozva, glicerin vagy szorbit lagyitoszerrel?*2!,

A TPS-CNC filmek atlatszok (7. abra) és rugalmasak.
Fiiggetlenill a lagyitoszer tipusatol és mennyiségétdl, a
len-CNC magas aggregacios hajlama kismértékben néveli
a filmek homalyossagat, mivel — kiilondsen nagyobb CNC
koncentracional — az aggregéalodott nanorészecskék jobban
szorjak a fényt (8.a dbra). A nanokristalyok erdsité hatasa
kis koncentracioban (0-5%) jelentds, nagyobb koncentra-
cidknal azonban a gorbék telitésbe hajlanak (8.b abra). A
CNC aggregacioja miatt az egyedi nanorészecskék szilard-
sagnovel6 hatdsa nem érvényesiil a kompozitban*2!,

A kompozitok szilardsaga 1 honapos tarolas utan minimu-
mot ért el, ami a 1égkdrbdl torténd vizfelvétel és a keményi-
t6 retrogradacioja kozotti hatasok ereddje. A szilardsagot a
viz lagyit6 hatasa csokkentette, a keményitd retrogradaci-
6ja viszont novelte. A lenbdl és pamutbdl szarmazd CNC-t
tartalmazd kompozitok tulajdonsagait Osszehasonlitva
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megallapitottuk, hogy azok jelentdsen eltérhetnek egymas-
tol. A CNC tulajdonsagainak ismerete tehat elengedhetetlen
a polimer/CNC kompozitok tulajdonsagainak és a tulajdon-
sagok Osszetételfliggésének magyarazatahoz.

a

7. Abra. TPS-CNC (pamut) atlatszo filmek. (a) 20% CNC és 40%
glicerin; (b) 50% CNC és 40% szorbit

s

kompozitok tanulmanyozasa alapjan megallapitottuk, hogy
a falisztek és a lenrost jelentésen megnovelték a TPS me-
revségét ¢s szilardsagat (9.a abra). A toltéanyag részecskék
anizotropidjanak erdsitd hatasa a frocesontétt mintaknal
nagyobb mértékil volt, mint a bels6keverdben késziilt, pré-
selt kompozitokban. Az anizotrop kitozan is javitotta a TPS
mechanikai jellemzdit (9.b abra), de kisebb hatékonysaggal,
tovabba a froccsontéssel és belsd keverdben eldallitott min-
tak tulajdonsagai alig kiilonboztek. Mindegyik toltéanyag
csokkentette a TPS vizfelvételét (10.a abra) és zsugorodasat
(10.b abra). A kitozannak jelentds antifungalis hatasa is van.

3.5. Tolt6 vagy erésité anyagot tartalmazo TPS
kompozitok — Szervetlen téltéanyag

A szervetlen toltéanyagok elénye a szerves toltdanyagokkal
szemben, hogy joval kevesebb vizet tudnak megkdtni. Az
elmult években tobbféle szervetlen tdltdanyag felhaszna-
lasaval készitettiink TPS nano- és mikrokompozitokat. A
gyakran alkalmazott natrium-montmorillonit (NaMMT)
mellett egy masik rétegszilikatot, a Laponitot (Lap) is
felhasznaltuk?*%.
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Szakitoszilardsag (MPa)

CNC koncentracio (%)

8. Abra. TPS-CNC (len) filmek (a) homalyossaga és (b) szakitészilardsaga a CNC tartalom,
valamint a lagyité minésége (G: glicerin, S: szorbit) és koncentracidja (30 és 40%) fiiggvényében
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9. Abra. A froccsontéssel és préseléssel késziilt (a) faliszt és (b) kitozan tartalmi TPS kompozitok szakitoszilardsaga

Készitettiink filmontéssel és gyurdkamraban térténd ho-
mogenizaldssal, valamint préseléssel is filmeket. Mindkét
rétegszilikat javitotta a TPS szilardsagat és merevségét
mar 6-10% to6ltdanyag tartalomnal. Emellett csdkkent a
vizgézateresztoképesség és vizmegkotés. A rétegszilika-
tok akkor hatékonyak, ha a tdltéanyag rétegekre bomlik,
azaz exfolialodik. Az exfoliacid mértékét a komponensek
(TPS, lagyitoszer, rétegszilikat) kozotti kdlecsonhatas hata-
rozza meg. Az NaMMT tartalmu TPS kompozitokban a t6l-
téanyag exfoliacioja kismértéki, inkabb csak a rétegszili-
kat rétegek kozotti tavolsag ndvekedése volt megfigyelhetd.
Ezzel szemben a Laponit nagyobb mértékben exfolialddott
a TPS-ben, és ennck megfeleléen nagyobb mértékben javi-
totta a termoplasztikus keményitd tulajdonsagait.

TPS mikrokompozitokat CaCO, és bazalt szal felhaszna-
lasaval készitettiink?. A toltdanyagok er6sit6, valamint
zsugorodas csokkentd hatasat ezeknél a kompozitoknal is
megfigyeltiik, ¢s a varakozasnak megfeleléen az orientaci-
ora képes anizotrop bazalt szal (11.a abra) esetében mértiik

a nagyobb hatast. Meglepd volt, hogy bar a bazalt szal na-
gyobb alaki tényezdvel rendelkezik, mint a falisztek, még-
sem sikertlt jobb mechanikai tulajdonsagokkal jellemezhe-
td TPS kompozitokat eléallitani vele. A polimer/toltdanyag
kolesonhatasok elemzése megmutatta, hogy ennek oka
a bazalt szal gyengébb kolcsonhatasa a TPS matrix-szal,
aminek eredménye, hogy a szakitovizsgalatok soran meg-
figyelhet6 a bazalt szal kihuzodasa is a polimerbdl és a szal
torése is (11.b abra).

Osszehasonlitottuk kiilonbozé szerves és szervetlen tol-
téanyag tartalmu, azonos Osszetételli kompozitok modu-
lusat és szakitoszilardsagat szarazon és 30 napos 50%-o0s
paratérben torténd tarolds utan. A 12. abran jol lathato,
hogy bar a szervetlen tdltdanyagok erdsitd hatasa gyakran
kevésbé hatékony, mint a szerves toltéanyagoké, de kisebb
vizfelvételitk miatt a nedves kézegben torténd tarolas hata-
sara sokkal kevésbé romlik a TPS kompozit merevsége ¢és
szilardsaga.
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10. Abra. A szerves toltéanyagok hatasa a TPS kompozit jellemzdire. (a) Kiilonbozo falisztek vizmegkotést csokkentd hatasa;
(b) A TPS zsugorodasanak csokkenése a kitozan tartalom (0-25%) novekedésével

1@k
S

11. Abra. (a) A bazalt szal orientaciéja a falnal a froccsontott TPS/bazalt kompozitban;
(b) A bazalt szal torése és kihtizodasa a TPS matrixbol a szakitas soran, 25% szaltartalom esetén
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12. Abra. A kiilonboz6 szerves és szervetlen toltéanyagot tartalmazé TPS kompozitok (a) modulusanak és
(b) szakitoszilardsaganak valtozasa 50%-os paratérben torténd tarolds hatasara
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3.6. TPS keverékek

A termoplasztikus keményitd tulajdonsagait nemcsak tol-
téanyagokkal, hanem mas polimerekkel valo tarsitassal is
lehet javitani. Ebben az esetben polimer keveréket kapunk.
Keverékeknél a komponensek dsszeférhetdsége, elegyithe-
tésége dontd jelentéséggel bir. Polimer kompozitok eseté-
ben pedig a komponensek egyedi jellemzoi (Gsszetétel és
szerkezet) mellett a polimer/tdltdanyag hatarfeliileti kol-
csonhatdsoktol fiiggenek a tulajdonsagok. Agarral, algi-
nattal és politejsavval (PLA) tarsitottuk a termoplasztikus
keményitot>>2. Jo osszeférhetéségli, az agar esetében gya-
korlatilag elegyithetd polimer keveréket kaptunk 50-60%
glicerin tartalom esetében is. Mind az agar, mind az alginat
novelte a TPS modulusat és szakitdszilardsagat, javitotta a
vizgdzateresztést és jelentdsen csokkentette a TPS retrog-
kitoszilardsag valtozasa latszik az dsszetétel fiiggvényében,
3 hénapos 50%-os paratérben torténo tarolas utan. Az agar
tartalom novekedése csokkenti az atkristalyosodast és ezal-
tal a szilardsag valtozasat. A PLA - az agarral és az alginat-
tal ellentétben - rossz dsszeférhetdséget mutatott a TPS-sel.
A mechanikai tulajdonsagok és a vizfelvétel is jelentdsen
valtozott a keverékek lagyitoszer tartalmaval®s.

100

m 50% glicerin
® 62 % glicerin

Szakitoszilardsag valtozasa (%)

O T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Agar tartalom (mym %)

13. abra. TPS/agar keverékek Osszetételének hatasa a 3 honapos tarolas
soran bekovetkezo atkristalyosodasra (retrogradaciora)

3.7. Poliszacharid tipusu gélek

A poliszacharidok koziil a hidrofil csoportokkal rendelkezd
kitozanbdl és alginatbol viszonylag enyhe reakcié koriil-
mények kozott, olcsod térhalositd szerek segitségével lehet
eléallitani hidrogéleket. Savas kozegben a kitozan amin
csoportjai protonalodnak pozitiv toltést kolcsondzve a poli-
mernek. Az alginatban talalhato karboxil csoportok semle-
ges vagy lugos kézegben deprotonalddnak és a polimer ne-
gativ toltésii lesz. A kitozan vizes kdzegben citromsavval,
az alginat pedig Ca®" ionokkal kdnnyen térhalosithatd. Az
ily modon térhalositott gélek nem tartalmaznak egészségre
artalmas anyagokat, igy széleskoriien felhasznalhatok.

Kutatasunk soran poliszacharid hidrogéleket, ezekbdl pe-
dig xero- és kriogéleket allitottunk el6, majd vizsgaltuk a
gélek szerkezetét és szinezékmegkotd képességét (14. abra).
Megallapitottuk, hogy az alginat és a Ca®* ionokkal térha-
16sitott vegyes gélek a pozitiv toltéssel rendelkez szinezék
oldatokbol a szinezék 80-95%-at képesek adszorbealni. A
kitozan gélek a negativ toltésii szinezékek megkotésére al-
kalmasak, de a pH megfeleld beallitasa nélkiil kapacitdsuk
elmarad az alginat gélekétdl. 50-60% szinezék megkotésére
alkalmasak (15. abra). Az alginat gélek esetében a xero-,
krio- és hidrogélek szinezékmegkdtd képessége megegye-
zett, a kitozan gélek esetében azonban a hidrogélek vala-
mivel kevesebb szinezéket adszorbealtak, mint a szaritott
gélek?’.

14. abra. Kitozan (a,d), alginat (b,e) és alginat-kitozan (1:1) (c,f)
gélek metilnarancs (feliil) és metilénkék (alul) szorpcidja 40 mg/1
koncentracioju szinezékoldatban 50 6ra utan

3.8. Tovabbi kutatasok természetes polimerekkel

— Uj médszert dolgoztunk ki a bakterialis celluloz kinye-
résére. A celluléz nanoszalakbodl rugalmas és kivalo
mechanikai tulajdonsadgokkal biré membranokat készi-
tettlink, majd — a Miskolci Egyetem Kémiai Intézetével
egyittmiikodésben — bakterialis celluloz alapu cink
oxid-tobb falu szén nanocsé (BC-ZnO-MWCNT) kom-
pozitokat hoztunk 1étre. A membranok a viztisztitasban
keriilhetnek felhasznalasra®.

— A BME Szerves Kémia és Technologia Tanszékkel
egylttmiikodésben BC membranhoz — azok perjodatos
oxidaciojat kovetden — fémion komplexalasara alkalmas
EDTA kelatort rogzitettiink, etilén-diamin keresztk6to
agens alkalmazasaval és anélkiil. A megfeleld fémkomp-
lexet CoCl, soval alakitottuk ki. Vizsgaltuk a feliileti
Co*" koncentracio, valamint keresztkotd agens fehérje
(rekomibinans fenilalanin ammonia-liaz, PAL) felvétel-
re gyakorolt hatasat, valamint a membran aktivitasanak
valtozasat a fehérje tisztitas folyamata soran (publikalas
folyamatban).

— Uj médszert dolgoztunk ki nanokeményité részecskék
eléallitasara. A szakirodalomban ismertetett, energia-
és vegyszerigényes folyamat helyett golyosmalomban
végzett Orlés, rovid idejli savas kezelés és kisfrekven-
cias ultrahangos kezelés alkalmazasaval (publikalas
folyamatban).

— Nanokristalyos cellulozt allitottunk elé hulladék pa-
mut-textiliakbdl. Kidolgoztuk a hulladék textilek szine-
7€k és egyéb idegenanyag tartalmanak hatékony eltavo-
litasat. Bizonyitottuk, hogy a celluloz alapu textilidk az
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¢letciklus végén cellulozforrasként szolgalhatnak magas
hozzdadott értékli termékek eldallitdsara (publikalds
folyamatban).

— Kitozan ¢és alginat géleket nanocellul6zokkal modosi-
tottunk, hogy orvosbioldgiai felhasznalasra is megfele-
16 kompozit géleket allitsunk eld. Nanocellulozok (BC,

Alginat gélek
_-.,,‘7-7-.‘777.,‘
—_ a
c\\i
ot
P
)
2
:Q
?:b m xerogél
= A kriogél
@ hidrogél
400 600 800 1000
1d6 (h)

Megkotitt MO (%)

CNF) hozzaadasaval sikeriilt a gélek duzzadasat és
mechanikai tulajdonsagait jelentésen megndvelni, ami
lehetdvé teszi a kompozit gélek potencialis sebkodtdzd
anyagként, sejtregeneraciot eldsegité vazanyagként és
szabalyozott hatdanyagleado rendszerként valo alkalma-
zasat (publikalas folyamatban).

100 Kitozan gélek
b
80
o .7777‘777-7777.7 o .
40
20 m xerogél
A kriogél
0 @ hidrogél
400 800 1200

1d5 (h)

15. Abra. (a) Alginat gélek metilénkék (MB) és (b) kitozan gélek metilnarancs (MO) szinezék megkatése.

4. Osszefoglalas

A szintetikus miianyagok kozel 40%-at a csomagoldipar
hasznalja fel. A csomagolasok jelentds és egyre névekvo ha-
nyadat az egyszeri és rovidtava csomagolasok teszik ki, és
ennek kovetkeztében az igy felhasznalt csomagoldanyagok
rovid idén beliil hulladékként jelennek meg. A csomagolasi
hulladékok jelentésen névelik a kornyezeti terhelést, mivel a
szintetikus miianyagoknak csupan elenyészé mennyisége ke-
riil jrahasznositasra. A biopolimerek — beleértve a megtjuld
forrasbol szarmazo keményitét és cellulozt, valamint ezek
mas biopolimerekkel és nanoanyagokkal tarsitott rendszereit
— ideadlis jeloltek kornyezetbarat csomagoléanyagok eldalli-
tasara, és hozzajarulhatnak a kdrnyezetszennyezés csokken-
tés¢hez és a fenntarthato fejlddéshez. A természetes polime-
rek, azon beliil is a poliszacharidok, a csomagolastechnika
mellett igéretes alapanyagai az orvosbiologiai, mezégazda-
sagi és viztisztitasi teriiletekhez kapcsolodd egyéb alkal-
mazasoknak is. Tovabbi kutatasok sziikségesek azonban a
biopolimer alapt, nanotéltdanyagot tartalmazé kompozitok
csomagolastechnikai alkalmazasat gatlo kihivasok (mint pél-
daul a nanoanyagok aggregacidja, a gyenge tdltdanyag-poli-
mer kdlcsonhatas, a magas eldallitasi koltségek, az energia-
igényes feldolgozas) lekiizdéséhez és a felhasznaldi igények
maradéktalan kielégitéséhez. A poliszacharid gélek felhasz-
nalasi teriileteinek jelentds bovitését a mechanikai és szorp-
cios tulajdonsagok javitasat célzo kutatasok segithetik eld.
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Exciting new applications for old polymers: Advancements in materials science with natural polymers

Natural polymers, which can be derived from abundant and re-
newable plant and animal biomass, represent a significant group
of biopolymers. The most notable examples include cellulose,
starch, chitin, alginate, and lignin. These natural polymers have
a long history of industrial use, and their role in materials sci-
ence research has been steadily increasing. They can be used to
produce new, highly biocompatible, and biodegradable films and
gels with excellent properties, making them suitable alternatives
for short-term applications in packaging, agriculture, wastewater
treatment, and healthcare. Recently, there has been considerable
interest in natural polymer-based nanomaterials, such as nanocel-
lulose and nanostarch, which combine the advantageous proper-
ties of natural polymers with the unique characteristics of nano-
scale materials.

In this paper, we present the most important findings from our ma-
terials science research on natural polymers and their nanomateri-
als, focusing on the following areas: 1. Preparation and character-
ization of nanocrystalline cellulose (CNC) and its application as

reinforcing material. 2. The effect of plasticizers and cross-linking
agents on the properties of CNC films. 3. Preparation and charac-
terization of CNC-lignin films. 4. Preparation and characteriza-
tion of thermoplastic starch (TPS) composites containing organ-
ic or inorganic fillers or reinforcing materials. 5. TPS blends. 6.
Polysaccharide-type gels.

Our research findings demonstrate that natural polymers, includ-
ing polysaccharides, are promising feedstocks for applications in
biomedical, agricultural, and water purification fields, in addition
to packaging technology. However, further research is necessary
to address challenges such as agglomeration of nanomaterials,
poor filler-polymer interactions, high production costs, and ener-
gy-intensive processing. These challenges hinder the application
of biopolymer-based nanofiller composites in packaging and limit
their ability to meet user needs fully. Research focused on im-
proving the mechanical and sorption properties of polysaccharide
gels can significantly broaden their applications.
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Kiralis és akiralis rokon szerkezetek szerepe
az enantiomer felismerésben

SCHINDLER Jozsef™

Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem, Vegyészmérndki és Biomérnoki Kar,
Szerves Kémia és Technologia Tanszék, Miiegyetem rkp. 3., 1111 Budapest

1. Bevezetés

A kémiaban rokon szerkezetli vegyiiletek, vagy izomerke-
verékek elvalasztasakor sokszor olyan modszert alkalmaz-
nak, hogy a keveréket feloldjak valamilyen olddszerben és
azt egy harmadik vegytilettel reagaltatjak. Ennek hatasara a
keletkezett 0j képzédmény kivalik az oldatbdl. A szilard fa-
zis tartalmazza az egyik, a folyadékfazis a masik kiindulasi
vegyliletet, vagy szarmazékat. Ezt a médszert alkalmazta
Pasteur is, amikor a racém borkdsav (sz6ldsav) enantiomer-
jeit elvalasztotta.! A vizes oldathoz d-quinotoxint adott
és a kikristadlyosodd d-quinotoxin-d-borkésav hexahid-
ratot lesziirve elkiilonitette a borkdsav két enantiomerét.
Felismerte, hogy az enantiomereket csak egy idegen szerke-
zetll, optikailag aktiv vegyiilettel lehet megkiilonboztetni.
Azota tudjuk, hogy az ilyen kristalyos disztereomer szerke-
zetekre a szupramolekularis szervezddés a jellemzd, amit
esetenként az oldoszer molekulak beépiilése is stabilizal.>”
Felismerték tovabba, hogy ez a kiralis molekula a racém
vegyiilet enantomerjeibdl is eldallithato és ez lehet a leg-
kedvezObb rezolvaloagens.®'* Holland kutatok felismerték
azt is, hogy eldny6s lehet tobb, egymassal rokon szerkezetii
rezolvaloagens keverékének az egyiittes alkalmazasa.'>-'¢
Masok pedig azt talaltak, hogy egy adott rezolvaloagenssel
nem rezolvalhato racém vegydlilet, a vele rokon szerkeze-
tl, de rezolvalhaté racém vegytilettel keverve rezolvalhaté
lesz."” Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni,
hogy az enantiomer-megkiilonboztetés, vagyis a kiralis—ki-
ralis felismerés igen kedvezo lehet, ha a két enantimeren és
a rezolvaloagensen kiviil legalabb egy tovabbi kiralis ve-
gylilet is jelen van. Ez lehet a racém vegyiilettel, vagy a
rezolvaloagenssel rokon szerkezetl. A kiralitas és a szerves
kémiai molekulaszervezddés osszefiigg és ok-okozati 6sz-
szefliggéseket talalhatunk.'®*° Ha a rezolvaloagens keresés-
nél figyelembe vessziik azt, kélcsonhatasokat tervezhetiink,
illetve a lehetdségeket nem szikitjiik le a véletlenszerti 6sz-
szemérésekre, akkor sokkal nagyobb eséllyel talalhatjuk
meg a valaszt a ,,Hogyan talaljak rezolvaloagenst a racém
molekulamhoz?” kérdésre.

A fentiek ismeretében felmeriil a kérdés, hogy elényos-e, ha
a keverék rezolvalodgensek nemcsak egymassal, hanem a
racém vegyiiletekkel is rokon szerkezetiiek. Kérdéses, hogy
a diasztereomerbe beépiild kristalyszolvat csak oldoszer
molekula lehet, vagy egyéb akiralis vegyiilet is? Ha az old6-

szer molekulak helyett mas akiralis molekulak épiilnek be
a szupramolekularis szerkezetbe, akkor kérdés, hogy ezek
lehetnek-e rokon szerkezetlieck a rezolvaloagenssel, vagy
a racém vegyiilettel? Végezetiil az egyik enantiomer és a
masik optikai izomerbdl képzett, stabilabb diasztereomer
elvalasztasahoz sziikséges—e egyaltalan olddszer, hiszen
azt a desztillacios, szublimacios eljarasok esetében leg-
feljebb csak az elvalasztas el6készitéséhez hasznaljak. A
diasztereomer komplexek €s enantiomerek olvadékos elva-
lasztasakor is csak a kristalyositas utdni miiveletekhez al-
kalmaztak olddszert. Kérdés, lehetséges-e a racém vegyiilet
¢és a rezolvaloagens olvadékabol a stabilabb diasztereomer
kristalyosodasat kovetéen a maradékban 1évé enantiomer
elvalasztasa, és keverék reagensek esetében is elényds-e ez
a modszer?

Munkaink sordn modellvegyiileteken keresztiil a fenti kér-
désekre kerestiik a valaszt. Arra torekedtiink, hogy egy-egy
sorozat rezolvalasakor lehetdleg azonos koriilmények ko-
z6tt dolgozzunk €s igy kimutathatok legyenek a szarmazé-
kok és keverékek viselkedésének hasonldsagai, vagy éppen
az eltérései. Nem volt cél az egyedi rezolvalasok optimala-
sa, a legkedvezdbb koriilmények kimérése.

2. Optikai izomerek elvdlasztasa a racém vegyiilet
egyik enantiomerjébdl eléallitott ellentétes
karakterii rezolvaloagenssel

2.1. Racém-6-fluor-2-metil-1,2,3,4-tetrahidrokinolin
rezolvalasa N-ftaloil szarmazékaval

A racém 6-fluor-2-metil-1,2,3,4-tetrahidrokinolin (rac-1)
rezolvalasara az irodalomban egyetlen eljaras ismert.?' A
modszert a Riker Laboratories munkatarsai dolgoztak ki,
ez a cég szabadalmaztatta a Flumequint és analogonjait. A
tetrahidrokinolint N-tozil-L-prolil-kloriddal acilezik, a ke-
letkez6 diasztereomereket oszlopkromatografidsan valaszt-
jak el, majd natrium-ctilattal etanolban elbontjak.

A rac-1 diasztereomer soképzéses rezolvalasait Balint tér-
képezte fel a kovetkezd optikailag aktiv vegyiiletekkel:
brom-kamforszulfonsav, L-borkésav, di-(p-toluil)-L-bor-

e

((R)-2) (1. Tablazat).?

* Schindler Jozsef. Tel.: +36 1 463 3653; fax: +36 1 4633648; e-Mail: schindler.jozsef@vbk.bme.hu
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1. Tablazat. Rac-1 rezolvalasa kiilonb6z6 rezolvaloagensekkel

Rezolvaloagens T (%) OT (%) Se
Brom-kamforszulfonsav 46 86 0,40
L-Borkdsav 97 12 0,12
Di-(p-toluil)-L-borkésav 54 96 0,52
(R)-2 86 28 0,24
2 Rezolvalhatosag, S=T x OT.
A rokon szerkezet(i rezolvaldoagenst (R)-1 és ftalsavanhidrid o
reakcidjaval éllitottak elé (1. Abra). I§
NH "COOH
F
o Dem \©\/j\ (R)-4
1,5h
g St
+ O———= X0
NH ( 76% (R)
(R ol I OH
R)-2
o (R NH”\/\COOH
1. Abra. (R)-2 rezolvaloagens elballitasa (R)-6
. o NH, 0
Sajat szarmazékkal az elérhetd optikai tisztasag (OT= 213 - U\/\/COOH
28%), igy a rezolvalhatosag is (S= 0,24) messze elmarad at- ) NH
tol, amit egy jo rezolvaloagenstdl elvarnank. A Bélint altal R-7
kidolgozott modszert modositottuk és abban az esetben, ha (I) COOH
a rezolvaloagenst szilard formaban adtuk a rac-1 hexannal NH
késziilt oldatahoz olyan diasztercomer képzodmény kelet- (R)-8
kezett, amely egy mol bazist és két mol rezolvaloagenst 0
tartalmazott (2. Abra). |
N/ COOH
72
F o
(R)-9
F
3. Abra. (R)-4...(R)-9 dikarbonsav-félamid rezolvaloagensek
rac-1 Ezzel a modellel Iényegesen jobban kiterjeszthettiik a vizs-
(R) 20 galatainkat. A rokon szerkezeteket a racém oldalon is bo-
hexan vitettiik, aromas magban szubsztitualt metil-, metoxi- és

F
m.xz(@# + O
NH anyalug

(S)-1x2 (R-2
kristalyos fazis

2. Abra. Rac-1 rezolalasa sajat (R)-2 szarmazékéaval

A komplexbdl 85 %-os termeléssel és 75 % optikai tisz-
tasaggal (S= 0,64) kaptuk az (S)-1 bazist.? Az igy kapott
eredmény lényegesen jobb, mint a korabbiak.

2.2. Racém-1-feniletilamin és rokon strukturak
rezolvalasa sajat dikarbonsav-félamid
szarmazékokkal

A rokon szerkezetli racém vegyiilet-rezolvaldagens kapcso-
latok vizsgalataihoz az 1-feniletilamin (rac-3) és ennek az
optikailag tiszta enantiomerjébdl ((R)-3) eléallitott, részben
homolog sort alkotd dikarbonsav-félamid rezolvaloagensek
((R)-4...9) kolcsonhatasait tanulmanyoztuk (3. Abra).

halogén vegyiileteket (rac-10...16) is teszteltiink (4. Abra).

NH,
rac-3
NH2 NH2 /@)\NHZ
rac-10 rac-11 rac-12
(0]
- NH, /©)\NH2
rac-13 g rac-14

NH,
cl rac-15

Q.

NH,
rac-16

o4

Br

4. Abra. Rac-3...16 racém vegyiiletek
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A rac-3, rac-10...16 rezolvalhatosagat a klasszikus modon,
olddszerbdl torténd diasztereomer soképzéses modszerrel
vizsgaltuk a rokon szerkezetli (R)-4...9 rezolvaléagensek-
kel (5. Abra).

@J\NHz ©/tNH “coor
+

&

X

rac-3, (R)-4..9

rac-10...16
¢oldészer

Ob/tNH ~coo| +

(S)-3, (S)-10...16 x (R)-4...9
kristalyos fazis

¢

(R)-3, (R)-10...16 x (R)-4...9
anyallg

|\ NH,
[ =
(S)-3,
(S)-10..16

5. Abra. Rac-3, rac-10...16 rezolvalasa (R)-4...9 rezolvalodgensekkel

133

Az (R)-8 és (R)-9 rezolvaldagensek alkalmatlannak bi-
zonyultak, mert jellemzden nem adtak kristalyos diasz-
tereomer sot rac-3, illetve rac-10...16 bazisokkal, vagy a
kristalyosodod diasztereomer racém Osszetételben tartal-
mazta a azokat. Az (R)-4...6 rezolvaloagenseket és a rac-3,
illetve rac-10...16 bazisokat diasztereomer sé kristalyosita-
sahoz alkalmas olddszerben reagaltattuk. Erre a célra leg-
inkabb az aceton vagy etilacetat valt be. A kikristalyosodo
sokat szurtiik, majd kétszeri atkristalyositas utan felszaba-
ditottuk a bazist és mindsitettiik. A legtobb esetben kozel
enantiomer tiszta anyagokat kaptunk (2. Tablazat).>*

A diasztereomer sok kozott minden esetben a heterokiralis
kapcsolat Volt a stabilabb, Vagyis a kikristélyosodé diasz-
tartalmazta. A p- p021010ban halogent tartalmazo bazisok
(rac-15, rac-16) esctén az (R)-5 rezolvaloagens bizonyult
alkalmasnak az enantiomer megkiilonboztetéshez, mig az
(R)-6 estén a diasztereomer s racém Osszetételben tartal-
mazta a 15 és 16 vegyliletek enantiomereit. Ez utobbiaktol
eltekintve minden esetben a heterokiralis diasztereomer
(kvazi racemat) kristalyosodott, ebbdl arra kdvetkeztettiink,
hogy ezekben a sokban hasonloak a kiralis kolcsonhatasok,
tehat a kiilonb6z6é anyagi mindségii diasztereomerek szup-
ramolekularis szerkezete is hasonld. Ennek bizonyitasara
tobb diasztereomer so szerkezetét hataroztuk meg egyk-
ristaly rontgendiffrakcié segitségével. Valaszt kerestiink a
hetero- és a homokiralis diasztereomerek kiilonbségére.

2. Tablazat. Rac-3, rac-10...16 1-feniletilamin szarmazékok rezolvalasa rokon szerkezetii (R)-4...6 rezolvaloagensekkel

Rezolvaloagens (R)-4 (R)-5 (R)-6

Bazis T (%) OT (%) S T (%) OT (%) S T (%) OT (%) S
Rac-3 38 98 0,37 56 99 0,55 61 100 0,61
Rac-10 46 98 0,45 - 76 19 0,14
Rac-11 - 54 99 0,53
Rac-12 - 55 100 0,55 36 100 0,36
Rac-13 - - 51 100 0,51
Rac-14 - 32 99 0,32 45 97 0,44
Rac-15 - 48 99 0,48 racém
Rac-16 - 49 100 0,49 racém

Vizsgalatainkhoz a stabil, (S)-3 x (R)-4 son tul sikeresen

eléallitottuk a kevésbé stabil (R)-3 x (R)-4 sot is. Az egyet- O ?I\

len, lathatd szerkezeti kiilonbség (eltekintve egyéb igen NH “COOH

gyenge atom-atom kolcsonhatasoktdl) a C-H..m (“gyi-

rii kozép”) tipusu, elektrosztatikus kolesonhatas. Mig az (R) -18

alapvet6 Osszetarto kolcsonhatasok hasonlok, addig a gyi-
ri-gytrt kolcsonhatds miatt a racstirtiség eltér annyira,
hogy az meghataroz6 legyen a kiralis megkiilonboztetésnél.

2.3. Racém-1-naftiletilamin rezolvalasa sajat
dikarbonsav-félamid szarmazékokkal

A kisérleteket kiterjesztettiik az 1-feniletilaminnal
analog 1-naftiletilamin (rac-17) vizsgalatara is. Az (R)-17
enantiomerbdl -hasonléan, mint az (R)-3a(R)-4...6 esetén-,
rezolvaloagenseket ((R)-18...20) allitottunk el (6. Abra).

‘/tNHZ COOH
(R)-17 R0

o)

NH”\/\COOH

(R)-2

6. Abra. (R)-18...20 dikarbonsav-félamid rezolvaloagensek
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Az (R)-18...19 rezolvaldagenseket (R)-17 és nagy felesleg-
ben vett dietil-oxalat, illetve dietil-malonat reakcidjaval,
majd az azt kovetd hidrolizissel allitottuk eld, mig a (R)-20
esetén az (R)-17-t borostyankdésavanhidriddel reagaltattuk.
Az igy kapott (R)-18...20 savakkal a rac-17 bazis rezolval-
hatésagat vizsgaltuk (7. Abra).?’

A feniletilamin sorozathoz hasonldé eredményt kaptunk:
mindharom rezolvaléagens alkalmasnak bizonyult az 6t
felépitd, de racém vegyiilet rezolvalasahoz (3. Tablazat). A
feniletilamin sorozatnal a rezolaldéagens oldalkarjanak no-
velésével ((R)-4a6) az alapmolekula (rac-3) esetén névekvo
rezolvalhatosagot értiink el és ez hasonld, mint amit a naf-
tietilamin (rac-17) esetén az oxalamid ((R)-19) és a szuk-
cinamidnal ((R)-20) tapasztaltunk. Ezzel szemben eltér6 a
malonamid (rac-18) viselkedése: a koriilményektdl fiiggéen
a homo-, vagy a heterokiralis szerkezet volt stabilabb ha-
sonlo, de gyenge eredménnyel.

NH i NH>coomH

@

rac-17 (R)-18...20
ioldészer
O,
NH3
(R)-17 x (R)-18...20
Q . anyallg
O NH™~COO0

(S)-17 x (R)-18...20
kristalyos fazis

O “NH,

(S)-17

7. Abra. Rac-17 rezolvalasa (R)-18...20 rezolvaloagensekkel

3. Tablazat. Rac-17 rezolvalasa rokon szerkezetii (R)-18...20 rezolvaloagensekkel

Rezolvaloagens (R)-18 (R)-19 (R)-20
Bazis T (%) OT (%) S T (%) OT (%) S T (%) OT (%) S
86 12 (R) 0,10
homokiralis (viz-ciklohexan)
Rac-17 60 99,8 0,59 32 100 0,32
86 15 (S) 0,13

heterokiralis (viz)

2.4. Racém-(3) rezolvalasa sajat dikarbonsav-
félamid szarmazékokkal karbamidok jelenlétében

A rezolvaloagensekben jelenlévd amid-kotésnek kiemelt
szerepe van a diasztereomer stabilizaciojanal. Tovabbi ha-
sonlosagi vizsgalatainkhoz olyan savamid molekulaszerke-
zettel rokon molekulat kerestiink, ami minimalis kiterjedés-
sel és a rezolvaléagenshez hasonld csoporttal rendelkezik.
,,Lecsupaszitott” savamidnak a karbamidot, az N-metil-, és
N,N’-dimetil-karbamidot, illetve az ezekkel rokon tiokar-
bamidot valasztottuk. A kisérleteket a korabbi eredmények
Osszehasonlithatosaga miatt az (R)-4...7 rezolvaldagensek-
kel végeztiik el ugy, hogy a félekvivalens mennyiségt kar-
bamid szarmazékok voltak jelen. Erdekes tapasztalat, hogy
amig az (R)-4, (R)-5, (R)-6 rezolvaléagensek onmagukban
jo eredményt adtak, addig karbamidok jelenlétében nem
alakult ki kristalyos szerkezet, igy rezolvalasrol sem be-
szélhetiink. (R)-7 rezolvaléagenst Snmagaban alkalmazva
a diasztereomer s6 tobbszori atkristalyositasa utan 77%-os
optikai tisztasagnal eutektikus Osszetételt tapasztalunk.?
Karbamidok jelenlétében ezt az eutektikus Osszetételt az
els6 kristalyositasnal ,,atugorjuk”, igy két atkristalyositas
utan gyakorlatilag tiszta heterokiralis diaszterecomer sokat
izolalunk (8. Abra).

7=0,s
R=H, CH
O 3
H z
NH, NHJJ\/\/COO = L
s + , + Roni el
rac- R)- 0,5 ekv.

¢ olddszer

- +
‘NHy| @
Ccoo’ (R)-3 x (R)-7
©) NHU\/\/ 7 ¢ + anyaltg

re
(s)-3x(R-7 NH i

kristalyos fazis

'

“NH,

(S)-3

8. Abra. Rac-3 rezolvalasa (R)-7 rezolvaloagenssel karbamidok
jelenlétében
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4. Tablazat. Rac-3 rezolvalasa (R)-7 rezolvaloagenssel karbamidok jelenlétében, eredmények

Diasztereomer s6 kétszeri

Oldatbdl kivalod diasztereomer s

atkristalyositas utan

Karbamidok

T (%) OT (%) S T (%) OT (%) S
- 62 58 0,36 45 77 0,35
Karbamid 54 90 0,49 42 99 0,41
Tiokarbamid 51 73 0,37 35 100 0,35
N-metilkarbamid 53 83 0,44 36 100 0,36
N,N’-dimetilkarbamid 51 82 0,42 33 100 0,33

Termoanalitikai és HPLC mérésekkel kimutattuk, hogy a
diasztereomer sok karbamid esetén ~0,5 ekvivalens meny-
nyiséget tartalmaznak, mig a tobbi szarmazék alkalma-
zasanal az akiralis adalékok nem épiiltek be a sokba. A
4. Tablazatbol latszik, hogy a karbamid beépiilése a tob-
bieckhez képest plusz nyereséggel jar: a rezolvalhatdsag is
javul. A tobbi karbamid jelenlétében elért rezolvalhatdsag
kisértetiesen hasonld az eredeti, akiralis additiv nélkiili
eredményhez, de az annal tobb, mert az optikai tisztasag
gyakorlatilag 100%.

A heterokiralis kapcsolatok hasonlésaganak vizsgalata-
hoz az (5)-3 x (R)-4 diasztereomer s6 egykristaly rontgen-
diffrakcids felvételét hasonlitottuk 6ssze az (S)-3 x (R)-7,
az (S)-12 x (R)-6, illetve az (S)-17 x (R)-18 sokkal. Minden
esetben hasonlo hidrogénhid rendszert talaltunk, illetve
kitlintetett szerepe van az aromas =n-m, illetve a C-H..n
(“gytrt kozép”) tipusu kolcsonhatasoknak. Ezek alapjan
kijelenthetjiik, hogy a rokon szerkezetli vegyiiletek nagy
valdszintiséggel hasonld kolcsonhatdsokat alakitanak ki.
Ennek az a kovetkezménye, ha a racém vegyiilet egyik
enantiomerébdl ellentétes karakter(i rezolvaloagens csala-
dot allitunk el6, akkor nagy valoszintséggel talalhatunk
kozte a kiindulési racém vegyiiletre nézve alkalmas rezol-
valdagenst, illetve a rendszer ,,finomhangolhat6” a hasonlo,
de mégis picit eltérd struktarakkal.

(R)-4

1. Diagram. Rac-1 rezolvalasa (R)-4 (R)-6 rezolvaloagens keverékekkel

2.5. Rezolvalas olvadékkristalyositassal

Az eltérd, de mégis nagyrészt hasonld strukturak szerepét
vizsgaltuk gy, hogy igyekeztiink minél jobban ,,lecsupa-
szitani” a rendszert ¢s figyelmen kiviil hagyni az oldoszer
okozta eltéréseket. A korabban megismert rezolvalasokat
ugy modositottuk, hogy elhagytuk az oldészert és minden
esetben félekvivalens mennyiségli rezolvaloagenst alkal-
maztunk. Osszemérés utan az elegyet a teljes oldodasig me-
legitettiik és a diasztereomer sot ebbdl kristalyositottuk. A
kapott szuszpenziohoz hexant adtunk, igy a bemért racém
bazisra szamitva félekvivalens mennyiségli diasztereomer
sot és szabad bazist kiilonitettiink el. Ez a megoldas gyors
tesztmodszernek bizonyult, igy vizsgalatainkat kiterjesz-
tettiik olyan esetekre, amikor a kémiailag egységes rezolva-
164gens helyett rezolvaloagens keverékeket alkalmaztunk.?
Ezeknél a vizsgalatoknal Osszességében szintén félekvi-
valens mennyiségli rezolvaloagenst alkalmaztunk, igy jol
megfigyelhetd volt a rezolvaldagensek egymasra gyakorolt
szinerg hatasa. A kapott optikai tisztasag adatokat a rezol-
valdagens Osszetételének a fliggvényében az 1. Diagram-5.
Diagramokon abrazoltuk. Minden esetben behuztuk a két
tiszta rezolvaloagenssel kapott eredménybdl szamolhato 1i-
nearis effektust is.

(R)-9

2. Diagram. Rac-1 rezolvalasa (R)-9 (R)-7 rezolvaléagens keverékekkel
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60

50

OT (%)

(R)-8

3. Diagram. Rac-1 rezolvalasa (R)-8 (R)-7 rezolvaloagens keverékekkel

(R)-6

5. Diagram. Rac-16 rezolvalasa (R)-6 (R)-5 rezolvaloagens keverékekkel

Kivancsiak voltunk olyan esetekre, amikor mindkét rezol-
valdagens alkalmas a racém vegyiilet enantiomerjeinek a
megkiilonboztetésére, de kiemelt szerepet kaptak azok a
kombinaciok, amikor valamelyik rezolvaléagens onma-
gaban nem volt jo (2. Diagram-5. Diagramok). Ez lehet
azért, mert nem kristalyosodik az adott racém vegytilettel
(3. Diagram és 4. Diagramok), vagy ugyan tapasztalunk
kristalyos kivalast, de az racém Osszetételben tartalmazza
az elvélasztani kivant enantiomereket (2. Diagram és 5.
Diagramok). Ezek figyelembevételével tervezett kisérletso-
rozatoknal megallapithatjuk, hogy a 2. Diagram keverékei-
nél az elért optikai tisztasdg-keverékarany Osszefiiggés ko-
zel linearis. Ezzel szemben az 1. Diagram ¢s 4. Diagramok
keverékeinél negativ, mig a 3. Diagram keverékeinél ellen-
ben pozitiv kdlcsonhatast kapunk. Az 5. Diagram keveréke-
ivel a reagensek aranyatdl fiiggéen pozitiv és negativ kol-
csonhatast tapasztalunk.

3. Osszefoglalas

Az eredmények tiikrében jopar altalanositast tehetiink a
rezolvaloagens kereséssel kapcsolatban:

— Szarmazék rezolvaldagensek kozott biztosan taldlunk
olyat, amelyik alkalmas az enantiomerek elvalasztasara.

(R)-4

4. Diagram. Rac-12 rezolvalasa (R)-4 (R)-6 rezolvaloagens
keverékekkel

— A rezolvaloagens core molekularészletét tartalmazo ra-
cém Osszetétel tobb sajat szarmazékkal is, a szubsztitualt
racém core vegylilet ezek koziil valamelyikkel nagy va-
l6szintiséggel rezolvalhato.

— Rokon szerkezetii rezolvaléagens keverékeket alkalmaz-
va javithato a kiralis megkiilonboztetd képesség. Az
egyik molekula lehet 6nmagaban alkalmatlan is.

— Az oldoszer meghatarozhatja, hogy melyik enanti-
omer vesz részt a kristalyosodd szupramolekularis
szerkezetben.

— Olvadékbol is lehet diasztereomer sot kristalyositani.

— Nemcsak oldoszer molekula épiilhet be a diasztereomer-
be, hanem mas akiralis vegyiilet is. E16nyds lehet a szer-
kezetében hasonlo.
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The role of chiral and aciral related structures in enantiomer recognition

In chemistry, the most widely used method for separating com-
pounds of similar structure or mixtures of isomers is as follows:
the dissolved mixture is reacted with a third compound and the
resulting product precipitates from the solution. The solid phase
contains one compound, the liquid the other or their derivatives.
This method was first used by Pasteur, who separated the enan-
tiomers of racemic tartaric acid.! He added the racemic tartaric
acid to the aqueous solution of d-quinotoxine and the crystals of
d-quinotoxine-d-tartaric acid hexahydrate could be separated by
filtration. He realised that the only way to distinguish the enan-
tiomers was to use an optically active compound with foreign
structures.

Since then it has been known that these crystalline diastereomer-
ic structures are characterised by a supramolecular organisa-
tion, which in some cases is stabilised by the presence of solvent
molecules.>”’

It was also recognised that this chiral molecule could be derived
from enantiomers of racemic compounds, which could be the
most advantageous resolving agent.®*

Dutch researchers recognised that the joint use of mixtures of sev-
eral resolving agents of similar structure can be advantageous for
separation.'>16

Others have observed that a racemic compound which is insepa-
rable by one resolving agent becomes separable when mixed with
an analogous but separable racemic compound.” In summary,
enantiomeric discrimination, chiral-chiral recognition, can be
improved if a chiral compound of similar structure (either to the
racemic compound or to the resolving agent) is present in addition
to the resolving agent. Chirality and the organisation of organic
chemical molecules are related, and causal relationships can be
found.'®? Taking into account the fact that you can design in-
teractions when searching for a resolving agent and not limiting
the possibilities to random combinations gives you a much better
chance of answering the question, ‘How do I find a resolving agent
for my racemic molecule?’

In the light of the above, the question arises as to whether it is ad-
vantageous to have a mixture of resolving agents with a structure
related not only to each other but also to the racemic compounds.
The question is whether the crystal solvate incorporated in the
diastercomer can be only a solvent molecule or also other aciral
compounds. If other aciral molecules are incorporated into the
supramolecular structure instead of solvent molecules, can they
be related to the resolving agent or to the racemic compound?
Finally, is a solvent needed at all to separate one enantiomer from
the more stable diastereomer formed from the other optical iso-
mer, which is at most used to prepare the separation in distilla-
tion and sublimation processes? Solvents are also used in the melt
separation of diastereomeric complexes and enantiomers only
for post-crystallisation operations. The question is whether it is
possible to separate the residual enantiomer from the melt of the
racemic compound and the resolving agent after crystallisation
of the more stable diastereomer, and whether this method is also
advantageous for mixed reagents.

Our work has sought to answer these questions through model
compounds. Our aim was to work under the same conditions as
far as possible when isolating a series of compounds, so that simi-
larities or differences in the behaviour of the derivatives and mix-
tures could be detected. The aim was not to optimise individual
resolves, but not to find the most favourable conditions.

There is only one known method in the literature for the resolution
of racemic 6-fluoro-2-methyl-1,2,3,4-tetrahydroquinoline (rac-
1).>' The method was developed by Riker Laboratories, which
patented flumequine and its analogues. Tetrahydroquinoline is ac-
ylated with N-tosyl-L-prolyl chloride, the resulting diastereomers
are separated by column chromatography, and then decomposed
in ethanol with sodium ethylate.

The salt-forming resolutions of the rac-1 diastereoisomer were
mapped by Balint with the following optically active compounds:
bromocamphorsulfonic acid, L-tartaric acid, di-(p-toluyl)-L-tar-
taric acid, FTHQ’s own N-phenyl (R)-configuration derivative
((R)-2) (Table 1).%

For its own derivative, the optical purity (OT= 28%) and thus the
resolvability (S= 0.24) is far below what would be expected for a
good resolving agent. The method developed by Bélint was mod-
ified and when the resolving agent was added in solid form to
a solution of rac-1 with hexane, a diastereomeric formation was
obtained containing one mole of base and two moles of resolving
agent (Figure 2). From the complex, the (S)-1 base was obtained
with 85% production and 75% optical purity (S= 0.64). The re-
sult obtained is significantly better than the previous ones.

To investigate the interactions of racemic resolving agents with
related structures, the interactions of 1-phenylethylamine (rac-3)
and its partially homologous dicarboxylic acid halfamide resolv-
ing agents ((R)-4...9), prepared from its optically pure enantiomer
((R)-3), were studied (Figure 3).

With this model, we were able to expand the scope of our stud-
ies significantly. We also extended the related structures on the
racemic side by testing methyl, methoxy, and halogen compounds
(rac-10...16) substituted in the aromatic core (Figure 4).

The solubility of rac-3, rac-10...16 was investigated in the classi-
cal way by the solvent diastereomer salt formation method with
the resolving agents (R)-4...9 with related structures (Figure 5).

The resolving agents (R)-8 and (R)-9 were found to be unsuita-
ble because they typically did not yield crystalline diastereomeric
salts with rac-3 or rac-10...16 bases or the crystallizing diastere-
omer contained them in a racemic composition. The (R)-4...6 re-
solving agents and the rac-3 and rac-10...16 bases were reacted
in a solvent suitable for crystallization of the diastereomeric salt.
Acetone or ethyl acetate were the most suitable solvents. After
two crystallisation cycles, the crystallising salts were filtered and
the base was liberated and qualified. In most cases, near-pure
enantiomers were obtained (Table 2).242¢

In all cases, the heterochiral relationship was the most stable
among the diastereomeric salts, i.e. the crystallizing diastere-
omeric salt contained (S)-configuration of 3, 10...16 enantiomers.
In the case of bases containing halogen in the p-position (rac-
15, rac-16), the resolving agent (R)-5 was found to be suitable
for enantiomer discrimination, whereas in the case of (R)-6 the
diastereomeric salt contained the enantiomers of compounds 15
and 16 in racemic configuration. Except for the latter, in all cas-
es the heterochiral diastereomer (quasi racemate) crystallized,
from which it was concluded that these salts have similar chiral
interactions and thus the supramolecular structure of the diaster-
eomers of different material qualities is similar. To prove this, the
structure of several diastereomeric salts was determined by sin-
gle crystal X-ray diffraction. An answer to the difference between
hetero- and homochiral diastereoisomers was attempted.
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In addition to the stable (S)-3 x (R)-4 salt, we have also success-
fully prepared the less stable (R)-3 x (R)-4 salt for our studies.
The only observed structural difference (apart from other very
weak atom-atom interactions) is the C-H...nt (“ring center”) type
electrostatic interaction. While the basic cohesive interactions are
similar, the ring-ring interaction causes the lattice density to differ
enough to be decisive for the chiral distinction.

The experiments were extended to 1-naphthylethylamine (rac-
17), an analog of 1-phenylethylamine. The resolving agents
((R)-18...20) were prepared from the enantiomer (R)-17, similar
to (R)-33(R)-4...6 (Figure 6). The resolving agents (R)-18...19
were prepared by reacting (R)-17 with diethyl oxalate or diethyl
malonate in large excess followed by hydrolysis, while for (R)-
20 (R)-17 was reacted with succinic anhydride. The resulting
(R)-18...20 acids were used to study the resolution of the rac-17
base (Figure 7).%” Results were similar to those obtained for the
phenylethylamine series: all three resolving agents were found to
be suitable for resolving the racemic compound formed (Table 3).
For the phenylethylamine series, increasing the side chain ((R)-4
a 6) of the resolving agent for the parent molecule (rac-3) resulted
in increasing resolvability and is similar to that observed for naph-
thylamine (rac-17) for oxalamide ((R)-19) and succinamide ((R)-
20). In contrast, the behavior of malonamide (rac-18) is different:
depending on the conditions, the homo- or heterochiral structure
was more stable with similar but poor results.

The amide bond present in the resolving agents plays a key role in
diastereomer stabilisation. For our further similarity studies we
aimed to find a molecule related to the amide molecular structure
with minimal extension and a group similar to the resolving agent.
We chose urea, N-methyl- and N,N’-dimethylurea and their relat-
ed thiourea as ‘stripped’ amides. For comparison with previous
results, the experiments were carried out with (R)-4...7 resolving
agents, with half-equivalent amounts of urea derivatives present.
It is interesting to note that while (R)-4, (R)-5, (R)-6 gave good
results on their own, no crystalline structure was formed in the
presence of ureas and therefore no resolution could be observed.
(R)-7 resolving agent alone, after repeated recrystallization of the
diastereomeric salt, gave a eutectic composition with 77% opti-
cal purity.” In the presence of ureas, this eutectic composition is
“skipped” on the first crystallization, so that after two recrystalli-
zations pure heterochiral diastereomeric salts are isolated (Figure
8).

Thermoanalytical and HPLC measurements showed that the di-
astereomeric salts contain ~0.5 equivalent amount of urea, while
the other derivatives did not incorporate aciral additives. From
Table 4 it can be seen that the incorporation of urea gives an ad-
ditional gain compared to the others: the resolvability is also im-
proved. The resolvability achieved in the presence of other ureas

is eerily similar to the original result without acrylic additives.
Furthermore, the optical purity is practically 100%.

To investigate the similarity of heterochiral relationships, sin-
gle crystal X-ray diffraction patterns of the diastercomeric salt
(S)-3 x (R)-4 were compared with those of the salts (S)-3 x (R)-7,
(S)-12 x (R)-6, and (S)-17 x (R)-18. In all cases, similar hydro-
gen bridge systems were found and the aromatic n-n and C-H...n
(“ring center”) interactions play a predominant role. These results
suggest that compounds with related structures are likely to have
similar interactions. The consequence is that, if a family of resolv-
ing agents with different properties is prepared from one enanti-
omer of the racemic compound, it is highly likely that a suitable
resolving agent for the starting racemic compound will be found
among them. Alternatively, the system can be ‘fine-tuned’ using
similar structures with slight differences.

We investigated the role of the different, but still largely similar,
structures by trying to “strip down” the system as much as possi-
ble, ignoring solvent-induced differences. Previously known op-
tical resolutions were modified by omitting the solvent and using
half the amount of resolving agent in each case. After mixing, the
mixture was heated to complete dissolution and the diastereomer-
ic salt was crystallized out. Hexane was added to the resulting
suspension to separate half the equivalent amount of diastere-
omeric salt and free base per measured racemic base. This solu-
tion proved to be a rapid test method, and we extended our studies
to cases where mixtures of resolving agents were used instead of
chemically uniform resolving agents.29 In these studies, we also
used a total of half equivalent amounts of resolving agents so that
the synergistic effect of the resolving agents on each other could
be well observed. The optical purity data obtained as a function
of the resolving agent composition are plotted in diagrams 1 to 5.
In each case, the linear effect calculated from the result obtained
with two pure resolving agents is also included.

We were interested in cases where both resolving agents were
good at distinguishing the enantiomers of the racemic compound,
but we gave priority to combinations where one of the resolving
agents alone was not good (Diagrams 2-5). This may be because it
does not crystallize with the racemic compound (Diagrams 3 and
4), or because crystalline precipitation is observed but the racemic
composition contains the enantiomers to be separated (Diagrams
2 and 5). For a series of experiments designed with this in mind,
it can be concluded that the optical purity/mixing ratio relation-
ship obtained for the mixtures in Diagram 2 is almost linear. In
contrast, a negative interaction is obtained for the mixtures of
Diagrams 1 and 4, while a positive interaction is obtained for the
mixtures of Diagram 3. For the mixtures in Diagram 5 we find
positive and negative interactions depending on the ratio of the
reagents.
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1. Bevezetés

Napjainkban egyre nagyobb hangsuly keriil a kornyezet-
barat megoldasokra mind a hétkdznapokban, mind az ipari
folyamatokban. Ez tobbek kozott a gydgyszer- és az élele-
mipart is érinti, ahol egyre nagyobb szerepet kapnak a zold
eljarasok, mint példaul a biokatalizis.! Az enzimek (illetve
az Oket magukba foglalé sejtek) ipari szintli felhasznalasara
bdéven akad példa, elég csak a gliikdz-izomeraz felhasznala-
saval el6allitott magas fruktoztartalma kukoricaszirupra,?
vagy a szitagliptin antidiabetikum transzaminaz enzim ka-
talizalta eldallitasara gondolni.> A biokatalizisnek szamos
elénye van, mint példaul a kivald szubsztrat-, sztereo- és
régioszelektivitas, valamint a miikddéshez sziikséges enyhe
reakciokoriilmények. Széleskori felhasznalasukat azon-
ban nagyban hatraltatja, hogy az ipari folyamatokban mar
megszokott, hagyomanyos katalizatorokhoz képest mas
infrastruktura és kompetencidk sziikségesek az eldallita-
sukhoz, fejlesztéstikhéz és alkalmazdsukhoz. A kozeli jo-
vében azonban varhatéan egyre nagyobb jelentdsége lesz
az enzimes technologidknak. Az utobbi évtizedekben rob-
banasszert fejlodésnek indult mind a molekularis biologia
teriilete, mind pedig a szamitasos szerkezetmodellezések
megbizhatosaga és gyorsasaga (a mesterséges intelligencia
kiaknazasaban rejld lehetdségekrdl nem is beszélve). Ezek
uj teriileteket nyitottak meg az enzimek célzott fejlesztésé-
ben, az Gigynevezett enzimmérnokségben.* A tudomanyte-
riilet relevanciajat jol jelzi, hogy szamos Nobel-dijat osztot-
tak ki ilyen iranyt kutatasokra az elmult években.>”’

A mérnoki iranyu kutatdsokban kiemelt fontossagu, hogy
szoros egylittmiikddésre torekedjlink az ipari partnerekkel,
és hogy valos problémak megoldasat tiizziik ki célul. A
BME VBK-n tbb, jelenleg futé kutatas is ezt az elvet kove-
ti. Ezek az interdiszciplinaris egyiittmiikddések olyan terii-
leteket dlelnek fel, mint példaul a metagenomikus enzimek
bioinformatikai tuton torténd azonositasa és kisérletes vizs-
galata, szerkezetmeghatarozas és azon alapulé modellezés,
az enzimek célzott pontmutaciokkal torténd fejlesztése és
az iparilag relevans kortilmények kozotti tesztelés. Az alab-
bi 6sszefoglalo cikkben ezen eredményeinket mutatjuk be.

*  Fészerz6. E-mail: molnar.zsofia@vbk.bme.hu

2. Opin szarmazékok enzimatikus szintézise

A modern gyogyszerjelolt molekulak szerkezete egyre dssze-
tettebb, gyakran tobb kiralitdscentrumot is tartalmaz, melyek
gazdasagos szintézise hatalmas kihivas a szintetikus vegyé-
szek szamara. Mivel a kiralis amin épitdelem nagyon gyakran
el6fordul a kismolekulas hatéanyagokban,® a szén-nitrogén
kotés sztereoszelektiv kialakitasa kiemelt fontossaggal bir.
Felismerve a biokatalizis kiralis aminok eldallitasara kinalt
lehetdségeit, a Servier kutatdintézet és a BME Alkalmazott
Biotechnoldgia és Elelmiszertudomanyi Tanszékén miikodé
Biostruct Labor egy reduktiv aminaz enzim gytjtemény 1ét-
rehozasat és funkcionalis jellemzését tizte ki célul. A cél-
vegyiiletekként megjelolt un. opin-szarmazékok a-ketosavak
¢és a-aminoészterek reakciojabol nyerhetok, melyek értékes
épitdelemei szamos bioaktiv molekulanak, mint példaul a
peptidomimetikum tipust ACE2 gatloszereknek.

Munkankat opin-dehidrogendzok (ODH) vizsgalataval
kezdtiik, mivel ezen enzimek a természetben o-aminosa-
vak és piruvat reduktiv aminalasaval opinokat szintetizal-
nak (1. Abra A)° Az ELTE PIT bioinformatikai csoportja
segitségével 10 j ODH szekvenciat azonositottunk héfor-
rasbol nyert metagenomikai adatbazisokbol. Ezekbdl 6 en-
zim (mODH) karakterizalasat valositottuk meg, melyek
az irodalomban leirtakhoz képest eltéré szubsztratokon,
jellemzden negativ toltésti polaros aminosavakon, mutat-
tak aktivitast. Egy kivalasztott metagenomikus enzimmel
tobb preparativ méretli (~100 mg) transzformaciot is el-
végeztiink (1. Abra B, 1-3). Az mODH-k eddig példatlan
aminosav preferencidjat szerkezeti modellek segitségével
értelmeztiik, majd célzott pont mutacidkkal bizonyitottuk.'

A R mODH
HO * P OH e
7;)(3) NH; O/J\[( NAD(P)H
o 0

B /~=N

R =
HO. A~  _~.__OH
N @1
0 e}

AN L HoOC. HO3S
HOOG 75N TR"COOH HOOCTENTAPCOOH  HOOG TN T"COOH
Fmoc Fmaoc Fmoc
Fmoc-(1R,28)-1 Fmoc-(1R,25)-2 Fmoc-(1R.2R)-3

kitermelés: 20% (51 mg)  kitermelés: 24% (77 mg)  kitermelés: 23% (80 mg)

1. Abra. A Az mODH-k altal katalizalt reakcié altalanos egyenlete.
B Az mODH-k felhasznalasaval szintetizalt Gj molekulak.
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Mivel az ODH-k nem mutattak aktivitast sem aminoész-
tereken, sem ketoésztereken, figyelmiinket kereskedelmi
forgalomban kaphat6 imin-reduktazokra (IRED), valamint
irodalomban leirt iminosav-reduktazokra (IARED) fordi-
tottuk. A tesztelések eredményeként azonositottuk a Rattus
norvegicusbol szarmazo ketimin-reduktazt (RnKIRED),
amely kiemelkedd aktivitdst mutatott a-ketosav/a-amino-
észter szubsztratkombinacioval. A reakciokoriilmények op-
timalizalasat kovetden feltérképeztiik ezen enzim szubszt-
ratkorét és elvégeztiink 16 preparativ méretli atalakitast,
valamint a Vegyﬁletek kémiai karakterizélését 2. Abra)
ran egy érdekes jelenséget tapasztaltunk. Egyediilallo mo-
don, ezekben az enzimatikus reakcidkban a szubsztratok
mérete befolyasolja az ijjonnan 1étrejové sztereocentrum

crer

akciojaban (S) szelekt1v1tast 4-9), mig plruvat és aromas
aminoészterek esetében (R)-szelektivitast (10-19) mutat az
RnKIRED az Gjonnan kialakulo kiralitascentrum esetében.
Ezt a jelenséget szerkezeti modellek segitségével értelmez-
tikk." Azonban meg kell jegyezni, hogy csokkent aktivitast
figyeltink meg néhany szubsztratkombinacioé esetében,
mint példaul az (S)-alanin-ferc-butil-észter és a benzilpiru-
vat kozotti reakcid esetén (<10%-os konverzié 3 nap alatt).
Mivel utobbi reakcid terméke tobb ACE2 gatld kozds in-
termediere, jelenleg laboratoriumi evoltcios modszerekkel
noveljiik az enzim szintetikus alkalmazhatosagat. Ennek a
munkanak szerves eleme egy 1j tipusu, sejtmentes enzim-
mérnoki fejlesztés fokuszalt varidanskonyvtarak gyors vizs-
galata céljabol.
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2. Abra. Az RnKIRED altal katalizalt reakciokban eldallitott vegyiiletek az tjonnan kialakitott sztereocentrum konfiguracidja szerint csoportositva.
(A kék szin az aminoészter reakciopartnerbdl, a piros a ketosavbol szarmazoé molekularészt jeloli.)

3. Mikotoxinnal szennyezett élelmiszerek és
takarmanyok enzimes detoxikalasa

A mikotoxinok olyan toxikus masodlagos anyagcsereter-
mékek, amelyeket kiilonboz6é penészgombak termelnek,
¢és gyakran eléfordulnak gabonafélékben, csonthéjasokban
és fliszerekben.> Az ezen anyagokkal szennyezett élelmi-
szerek vagy takarmanyok fogyasztdsa mikotoxikozishoz
vezethet, amely emberben és haszonallatokban egyarant
sulyos egészségkarosodast okozhat.”* A fumonizinek olyan
mikotoxinok, amelyek jelentds élelmiszer- és takarmany-
biztonsagi kockazatot jelentenek, koziilik a fumonizin B,
(FB,) a legtoxikusabb és leggyakrabban el6forduld vegyii-
let!* A fumonizin észterazokkal (FE-k) végzett enzimes
detoxikalas igéretes alternativat kinal,”” a hagyomanyos
kémiai és fizikai kezelések korlataival szemben.'® Munkank

soran két fumonizin-észteraz, az FE1 és FE2 kinetikai és
szerkezeti jellemzését végeztiik el, kiilonds tekintettel azok
regioszelektivitasara és katalitikus hatékonysagara.®

Eredményeink alapjan mindkét enzim kétlépéses mecha-
nizmuson keresztiil hidrolizalja az FB,-et: el6szor a C6 po-
zicioban talalhato trikarballilsav-észtert hasitjak le, igy jon
létre a pHFB, 7 koztitermék, majd ezt koveti a teljes hidro-
lizis, amely soran a végsd, teljesen hidrolizalt forma (HFB,)
keletkezik. Az acil-migracio, amely a két monoészter kozti-
termék (pHFB, 6 és pHFB, 7) k6z6tt zajlik, nem enzimati-
kus folyamat és pH- ¢s homérsékletfiiggd — lugos kdzegben
gyorsabb atrendez6dés figyelheté meg. Kinetikai elemzé-
seink azt mutattak, hogy az FE2 enzim alacsonyabb X, ér-
tékkel és magasabb katalitikus hatékonysaggal rendelkezik,
kiilondsen a pHFBI 7 hidrolizisének soran (1. tablazat).
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Ez a gyakorlati alkalmazas szempontjabol kritikus, mivel
az FE2 K, értékei egybeesnek a nemzetkdzi fumonizin-ha-
tarértékekkel, ami aldtdmasztja az enzim alkalmassagat az
FB, teljes hidrolizisére a kornyezeti koncentraciokban.

Az igen kedvez0 kinetikai paraméterek molekularis hatte-
rének feltarasa érdekében meghataroztuk az FE2 kristaly-
szerkezetét (2,24 A felbontassal), amelyben kirajzolddott a
klasszikus o/B-hidrolaz felépités, az enzim katalitikus tri-
adja (S227, E343, H435) ¢s az oxianion-lyuk. Felfedezhetd
egy, a rokon szerkezetekben nem fellelhetd, pozitiv toltési
szubsztratkotd zseb is az aktiv centrumban, amit arginin ol-
dallancok alakitanak ki. Molekularis dokkolasi vizsgalatok
megerdsitették az aktiv centrum szerepét, €s a fumonizin
molekulacsalad tovabbi tagjainak (FB,, FB,, FA)) kotodését
is valoszinisitették.

Végiil, az FE2 gyakorlati alkalmazhatésagat a kukorica
nedvesuti feldolgozasi koriilményei kozott is vizsgaltuk,
ahol az 4ztatdlében és a szilard frakcidban is tobb mint
95%-o0s FB, hidrolizist értiink el, ami az enzim ipari alkal-
mazasanak potencialjat is aldtdmasztotta. Eredményeink
hozzajarulnak a fumonizin észterazok mikddésének jobb
megértéséhez, és alapot adnak az enzimfejlesztési torekvé-
sekhez, amelyek célja a hatékonyabb ¢és szélesebb korben
alkalmazhat6é mikotoxin inaktivalé enzimek kifejlesztése.

QO@
‘ OH O GCH,
o]
HO |
o]
CO@ Zearalenon (ZEN)
Fumonizin By

3. Abra. A fumonizin B, és zearalenon mikotoxinok szerkezete

A fumonizinek mellett a zearalenon (ZEN) az egyik legy-
gyakrabban el6forduld6 mikotoxin a gabonafélékben."
A zearalenon egy 0sztrogénhatassal rendelkezd molekula,
amely felhalmozodva a szervezetben hiperdsztrogeniz-
must idéz eld, ezaltal kedvezdtleniil befolyasolja a szapo-
rodasbiologiai folyamatokat. Emellett gyulladast okoz a bél
nyalkahartyajaban, ami az immunrendszer mitkddésének
gyengiiléséhez vezethet."® A haszonallatok zearalenonnal
szennyezett takarmanyozasa kiilonosen stlyos egészség-
iigyi problémakat okozhat, elsdsorban a sertések esetében,
melyek a legérzékenyebbek a kitettségre.

A takarmanyok zearalenon szennyezettségének csokken-
tésére a lakton-hidrolaz enzimek egyre nagyobb kutatasi
érdeklédést valtanak ki, mivel képesek a ZEN lebontasara
a laktonkdtés hidrolizisével, igy nem toxikus vegyiiletek-
ké alakitjak azt."” Jelen kutatasunk célja olyan 1ij zearalen-
on-laktonazok azonositasa, amelyek alacsony K, és magas
k., értékekkel rendelkeznek, ezaltal hatékonyan képesek
semlegesiteni a ZEN-t mar alacsony kdrnyezeti koncentr-
cidkban is.

1. Tablazat. Az FEI ¢és FE2 enzimek kinetikai paraméterei (pH 6,0; 37 °C)

Enzim | Szubsztrat ﬁﬁ\/[) fsci[) I(CSN:/II\(/I )

FEI FB, 8.37x0.55 140 £2 1.67x107
FEI pHFB,_7 44.3+2.23 121£2 2.73x10°
FE2 FB, 6.03+0.41 115+2 1.91x107
FE2 pHFB,_7 4.76+0.61 124+3 2.60x107

4. Cariprazin gyartas koztitermékének enzimes
deracemizalasa

A Richter Gedeon Nyrt. altal kifejlesztett és gyartott
Cariprazin hatdéanyag jelenleg a cég zaszloshajoja, melyet
Eurépaban Reagila®, Amerikaban pedig Vraylar® néven
hoznak forgalomba a skizofrénia és a bipolaris depresszid
kezelésére.”® A gyogyszer hatéanyaganak része egy ciklo-
hexan gytiriiegység, mely két pszeudoaszimetria centrumot
tartalmaz, igy a gyartas soran transz és cisz koztitermeékek
keletkeznek. Az aktiv hatéanyag a transz koztitermék, me-
lyet hagyomanyos kristalyositasi mdodszerrel valasztanak el
a cisz koztitermékt6l. Kutatocsoportunkban a gyogyszer-
gyartd céggel kdzosen egy biokatalizisen alapu gyartas-fej-
lesztési lehetdséget dolgoztunk ki, mellyel novelni lehetne
a hatasos transz koztitermék mennyiségét.

A gyartas soran a 2-(4-nitrofenil)ecetsav katalitikus hid-
rogénezése soran keletkezik az etil-2-(4-aminociklohexil)
acetat, melyben a ciklohexan gytirti 1- €s 4-helyzetben két
pszeudoaszimmetria centrumot tartalmaz. gy a gyartas
soran a kivant transz (TACE) koztitermék mellett a hulla-
dékkeént kezelt cisz (CACE) izomer is kozel azonos meny-
nyiségben keletkezik. A cisz-szelektiv transzaminaz enzi-
mek lehetdséget adnak, hogy dinamikus izomerizacioval a
CACE izomerbdl TACE izomert allitsunk el6 a sajat keton
(4-OCE) koztiterméken keresztiil.?*2

hhhhh

4-0OCE
ﬂlnamlkus izomerizacié
TA segitségével
ON Hofcat.  |HaN
TR, w3 ‘ B S‘L
o4 H+, EtOH OFt O\ I

2-(4-nitrofenil)ecetsav TACE ~1:1ratio CACE

lelvalaszlas

*om c.
e

hulladék

Cariprazin

4. abra A Cariprazin hatéanyag TACE koztitermékének eloallitasa
transzaminaz enzimmel az eddig hulladékként kezelt CACE-bél

131. évfolyam, 2-4. szam, 2025.



Magyar Kémiai Folydirat 143

A gyartas soran melléktermékként keletkez6 CACE-t di-
namikus izomerizacioval alakitottuk at TACE termékké.
A megfeleld transzaminaz enzimek kivalasztasahoz sza-
mos enzimet teszteltiink, mint példaul a Chromobacterium
violaceum illetve a Vibrio fluvialis baktériumtorszekbol
szarmaz6 transzaminazokat és ezek mutansait (Codexis®
ATA screening kit). A legnagyobb CACE-TACE atalaki-
tast az ATA217 enzimmel sikertilt elérni, igy tovabbi fej-
lesztéseinket ezzel az enzimmel végeztiik. A vizsgalatok
soran szamos reakciot befolyasol6 paramétert optimal-
tunk, tobbek kozott a hdmérséklet, piridoxal-5’-foszfat ko-
faktor koncentracidja, koszubsztrat arany, aminakceptor
fliggés, szubsztrat koncentracio. A fejlesztés soran olyan
magas szubsztrat koncentracioval is sikeriilt dolgoznunk
(50-100 g/L) és olyan mértékli diasztereomertisztasagot
(de,c:70-80 %) értiink el az optimalasi folyamatnak ko-
szonhetden, ami a méretnovelési kisérleteknek és az iparo-
sithatosagi feltételeknek jo alapja.

A kutatasi projekt soran az ATA217 transzamindzt szdmos
a kutatdcsoportunk altal fejlesztett kovalens alapu enzim
hordozoéhoz rogzitettiik és vizsgaltuk a biotranszformacio
soran a CACE-TACE atalakitast és visszaforgathatosagot.
Meéretnovelési reakciokat (200 mL reakciotérfogat) végez-
tiink szamos formaju ATA217 biokatalizatorral (nativ en-
zim, hordozohoz rogzitett enzim, egészsejtes, feltart sejtes
forma) melyekkel 10 g-ot meghaladé TACE-t allitottunk
eld.
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Industrial enzyme research at the Faculty of Chemical Technology and Biotechnology of BME

In recent years, there has been a growing emphasis on environ-
mentally friendly solutions in both everyday life and industrial
processes, including both the pharmaceutical and food industries.
One such green approach is biocatalysis, which offers advantag-
es such as excellent substrate, stereo-, and regioselectivity under
mild conditions. However, the widespread industrial use of en-
zymes still faces challenges related to infrastructure and exper-
tise. Thanks to advances in molecular biology, computational
modeling, and artificial intelligence, enzyme engineering has be-
come a rapidly growing field, highlighted by several recent Nobel
Prizes. At BME VBK, interdisciplinary collaborations with in-
dustrial partners focus on solving real-world problems through
projects like metagenomic enzyme screening, structural analysis
and modelling, and targeted development of industrially relevant
enzymatic technologies.

One major project involved the enzymatic synthesis of opine de-
rivatives. Recognizing the importance of chiral amine building
blocks in drug development, we aimed to establish and character-
ize a library of reductive aminase enzymes. Using bioinformat-
ic metagenome mining, ten new opine dehydrogenases (ODHs)
were identified from thermophilic metagenomic databases, with
six novel enzymes (mODHs) showing unique substrate preferenc-
es. Additionally, a ketimine reductase (RnKIRED) from Rattus

norvegicus was found to catalyze key reactions with impressive
stereoselectivity, depending on substrate size. Efforts are ongoing
to improve enzymatic activity for less reactive substrates through
cell-free enzyme engineering.

Another line of research focused on the enzymatic detoxification
of mycotoxins. Mycotoxins such as fumonisins and zearalenone
(ZEN) pose serious food and feed safety risks. Two fumonisin
esterases (FEI and FE2) were kinetically and structurally char-
acterized, revealing a two-step hydrolysis mechanism and a novel
positively charged binding pocket in FE2. FE2 showed excellent
catalytic efficiency even at environmental concentrations, high-
lighting its industrial application potential. Similarly, research
into lactonase enzymes aims to identify candidates capable of ef-
fectively detoxifying ZEN at low concentrations.

Finally, our project in collaboration with Richter Gedeon Plec.
targeted process optimization for the production of Cariprazin,
an antipsychotic drug. We developed a biocatalytic method to
convert the by-product cis-intermediate (CACE) into the desired
trans-form (TACE) using selective transaminase enzymes. After
screening several enzymes, ATA217 was identified as the most
effective enzyme, and optimization efforts are ongoing to enhance
process efficiency.
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Multikomponensi reakciok kémiai informatikai értékelése
virtualis konyvtarfejlesztéshez
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1. Bevezetés

A gyogyszerkutatds korai fazisaban a szamitogépes mod-
szereknek kdszonhetéen nagyszamu szerkezet vizsgalatara
nyilik lehetéség.! Egy virtualis sziirés soran akar tobbmil-
li6 molekula is gyorsan vizsgalhatd, ugyanakkor a jelenleg
polcrol elérhetd vegyiiletek szama minddssze tizmillids
nagysagrendii. Napjainkra a szerves félvezetok kutatasaban
is megjelentek ezek a modszerek, ami tovabb noveli az 1j
vegyiiletek iranti igényt.> A polcrol elérhetd és az egyedi
szintézissel eldallithatd vegyiiletek kozotti szallitasi id6- és
koltségbeli kiilonbséget a virtualis vegyiiletek igyekeznek
athidalni. Ezek jellemzdje, hogy elérhetd alapanyagokbol
1-2 szintetikus 1épésben allithatok eld elterjedten alkalma-
zott reakciotipusokkal, mint acilezés vagy C-C keresztkap-
csolas.’ Az ilyen tipusu vegyiiletekkel szemben elvaras,
hogy nagy valosziniiséggel elkészithetéek legyenek, vala-
mint alacsony koltséggel és szintézisid6vel rendelkezzenek.
Ezt a vegyiileteket 1étrehozd szabalyokkal lehet biztosi-
tani, amelyek azonositjak a reakcidé szempontjabol fontos
alszerkezeteket, valamint kisziirhetik a mellékfolyamato-
kat.* Ilyen célbol elterjedten alkalmazzak a SMARTS® és
SMIRKS® reprezentaciokat, mivel a reaktivitas mellett a
transzformaciokat is leirhatjak. A jelenleg elérheté virtualis
adatbazisok tobbek kozt a Hartenfeller és munkatarsai’ al-
tal gytijtott robusztus reakcio szabalyhalmazan alapulnak.?
A terek vizsgalata alapjan lathat6, hogy igazan nagyszamu
terméket minimum két egymast kdvetd reakcidval lehet
elérni.

2. Multikomponensii reakciok

A multikomponenst reakciok (MCR-ek) olyan atalakula-
sok, amelyeknél ketténél tobb reaktans kombinacidjaval
jon létre a termék.’ Az MCR-ek kiilondsen elényosek, mivel
egyetlen 1épésben lehetdvé teszik egy nagyobb kémiai tér
gyors ¢s hatékony felépitését. Fontos azonban kiilonbséget
tenni az egyes MCR-ek kozott aszerint, hogy a résztvevo
reaktansok valtoztathatok-e. Az alkinek [2+2+2] cikoad-
dicidja (trimerizacid) nikkel katalizatorral benzolgytrit
alkot, azonban harom kiilonb6z6 alkinvegyiilet kombina-
lasara nem alkalmazhatd egyetlen termék eléréshez!® — a
reakcio jellemzden szimmetrikus vagy intramolekularis
rendszerekben mitkodik szelektiven. A tiofének eldallitasa-

*  Foszerz6. Tel.: +36 1 463 3103; e-mail: havasi.david@vbk.bme.hu

hoz hasznalhato Gewald-reakcioban a-cianoészter, aldehid
vagy keton, valamint kén vesz részt."! Az elemi kénalkal-
mazasa miatt, csak a két tovabbi reaktans lesz valtoztathato.
Hasonlo korlatai vannak az Asinger-reakcionak is az am-
monia és a kén miatt, valamint a két keton hasznalata is
vegyes termékosszetételt eredményez.”> A Pauson—Khand
[2+2+1] cikloaddicié soran alkin, alkén és szén-monoxid
kapcsolodik 0ssze ottagu gyuriit zarva, a valtoztathatosa-
got a karbonilként beépiildé CO korlatozza.® A Strecker-
féle aminosav szintézis elsé 1épése kondenzacio aldehid,
cianid és ammonia kozott, amelynek eredményeként egy
a-aminonitril alakithaté ki.'* A Hantzsch-féle piridinszin-
tézis soran Osszesen haromféle komponens alkotja meg a
termék gytlirls szerkezetét: ketoészter, aldehid és ammo-
nia.”” A Bucherer—Bergs-reakcid hidantoinok eléallitasara
alkalmas karbonil vegyiiletekbdl, ammonia- és cianidforras
segitségével.' Lathato, hogy a felsorolt reakcioknal legfel-
jebb ketté komponensiik ad valtoztathato alszerkezetet a
termékben.

3. A vizsgalatba bevont multikomponensii reakciék

A kovetkez6kben olyan MCR-k révid bemutatasaval foly-
tatjuk, amelyek legalabb harom varialhato reaktansra épiil-
nek, kitérve a valtoztathatd alszerkezetekre, valamint az
egyes reakciokhoz bemutatjuk a SMIRKS reprezentacidkat
is, amelyek enumeraciohoz és keresésekhez bhasznalhatok.

A Mannich-reakcio egy vegyes-aldol-reakcioként értelmez-
het6, amelyben amin, karbonil vegyiilet és egy CH-savas
komponens savas protonja vesz részt''® — szakirodalmi
adatok alapjan karbonil és tiokarbonil vegytiletek is hasz-
nalhatok.” A reakcié eredményeként b-amino-karbonil ve-
gyiiletek alakithatok, kiilonféle Lewis- és Bronsted-savak
jelenlétében.

R;_0,S]
0 R
R 6 Rs1—R
wr, T ORAL TR el I
R4 R; R 4
[0.8] 2 Rs

1. Abra. A Mannich-reakci6 vizsgalatban hasznalt sémaja.
SMIRKS: [NX3!HO;!$(**=[O,S,N]):10]-[#6].
[#6;3([c,CX4HO0])]-[CX3H1:20]=[OX1].[#6]-[CX4H2:30]-
[A;$([CX3]=[OX1,SX1])]>>[NX3:10]-[CX4:20]-[CX4:30]
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A Biginelli-reakci6 3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on eléalli-
tasara alkalmas, eredeti form4jaban karbamid, aril aldehid
és etil acetoacetat kapcsolodasabol.2’ Ujabb kutatasokban
sikeriilt megvalositani kiilonféle karbamidszarmazékok,
valamint a ketoészterek mellett ketoszulfonatok alkalma-
zasaval is. Amennyiben nem szimmetrikus az alkalmazott
karbamid / tiokarbamid komponens, kétféle termék képzo-
dése varhatd, ugyanakkor ha csak az egyik nitrogén szubsz-
titualt, akkor egyféle termék képzoédik .22

[EWG] Ra
R, [0,9] [EWG] NH
NH% + 0= + o — |
NH, R R3 Rz "N7[0,8]
R4

2. Abra. A Biginelli-reakci6 vizsgilatban hasznalt séméaja (EWG:
karbonil és szulfonil funkciok)

SMIRKS: [NX3!HO;!$(*[!#6]):10]-[CX3RO0:11](=[0X1,SX1:12])-
[NX3H2:13].[#6;$([c,CX4HO0])]-[CX3H1:20]=[OX1].[#6]-[CX3:30]
(=[OX1])-[CX4H2:31]-[A;$([CX3](=[OX1])[OX2HO0]),$([SX4]
(=[OX1])(=[OX1])[OX2HO,NX3,#6]),$([CX2]#[NX1]),$([NX3]
(~[OX1])~[OX1])]>>[NX3:10]1-[CX3:11](=[*:12])-[NX3:13]-
[CX3:20]=[CX3:30]-[CX4:31]-1

A Betti-reakcioval egy a-aminobenzilfenol alakithato ki
egy fenolos komponens, aldehid és amin kapcsolasaval.?
Alapvetéen a Mannich-reakcidé egy specialis esetének te-
kinthetd, a karbonil CH savas hidrogénje helyett a fenol
orto helyzetii protonja vesz részt a reakcidban. Jellemzden
naftol és fenol tipusu vegyiiletekkel irjak le a szintézist, kii-
16nféle szubsztitlicios mintakkal. >+

oH orfen-Ri

RN 4 =0 R R,
1 R3

R

3. Abra. A Betti-reakci6 vizsgalatban hasznalt sémaja.
SMIRKS: [NX3!HO;!$(**=[O,S,N]):10]-[#6].[#6;$([c,CX4HO0])]-
[CX3H1:20]=[0X1].[OX2H1]-[c](~[cH1:30])~[cHO]>>[NX3:10]-
[CX4:20]-[c:32]

Az a-aminofoszfatok eldallitasara alkalmas Kabachnik—
Fields-reakci6 soran amin, karbonil és egy dialkil foszfonat
kapcsolodik 6ssze.®?” A reakcio alapvet6en egy iminkép-
z0désbdl és az azt kdvetd hidrofoszfonilaciobol all, amelyet
Lewis-savak és dehidraloszerek gyorsithatnak, ugyanakkor
ujabb szintetikus eredmények azt mutatjak, hogy a reakciod
mikrohullamu fiitéssel akar oldoszer és katalizator nélkiil
is kivitelezhet6.”® A résztvevé amin és karbonil mellett a
foszfonat is kétféle szubsztituenssel rendelkezhet.

,RZ R4 /[\Il R4O
RNH + R+ R BH —= R &
[o) 50~ o Rso/ \(I)
RIG R5R6

4. Abra. A Kabachnik—Fields-reakcio vizsgalatban hasznalt sémaja.
SMIRKS: [NX3H2;!$(**=[O,S,N]):1]-[#6].
[#6]-[CX3R0;$([CX3H1]),$([CX3HO]([CX4])[CX4,c]):2]=[OX1].
[PX4H1:3](=[0X1])([OX2HO0])[OX2H0]>>[NX3:1]-[CX4:2]-[PX4:3]

A Povarov- / Grieco-reakcid karbonil, amin és elektrondus
alkén (gyakran ciklopentadién) reakcidjaval 6-tagu hetero-
ciklusok kialakitdsara hasznalhat6.?>3° Az alkén esetében
fontos az elektronkiildd csoport jelenléte az egyik oldalon,
ez ugyanis meghatarozo a reakcio szempontjabol, valamint
biztositja a szelektiv termékképzédést.’! A résztvevd ami-
nok esetében heteroaromas gytirithéz kapcsolodo, valamint
szekunder aminok is alkalmasak lehetnek a reakciora.’>

Ry [EDG]
HN A [EDG] Rs A
2: Wt RZ_\\Q + _‘ A
NS
}A— £ Rs3 Rs N A
R4

5. Abra. A Povarov- / Grieco-reakci6 vizsgalatban hasznalt

sémaja (EDG: az alkén szempontjabdl fontos, hogy elektronkiildé
szubsztituensek, pl. fenil, vinil, éter, amin, stb.).

SMIRKS: [NX3!HO;!$(**=[O,S,N]):10]-[c:11]([cH:12])[aHO].
[#6;$([c,CX4HO0])]-[CX3H1:20]=[OX1].[A;$([SX2,NX3,0X2,PX3]),
$([CX3]=[CX3]),$([c]]-[CX3H1:30]=[CX3;$([CX3H2]),$([CX3HI]
[CX4]):31]>>[NX3:10]1-[c:11][c:12]-[CX4:20]-[CX4:30]-[CX4:31]-1

A Petasis-reakcié soran aromas vagy vinil boronsavak se-
gitségével szubsztitualt aminok allithatok el primer vagy
szekunder aminokbol, valamint aldehidekbdl vagy keto-
nokbol.** A reakcio els leirasa ota igazoltak, hogy boron-
savak mellett boronatokkal ¢és kiilonféle heterociklusos
borvegyiiletekkel is mikodik a kapesolas — katalitikus és
katalizatormentes koriilmények kozott is.33¢

R
R, R4 ) Rz
RANH + R+  BRs o R/N><R4
@] R-0 1 R

6. Abra. A Petasis-reakcio vizsgalatban hasznalt séméja.

SMIRKS: [NX3!HO;!$(**=[O,S,N]):1]-[#6].
[#6]-[CX3R0;$([CX3H1]),$([CX3HO]([CX4])[CX4,c]):2]=[OX1].[BX3]
([OX2])([OX2])[#6;$([c,CX3,CX2]):3]>>[NX3:1]-[CX4:2]-[#6:3]

Az aldehidek-aminok-alkinek MCR-ben val6 katalitikus
csak A3 kapcsolasnak nevezett reakcid terméke egy propar-
gil amin, ami hasznos épit6ko kiilonféle gytris, biologiai-
lag és kémiailag aktiv szerkezet eléallitasahoz.*® A reakci6
koriilményeit tekintve atmenetifémek, példaul réz, eziist
vagy cink vegyiiletek hasznalhatok katalizatorként. ¥4

Ro Rq X R4
R1 -NH + R3_<o + :_R5 E—— \< R2
R3 |

7. Abra. Az A3 kapcsolasi reakci6 vizsgalatban hasznalt sémaja.
SMIRKS: [NX3!HO;!$(**=[0,S,N]):1]-[#6].
[#6]-[CX3R0;$([CX3H1]),$([CX3HO]([CX4])[CX4,c]):2]=[OX1].[#6]
[CX2]#[CX2H1:3]>>[NX3:1]-[CX4:2]-[CX2:3]

Egy nemrég megjelent munkaban Hao és munkatarsai
triszubsztitualt hidrazonok szintézisét mutattak be alkil ha-
logenidek, aminok és aldehidek felhasznalasaval. A reakcio

131. évfolyam, 2-4. szam, 2025.



Magyar Kémiai Folydirat 147

bazis jelenlétében hajthaté végre, a kiilonféle alkil halog-
enidek koziil a kloridok bizonyultak a legreaktivabbnak. A
termékként eléallithatd hidrazonok hasznos intermedierek
lehetnek kiilonféle heterociklusok szintéziséhez.*

R Y "N
R 2 s — N7
Nt Renw, R Ry

8. Abra. A Hao-féle reakcio vizsgalatban hasznalt séméja,
halogenidként fluorid, klorid, bromid és jodid is hasznalhato.
SMIRKS: [FX1,CIX1,BrX1,IX1]-[CX4H2:10]-[c].[NX3H2:20]-
[NX3HI;!$(**=[0,S,N]):21]-[#6].[#6;3([c,CX4HO0])]-
[CX3H1:30]=[OX1]>>[CX4:10]-[NX3:21]-[NX2:20]=[CX3:30]

Gaunt és munkatarsai cink katalizator vagy lathato fény se-
gitségével alfa pozicioban elagazé aminok szintézisét mu-
tattadk be karbonil alkilativ aminaldsi mechanizmussal. A
reakcioban hatékonyan alkil jodidok és bromidok bizonyul-
tak megfelelden reaktivnak, ugyanakkor mind primer, sze-
kunder és tercier halogenidekre is mutattak be példakat.*>*

1
NHR, + Rs{  + R5“’R7 > R3 &7
R4 X 2

Ry

9. Abra. A Gaunt-féle reakcié vizsgalatban hasznalt sémaja.
SMIRKS: [NX3!HO;!$(**=[O,S,N]):1]-[#6].
[#6]-[CX3R0;$([CX3H1]),$([CX3HO]([CX4])[CX4,c]):2]=[OX1].
[BrX1,IX1]-[CX4:3]>>[NX3:1]-[CX4:2]-[CX4:3]

A Doebner-reakcioban elsé leirasa szerint anilin, egy alde-
mazékok allithatok el6, szervetlen sav jelenlétében.** Az
els6 publikaldsa 6ta ramutattak, hogy az amin és az aldehid
komponensek mellett a piroszoldsav is kivalthaté valtoz-
tathato szerkezetekkel, pl. mas ketoészterekkel, kiilonféle
savkatalizatorok jelenlétében.*

= R [EWG]
1 R2 o) R N R
R NH * R_\\o + >
& 2 [EwG] R N7 R
R

10. Abra. A Doebner-reakci6 vizsgalatban hasznalt sémaja (EWG:
észter és karbonsav funkciok).

SMIRKS: [NX3H2;!$(**=[0,S,N]):10]-[c;$(clcceccl):11]
(~[as!$([cHDD~[cH:12].[#6;$([c,CX4HO0])]-[CX3H1:20]=[OX1].
[CX4!H0&!H1R0:31]-[CX3:30](=[OX1])[A;$([CX3](=[OX1])
[OX2H0,0X2H1])]>>[nX2:10]1:[c:11]:[c:12]:[c:30]:[c:31]:[c:20]:1

Az izocianidot hasznalé MCR-ek egyike a Passerini-
reakcid, amelyben karbonsavak és karbonil vegyiiletek
kapcsolhatok, egy a-aciloxi amidot kialakitva.*® A reakcio
kiilonféle karbonilvegyiiletekkel, koztiik gytirts ketonok-
kal is kivitelezhetd, limitacioja elsésorban az izocianidok
elérhetsége.”’ A szintézisre legnagyobb hatasa az oldo-
szernek van.*

o 0 L Ry O
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11. Abra. A Passerini-reakci6 vizsgalatban hasznalt sémaja.
SMIRKS: [#6][CX3](=[OX1])[OX2H]1:10].
[#6]-[CX3R0;$([CX3H1]),$([CX3HO]([CX4])[CX4,c]):20]=[OX1].
[CX1:30]~[NX2:31]-[#6]>>[0X2:10]-[CX4:20]-[CX3:30](=[OX1])-
[NX3:31]

Az Ugi-reakci6é ugyanazokat a komponenseket hasznalja,
mint a Passerini, kiegészitve egy aminnal, ezaltal egy reak-
cidban négy valtoztathaté komponenst kombinalva, jellem-
z6en katalizator nélkiil.* Az egyes reaktansok szubsztitu-
ensei széles korben valtoztathatok, pl. az izocianid esetén
terc-butil csoport, a karbonsav esetén kiilonféle aromas
gytrik is kapcsolodhatnak.>
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12. Abra. Az Ugi-reakcio6 vizsgalatban hasznalt sémaja.

SMIRKS: [#6][CX3:10](=[OX1])[OX2H1].
[NX3!HO0;!$(**=[0,S,N]):20]-[#6].[#6]-[CX3R0;$([CX3H]1]),$([CX3HO]
([CX4])[CX4,c]):30]=[0X1].[CX1:40]~[NX2:41]-[#6]>>[CX3:10]-
[NX3:20]-[CX4:30]-[CX3:40](=[OX1])-[NX3:41]

A van Leusen-reakcio tozilmetil izocianidok (TosMIC) fel-
hasznalasaval aldehidek és primer aminok 6sszekapcsola-
sara alkalmas, imidazolgyir(t zarva.’' A reakcid soran a
tozil funkcid tavozik, ugyanakkor a reakcié szempontjabol
egy tovabbi szubsztituens (alifds, aromas) megengedhets.>
A reakci6 alapvetden bazis jelenlétében zajlik, és szobahd-
mérsékleten is végrehajthatd.
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13. Abra. A van Leusen-reakci6 vizsgalatban hasznalt sémaja (TS:
p-toluolszulfonil csoport).

SMIRKS: [NX3H2;!$(**=[O,S,N]):10]-[#6].[#6]-[CX3H1:20]=[OX1].
[CX1:30]~[NX2:31]-[CX4!HO0:32]-[SX4;$(*(=0)(=0)clcce(C)ecl)]>>[nX
3:10]1:[c:20]:[c:32]:[nX2:31]:[c:30]:1

A savkatalizalt Grobebke—Blackburn—Bienaymé-
reakcioban egy izocianid segitségével kondenzalt aromas
rendszer alakithato ki, savas kozegben.*¥>%¢ A reakcidba
bevonhat6 alapanyagok korét az izocianid mellett az amin
is limitalja, mivel annak egy orto helyzetben nitrogént tar-
talmazo gylriihoz kell kapcsolodnia — viszont nem csak
hat, hanem o6ttagu heterociklusok is bevonhatok. Az alde-
hidek szdmos szubsztituenssel hasznalhatok, igy a reakciod
tobbféle variaciora ad lehetéséget.’
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14. Abra. A Grobebke—Blackburn—Bienaymé-reakcio vizsgalatban
hasznalt sémdja (R, és R, egy gytirii részei).

SMIRKS: [NX3H2:10]-[c:11](~[n:12])~[a;!$([n])].[#6;$([c,CX4HO])]-
[CX3H1:20]=[0X1].[CX1:30]~[NX2:31]-[#6]>>[nX2:10]1:[c: 1 1]:[nX3:12]
:[c:30](-[NX3H1:31]):[c:20]:1

Az Orru-reakci6é nagyban hasonlit a van Leusen-reakciora
(amin, aldehid és izocianid kapcsolddésa), azonban ebben
az esetben az izocianid nem TosMIC tipusu, hanem mas
elektronszivo csoporttal (pl. észter) van ellatva. Ennek ko-
szonhetden a reakcio termékeként 2-imidazolinok alakitha-
tok ki. A szintézis natrium-szulfat jelenlétében, akar szoba-
hémérsékleten is végrehajthato.™
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15. Abra. Az Orru-reakcié vizsgalatban hasznélt séméaja (EWG:
elektronszivo csoport, pl. észterek).

SMIRKS: [NX3H2;!$(**=[O,S,N]):10]-[#6].[#6;$([c,CX4HO0])]-
[CX3H1:20]=[OX1].[CX1:30]~[NX2:31]-[CX4!H0:32]-
[A;S([CX3](=[OX1])[OX2HO]),$([SX4](=[OX1])(=[OX1])
[OX2HO0,NX3,#6]),$([CX2]#[NX1]),$([NX3](~[OX1])~[OX1]);!$(S(=0)
(=0)clcee(C)ecel)]>>[NX3:10]1-[CX4H1:20]-[CX4:32]-
[NX2:31]=[CX3H1:30]-1

4. Reakciok termékpotencialjanak értékelése

A virtualis tér bévitése szempontjabdl fontos, hogy a ki-
alakitando alszerkezet ritkdnak szamit-e a jelenleg elérhetd
vegytliletek kozott, valamint hasznosithaté-e potencialisan
(pl. nem keriil-e kizarasra gyogyszerkutatasi szempontok
miatt®®). A kialakitott SMIRKS-ek alapjan els6 korben
megvizsgaltuk az Mcule In Stock adatbazisaban (6.317.976
szerkezet),®! hogy az egyes reakciok altal eléallitott termék
alszerkezetek milyen szamban taldlhatok meg, az adato-
kat az 1. Tablazat tartalmazza. Az egyes reakciotipusok-
kal potencialisan elérhetd kémiai tér méretét kozeliteni az
alapanyagokra kapott talalati szamok alapjan lehetséges.
Ennek feltérképezéséhez az Mcule Fast Delivery Building
Blocks Class 2 (317.751 szerkezet) halmazat hasznaltuk (a
kivalasztas szempontja az alapkdvek konnyt hozzaférhetd-
sége volt).®? Izocianidok esetében a kivalasztott halmaz egy
szerkezetet sem tartalmazott, igy ezeket egy szintetikus
kémiai beszallité adatbazisaban vizsgaltuk (Key Organics
BIONET Building Blocks, 271.148 szerkezet).® A reakciok
segitségével elérheté maximalis kombinatorikus tér a tala-
lati szamok szorzata alapjan becsiilhet6 (1. Tablazat), amely
segitheti pl. aralapu alapanyag levalogatas kialakitasat.**

A vizsgalat alapvetéen ramutat, hogy egyes reakciok al-
kalmazasat els6sorban a legspecialisabb reaktanstipus
korlatozza, mint amilyen az izocianid (kivéve az Ugi-
reakcio esetében, ahol a 4. komponens ellensulyozza ezt)

vagy a Kabachnik—Fields-reakcio esetében a foszfonatok.
Ezzel szemben az olyan reakcidk, mint az A3 kapcsolas, a
Mannich- vagy a Petasis-reakcio jelentds elonyt élveznek,
mivel azok gyakran hasznalt szintetikus épitékovekre ta-
maszkodnak, amelyeket példaul acilezési, reduktiv ami-
nalasi, Sonogashira- és Suzuki reakciok is hasznositanak,
igy nagyobb szamban elérhetok. A reakciok segitségével
elérhetd kémiai tér mérete tovabb ndvelhetd olyan reakci-
ok azonositasaval, amelyek alkalmasak a szlik keresztmet-
szetet jelentd alapanyagok kialakitasara, pl. az izocianidok
eldallithatok primer aminok felhasznalasaval.®® A MCR-
ek esetében megfigyelhetd, hogy dontd tobbségiik igényel
amin ¢s karbonil (aldehid vagy keton) funkcidt, a kiilonb-
ség a tovabbi komponensekben figyelhetd meg. Habar sok
esetben még nem vizsgaltak teljeskoriien a reakciok mecha-
nizmusat, egyes vizsgalatokban az imin vagy iminium ion
képz6dését tekintik elsédleges 1épésnek,*¢ igy a reakcio-
kat érdemes lehet két 1épésben is kezelni enumeracio so-
ran (pl. ha az enumeracios kornyezet csak 2-2 komponens

intermediert.
1. Tablazat. Az egyes reakciok termékeinek alszerkezeti talalatai,

valamint az egyes reakciokkal potencialisan elérhetd kémiai tér mérete
(a *-al jelolt reakciok izocianidot igényelnek)

Reakcio . e Potencialisan
megnevezése Termék taldlati szdm elérhetd termékszam
Mannich 26 2.48 x 10M3
Biginelli 9715 3.07 x 10"9
Betti 421 5.44 x 10™2
Kabachnik-Fields 409 1.51 x 1010
Grieco/Povarov 1944 7.40 x 10”10
Petasis 140513 2.28 x 10M3
A3 84 4.46 x 10M2
Hao 105 3.30 x 10710
Gaunt 20485 9.91 x 102
Doebner 11043 1.07 x 10710
Passerini* 902 2.23 x 10711
Ugi* 54995 1.99 x 1016
van Leusen™ 4148 1.74 x 10710
Gr"eg.‘:];f;ii‘fum' 83 1.43 x 10710
Orru* 0 6.44 x 10"9

5. Osszegzés

A MCR-k lehetdvé teszik, hogy egyetlen reakciolépésben,
termékeket allitsunk eld. Virtualis konyvtarak fejlesztése
szempontjabodl ez kiemelten hasznos lehet, mivel a valds
szintézis egy 1épésben torténik, nem igényel koztes tiszti-
tast, szemben egy kétlépéses szintézissel. Jelen munkaban
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15 kiilonb6z6 MCR-t vizsgaltunk meg virtualis konyv-
tarépités szempontjabodl, amihez minden reakcio esetében
bemutattuk a keresésekhez és enumeraciohoz hasznal-
hat6 SMARTS / SMIRKS mintazatokat. A reaktansok
SMARTS-ai lehetévé teszik a potencialisan elérhetd virtu-
alis tér méretének becslését, a SMIRKS-ek pedig a tény-
leges enumeraciohoz hasznalhatok. Az elemzés alapjan
lathatd, hogy szamos reakcid olyan nagyszamban rendelke-
zésre allo vegyiiletre épit, mint az aminok, aldehidek vagy
ketonok, viszont egyes esetekben ritkabb vegyiiletekre van
sziikség, ami jelenleg limitalhatja az elérhetd tér diverzita-
sat — ugyanakkor ramutat arra is, hogy mely alapanyagok
szamat lehet célszer(i novelni.
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Cheminformatic evaluation of multicomponent reactions for the development of virtual chemical libraries

In the early stage of drug discovery nowadays millions of mol-
ecules can be screened via computational methods to identify
structures that could potentially be utilized in the development
of novel drugs. Although the number of in-stock available mole-
cules is estimated to be between 10-20 million, virtual molecules
opened the possibility to investigate billions of structures. As
novelty is highly needed, the further development and extension
of the chemical space is still interesting, however most of the cur-
rently available virtual libraries are based on the same reaction
types and usually combining these reactions in 2-3 consecutive
steps. Virtual molecules are also expected to be synthesizable
with a 60-80% success rate — which is greatly affected by reactiv-
ity, purification and the stability of substructures under the syn-
thetic conditions.

Multicomponent reactions (MCR) are a unique class of synthetic
methods as they are capable to combine three or more compo-
nents in one synthetic step. Although the first types of these re-
actions were already identified in the late 19 century, there is an
emerging interest recently in their utilization in the development
of drug-like molecules. Certain types of multicomponent reac-
tions rely on some reactants bearing a specific functional group
and some fixed components, like the Gewald-, Asinger-, Pauson-
Khand-, Strecker-, Hantzsch- or Bucherer-Bergs ractions. With a
fixed component like sulfur or ammonia, only the other compo-
nents will be variable, thus a similar library size to the A+B type
reactions could be expected. Reactions where all three (or more)
components have a variable substituent part could generate much
larger combinatorial libraries, therefore in the present study we
aimed to collect these reaction types, create their cheminformat-
ic representations and evaluate their potential in extending the
chemical space. As part of the work, 15 multicomponent reac-
tions were identified: the Biginelli to form dihydropyrimidones,
the Mannich for b-amino carbonyls, the Betti reaction generating
a-aminobenzylphenols, the Grieco/Povarov ring closing reaction,
the Kabachnik-Fields synthesis for aminophosphonate formation,
the Petasis reaction for amine substitution, the A3 coupling for
propargyl amines, the Doebner synthesis of quinoline and two
recently developed methods by Hao et al. and Gaunt et al. A
separate group of multicomponent reactions of isocyanides was
also included, covering the Passerini, Ugi, van Leusen, Groebke-
Blackburn-Bienayme, Orru reactions. To evaluate the potential of
the reactions, first the variability of substructures was investigat-

ed based on scientific literature. Based on the findings, the general
schemes of all reactions were constructed (Figures 1-15), which
served as a basis for creating the SMIRKS reaction representa-
tion of all involved reactions. Based on the reactant and product
SMARTS of the reaction SMIRKS, the availability of the com-
pounds containing the desired substructures was evaluated. The
investigation showed that many of the product types have a very
low representation among the in-stock molecules.

By evaluating the availability of building blocks required for a
reaction, an initial estimation of the potential chemical space
could be provided. Therefore, the building block SMARTS were
searched, and a product count estimation was provided based on
the results. It should be noted that the actually available chemical
space could be much smaller due to multiple factors: competing
functionalities that could interfere with reactive centers under the
synthesis conditions; lability of substructures; duplicate forma-
tion from functionally different molecules, etc. Even if these con-
siderations are considered, it is clearly visible that billions of vir-
tual structures could be accessed via multicomponent reactions.
It is also visible that some reactions, e.g. the A3 coupling or the
Petasis reaction utilize building blocks that are available in very
large numbers, due to their participation in the most commonly
applied reaction types, like amines and acids in amide formation,
or acetylenes and boronic acids in the Sonogashira and Suzuki
couplings. On the other hand, we can see that many of the reac-
tions are mainly limited by one of the required components, like
in the case of isocyanides. However, as the interest for these reac-
tions is growing, there could be a rise in the number of available
building blocks in the future, allowing the faster spread of iso-
cyanide-based multicomponent reactions. Another limitation of
multicomponent reactions currently is that compared to the com-
monly applied synthetic reactions in medicinal chemistry have
a much greater validation database, including various synthetic
protocols. In the future with the continuous extension of valida-
tion data for MCRs, we could expect a much wider utilization, es-
pecially if mild, efficient and more generalizable conditions could
be developed. Both can highly be boosted by high throughput
experimentation techniques. The main goal of the present study
was to provide a collection of multicomponent reactions and their
SMIRKS representations for researchers, allowing them to go be-
yond the traditional virtual spaces, that are based on regular 2-3
step syntheses.
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1. Bevezetés

A G-fehérje kapcsolt receptorok (GPCR-ok) a plazma-
membran receptorok legnagyobb ¢s legvaltozatosabb csa-
ladjat képviselik.! Ezek a receptorok kiemelkedd szerepet
jatszanak a sejtek miikodésének szabalyozasaban ¢€s a kiil-
vilag ingereinek észlelésében. Jelentdségiiket az is alata-
masztja, hogy az FDA altal jévahagyott gyogyszerek mint-
egy 34%-a ezeknek a receptoroknak a célzasaval fejti ki a
hatasat.> A GPCR-ok fehérje-fehérje kolcsonhatasok révén
vesznek részt a sejtek miikodésének szabalyozasdban. Az
Osszetett jelatviteli folyamatok megértése és a befolyasolasi
lehetéségek felderitése fontos feltétele a receptorokat célzod
gyogyszerkutatasi programok sikerének.

A gyogyszerek kotddésének vizsgalatara leggyakrabban
alkalmazott modszer az antitest alapti immunjeldlés,® va-
lamint a radioligand alapti autoradiografia.* Az immunjeld-
1és hatranya, hogy nem mindig all rendelkezésre érzékeny
és specifikus antitest, valamint ezek nagy méretiik miatt
nehezen jutnak el a célfehérjéhez. A radioligand-alapt
autoradiografia térbeli felbontasa korlatozott, és nehezeb-
ben integralhatd mas vizsgalati médszerekkel. Ezért ezek
a modszerek csak specialis esetekben teszik lehetévé a
gyogyszermolekulak hatdasmechanizmusanak feltarasat.
A hagyomanyos modszerek korlatai miatt egyre nagyobb
figyelem irdnyul a fluoreszcens vegyiiletek alkalmazasa-
ra a receptor—ligandum kolcsonhatasok vizsgélata soran.
A biolumineszcens rezonancia energiaatvitel (BRET) és
a fluoreszcens rezonancia energiaatvitel (FRET) lehetové
teszik ezen kolcsonhatasok kinetikajanak valos ideji, ra-
dioaktiv anyagok hasznalata nélkiili elemzését.> E techni-
kak révén pontosan meghatarozhatok a ligandumok koto-
dési paraméterei, és nagy érzékenységiiknek koszonhetden
sejttipus-specifikus kolesonhatasok is vizsgalhatok. A fluo-
reszcens jelzovegyiiletek szuperfelbontast képalkoto elja-
rasokkal — mint példaul a sztochasztikus optikai rekonst-
rukcios mikroszkopia (STORM) vagy a stimulalt emisszio
kioltas (STED) elven miik6d6 fluoreszcens mikroszkopia
— val6 kombindlasa pedig 1j lehetdségeket teremt a fehérjék
mukodésének feltarasara, mivel ezek segitségével részlete-

*  Tel.: +36 1 382 6911; e-mail: keseru.gyorgy@ttk.hu

sen feltérképezhetd a receptorok anatémiai elhelyezkedése
¢s a hozzajuk kapcsolodo jelatviteli mechanizmusok.®’

Ebben az 6sszefoglaloban bemutatjuk a fluoreszcens jelzo-
vegyliletek tervezésének fobb Iépéseit, valamint harom kii-
16nb6z6 GPCR tipust receptorhoz — a D, dopamin-, a CB,
kannabinoid- és az M, muszkarin receptorhoz — kapcsol6dd
specifikus ligandumok tervezését, szintézisét és kotodési
jellemzdinek vizsgalatat.®*® A fluoreszcens probak farmako-
l6giai és mikroszkopos alkalmazasat az eredeti publikaciok
targyaljak.

2. Eredmények
2.1. Fluoreszcens jelzovegyiiletek tervezése

Az évek soran szamos tanulmany foglalkozott a fluoresz-
cens ligandumok hatékony tervezésével, azonban még min-
dig nem létezik olyan egységes moddszer, amely minden
szempontot figyelembe véve biztositand egy sikeres fluo-
reszcens jelzomolekula fejlesztését.''? Ennek hatterében
az all, hogy a kiilonb6z6 fluoroforok ligandumokhoz valo
kapcsolasa olyan szerkezeti valtozasokat okozhat, amelyek
megnehezitik a farmakologiai tulajdonsagok (mint példaul
a kotési affinitas vagy a szelektivitas), valamint a lipofilitas
¢és a fotofizikai jellemzok pontos elérejelzését. Egy fluo-
reszcens festékkel jeldlt ligandum leggyakrabban harom 6
komponensbdl épiil fel: a farmakofor felelos a receptorral
vald interakcioért, a fluorofor biztositja a fluoreszcens jelet,
mig a két egységet 0sszekdtd linker garantdlja az optimalis
térszerkezetet.

Egy 0j fluoreszcens jelzévegyiilet tervezésének elsd 1épé-
se a vizsgalando fehérje iranti nagy kotddési affinitassal és
megfeleld szelektivitassal rendelkez6 ligandum kivalaszta-
sa, mivel a fluoreszcens csoport beépitése gyakran csokken-
ti a k6tddési affinitast.'>* A kivalasztott ligandum tipusat az
alkalmazas célja hatarozza meg: agonistak és antagonistak
egyarant alkalmazhatoéak, de receptoraktivacid és interna-
lizacio vizsgalatahoz agonistak sziikségesek.” Ezt kovetd-
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en a ligandum modositasi lehetéségeit a szerkezet-aktivi-
tas (SAR) elemzés és —amennyiben rendelkezésre all — a
receptor-ligandum komplex kisérletes titon meghatarozott
térszerkezete alapjan kell meghatarozni, figyelembe véve a
ligandum kotémodjat és a receptorral vald kolcsonhatasa-
it.!® Ha nem 4all rendelkezésre kisérleti térszerkezet, a sza-
mitasos kémiai modellezés segithet elérejelezni a ligandum
kotomodjat €s az optimalis modositasi pozicidkat, bar még
a megbizhat6é modellek sem garantaljak a hatékony jelzove-
gyiilet kifejlesztésének sikerét.

A fluoreszcens jelzévegylilet tervezésének kovetkezo
kulcsfontossagu 1épése a megfeleld fluorofor kivalasztasa.
A kereskedelmi forgalomban széles valasztékban elérhe-
té fluoroférok lehetévé teszik a kutatok szamara, hogy az
adott kutatasi célokhoz leginkabb illeszkedd fluoreszcens
festéket valasszanak. A leggyakrabban alkalmazott fluoro-
forok kozé tartozik a fluoreszcein, a rodamin, a BODIPY,
a kumarin ¢és a cianin.”” Az utobbi években kozeli infravo-
ros fluoroforokat is fejlesztettek, amelyek kiilondsen hasz-
nosak tumorképalkotasban és képvezérelt miitétek soran.!®
A ligandum kivalasztasa és modositasi pontjainak megha-
tarozasa, valamint a festék kivalasztasa utan kovetkezik a
fluorofoér és a ligandum 6sszekapcsolasa. A legtdbb esetben
a fluoroforok nem képesek kozvetleniil illeszkedni a kot6z-
sebbe, ezért linker alkalmazasara van sziikség a receptor
¢és a festék kozotti kedvezotlen kolesonhatasok elkertilése
érdekében.” A hidrofob kotézsebekkel rendelkez6 recepto-
rok gyakran eldnyben részesitik az alkil-linkereket a hid-
rofil linkerekkel szemben, mint példaul a polietilénglikol
(PEG).® A PEG-szerii linkerek novelhetik a fluoreszcens
ligandum hidrofilitasat, ami potencidlisan javithatja a ké-
palkotési tulajdonsagokat azaltal, hogy csokkenti a nem
specifikus, membranhoz valo kotédést.?!

Osszességében elmondhaté, hogy nincs egyetlen, minden
helyzetre alkalmazhaté modszer a sikeres fluoreszcens jel-
z6vegyiiletek tervezésére. Erdemes attekinteni a szakiroda-
lomban mar ismert jelzévegytileteket, mivel ezek hasznos
kiindulopontot adhatnak. A rendelkezésre all6 szerkezeti
informaciok alapos elemzése, a részletes farmakologi-
ai profilalkotas ¢és a SAR adatok segithetnek a megfeleld
ligandumok kivalasztasaban, valamint a modositasi pontok
tervezésében. Az in silico dokkolasi kisérletek tdmogatjak
a linker tervezését és a kivalasztott festék beépitésének
modjat. A legtdbb esetben azonban kiilonb6z6 linker-festék
kombinaciokkal kisérleteznek, hogy megtalaljak a kivant
tulajdonsagokkal rendelkez6 fluoreszcens jelzévegyiiletet.

2.2. D, dopamin receptorhoz kiétodé fluoreszcens
jelzévegyiilet szamitégépes modellezése

A szamitogépes modellezést a D, dopamin receptorhoz ko-
t6dd fluoreszcens kariprazinszarmazék példdjan keresztiil
mutatjuk be, mig a CB, és M, receptorok esetében az in
silico tervezés részletei a hivatkozott publikaciokban talal-
hatoak meg.®*

A fluoreszcens kariprazinszarmazék tervezésénél elsoként
elkészitettiik a D, dopamin receptor térszerkezeti modelljét
annak érdekében,® hogy azonositsuk a molekula olyan mo-
dosithato részeit, amelyek valtoztatasa nem befolyasolja je-
lentGsen a receptorhoz valo affinitast. A szerkezetbdl hiany-
70, koordinatakkal nem rendelkezé aminosavmaradékokat
a MODELLER program segitségével egészitettiik ki, mig
a sztérikus iitkozéseket tartalmazé régidkat a Schrodinger
Prime programmal korrigaltuk. A szerkezet tovabbi fino-
mitasa soran a hianyzo hidrogéneket potoltuk, a hibas tér-
szerkezetli oldallancokat javitottuk, illetve sziikség szerint
moédositottuk a protonaltsagi allapotokat a Schrddinger
Protein Preparation Wizard alkalmazasaval. A ligandumok
elokészitése a Schrodinger LigPrep eszkozzel tortént, sta-
bil konformerek eldallitasa céljabdl. Ezt kdvetéen a Glide
program segitségével dokkoltuk a ligandumokat a receptor
kotohelyére, single precision (SP) protokollt alkalmazva,
61x61x61 A méretii kiilsd és 25%25x25 A méretii belsd ra-
csdoboz beallitasaval. A dokkolds soran kiilon figyelmet
forditottunk a konzervalt Asp110*3? aminosavval kialakulo
hidrogénkotésre, €s minden generalt poz esetében dokkolas
utani energiaminimalizalast végeztiink.

2.3. Fluoreszcens jelzévegyiiletek szintézise

2.3.1. A D, dopamin receptorhoz kotédo
fluoreszcens kariprazinszarmazék szintézise

A szintézis kiindulasi pontjat képezd piperazinszarmazék
(1) eloallitasa a Richter Gedeon Nyrt. szabadalma alapjan
tortént (1. abra).?? Ezt kovet6en az 1 amint trifoszgén alkal-
mazasaval kapcsoltuk 6ssze a 2 védett diaminnal, igy kiala-
kitva a karbamatot j6 hozam mellett. A reakcié utan a Boc-
védocsoportot trifluorecetsavval (TFA) tavolitottuk el. Az
igy kapott, szabad aminocsoportot tartalmazo vegyiiletet
(3) a Sulfo-Cy5-NHS fluoreszcens festékkel N-acileztiik,
amelynek eredményeként l1étrejott a kivant fluoreszcens jel-

z6vegylilet (4).
1. \N/\/\N,Boc H/
H H
2

Trifoszgén, TEA,
NHz  25°C_ 1 h, majd NH
SaN" oy
25°C, 20 h, 76% S

J J

[
N N
@ > Do, 25, @
16 h, 60 %
@m @a
cl 1 cl 3

‘ SulfoCys-NHS,

DIPEA, DMSO,
25°C, 16 h, 36%

Cl 4

1. abra. A fluoreszcens kariprazinszarmazék (4) eloallitasa
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2.3.2. A CB, kannabinoid receptorhoz kot6do
fluoreszcens jelzovegyiilet szintézise

A szintézis egyik kulcsfontossagli intermediere, a 10
aril-bromid szarmazék eldallitasa 6t 1épésben tortént
(2. abra).

Az els6 Iépésben az etil-4-brom-dihidroxibenzoat (5) két
fenolos hidroxilesoportjat benzil véddcsoportokkal lattuk
el, aminek eredményeként a 6 észtert 95%-os hozammal
nyertiik ki. A védett szarmazékot (6) ezt kdvetden liti-
um-aluminium-hidriddel alkoholla (7) redukaltuk. Ezutan
kétlépéses nitrilképzést végeztiink: elszor tionil-kloriddal
a hidroxilcsoportot klorra alakitottuk (8), majd ezt natri-
um-cianiddal reagéltatva jutottunk a 9 nitrilhez. Végiil a
nitrilecsoporthoz kapcsoldodo szénatomra két metilcsoportot
vittiink be natrium-hidrid ¢és metil-jodid segitségével, igy
kivalé hozammal allitottuk eld a 10 intermediert.

BnBr, K,CO3, LiAH,, Et,0, OBn
DMF, 25 °C, THF, 25 °C,
_ 46 min., 95% 30 min., 95% Br
H
BnO 0
7
SOCl,,
DKM, 25 °C,
16 h, 81%
NaH, Mel, NaCN,

Bn DMF, 25 °C, Bn Q8Bn

DMF, 25 °C,
jij\r\ - 85% jﬁj\/ 35h - jijj\/

2. abra. A 10 aril-bromid el6allitasa

A szintézis masik fontos intermedierét, a 13 boronsavat
harom Iépésben allitottuk eld (3. abra). Kiindulasként
terc-butil-difenilszilil (TBDPS) véddcsoporttal ellatott hid-
roximetilbenzoesav szarmazékot (11) hasznaltuk, amelybdl
oxalil-kloriddal savkloridot képeztiink. Ezt a reaktiv inter-
mediert diizopropil-amin (DIPA) segitségével amidda (12)
alakitotuk. A kovetkez6 1épésben a 12 amidot s-BuLi-mal
litialtuk TMEDA jelenlétében, majd triizopropil-borat hoz-
zaadasaval eldallitottuk a kivant 13 boronsavat.

OTBDPS OTBDPS OTBDPS
1. (COCly), s-BuLi, TMEDA,
DKM, 25 °C, THF, -78 °C, majd
4 h, majd B(OiPr); 73% B”OH
|

COOH 5 DIPA, DIPEA, o NJ\ )\N o OH

DKM, 25 °C,
" 16 h, 78% A A

12 13

3. abra. A 13 boronsav el6éallitasa

A 10 aril-bromidot és a 13 boronsavat Suzuki-reakcioval
kapcsoltuk 0ssze Pd(dppf),Cl, jelenlétében. A reakcio
eredményeként mérsékelt hozammal kaptuk meg a 14 bi-
fenil szarmazékot (4. abra). A nitrilcsoportot DIBAL-H
segitségével a megfelelé aldehiddé (15) redukaltuk, majd a
TBDPS véddcsoportot tetrabutilammonium-fluoriddal ta-
volitottuk el. Ezt kovetéen Wittig-reakcidval kettds kotést
hoztunk 1étre, amelyet katalitikus hidrogénezéssel, Selcat
O, (Pd/C) katalizator jelenlétében telitettiink, mikdzben a
benzil véddcsoportokat is eltavolitottuk. A triciklusos vaz-

elem kialakitasa intramolekularis acilezéssel tortént, ame-
lyet metilmagnézium-jodiddal (MeMgl) végzett gylrtnyi-
tas kovetett.

OTBDPS

OTBDPS
Pd(dppf),Cly,
Br K3POy, dioxan-viz,
110 °C,2h, 38% OBn
Bn )\
e
)\ /\ BnO CN
14
1. DIBAIH, 2. TBAF, THF, 25 °C, 1 h, majd
DCM, -78 °C, BuLi, H3C(CH,)4PPh4Br,
1h, 72% THF, - 78 °C, 3 h, 54%

OH
1. Hy, P/C, O OBn

EtOH, 25 °C,

21h,91% /L O
2. A, AcOH, 25 °C, )\ BnO N Bu

1h, 81%

15
1. MeMgl, Et,0, 2.50Cl, DKM, 25 °C,
A, 2 h, majd 30 min., majd
PTSA, CHCl3, TBAI, HoN(CHy)g)NH,,
25°C, 6 h, 45% DMF, 60 °C, 4 h, 33%
o)
i H JKH,Squo Cy.
NN SulfoCys-NHS, N 5
5 T2 DIPEA, DMSO, H
H

25°C, 16 h, 32% O o
S,

4. abra. A CB, receptorhoz k6t6do fluoreszeens jelzévegyiilet (18)
eloallitasa

A kozépsd gylirli visszazarasa 4-toluolszulfonsavval tor-
tént, a ciklizacido utan 2-hidroxikannabinol szarmazékot
kaptunk. A benzil-alkohol funkcios csoportot tionil-klorid-
dal klorra cseréltiik, amellyel N-alkileztiik a hexan-1,6-di-
amin linkert. Végiil a linker szabad aminocsoportjat (17)
N-acilezéssel reagaltattuk a Sulfo-Cy5-NHS észterrel, igy
kialakitva a fluoreszcens jelzévegyiiletet (18).

2.3.3. Az M, muszkarin receptorhoz kotédo
fluoreszcens jelzévegyiilet szintézise

Az M, muszkarin receptorhoz k6t6d6, Oregon Green 488"
festékkel jeldlt ligandum szintézisének kiinduldsi anyagat,
a 20 szulfont egy hatékony, oldoszer- és kromatografiamen-
tes eljarassal allitottuk el6 (5. abra). A brombenzolt sike-
resen vittiilk Friedel-Crafts-acilezésbe 3-kloérbenzol-szul-
fonil-kloriddal (19) aluminium(III)-klorid jelenlétében. Ezt
kovetden az irodalmi eljarast kdvetve szintetizaltuk a 24
intermediert.?* A 21 metilidén-piperidint 9-BBN-nel kezel-
ve boran intermediert képeztiink, amelyet palladium-kata-
lizalt reakcidban kapcsoltunk dssze a 20 szulfonnal. A Boc
véddcsoport eltavolitasa utan a keletkezé amin TFA s¢jat
(23) reduktiv amindldssal alakitottuk tovabb NaBH,CN je-
lenlétében N-Boc-piperidonnal és megkaptuk a 24 N-Boc
védett szarmazékot.
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) AICl3, brombenzol,
Ww.Cl 80 °C,1h, 81%

ot T,

19

(\f 9-BBN, 65 °C, 1 h, majd
20, PdCl,(dppf) CH,Cly, \©/ \Q\/O
K,CO3 DMF:viz (10:1),
60 °C, 3 h, 83%

TFA, DKM,
25°C,2h,93%

.Boc
/O . / TEA
N-Boc-piperidon,

NaBH(OAc)s,
AcOH, DKM,
25°C, 24 h, 50%

UO\)Q

5. abra. A 24 szulfon eldallitasa

A linker szerepét betdltd PEG-szarmazékot (28) meglévo
irodalmi modszerek alapjan szintetizaltuk (6. abra).>*%
Elsoként a kereskedelmi forgalomban kaphat6 25 vegyiilet
egyik aminocsoportjat Boc véddcsoporttal lattuk el. Az igy
kapott Boc-védett amint pedig egy rézkatalizalt keresztkap-
csolasi reakcioban 2-jod-benzoesavval reagaltattuk. A ko-
vetkez6 1épésben eltavolitottuk a Boc véddcsoportot, majd
a keletkezett szarmazékot N-hidroxiszukcinimid-észterrel
(27) N-acileztiik, igy jutottunk a 28 PEG-szarmazékhoz.

Boc,0, DKM,
. . . o.
o 0°C - 25 °C, 24 h, majd o HN/\P \ﬂr\NHBOC
HoN NHp ———— > )
25 2 2-j6dbenzoesav, HO' 26

Cul, rac-BINOL, K3PO,,
DMF, 25 °C, 3 h, 69%

o
NHB
A e
2 H 2
HO
2. o
NHBoc
NHSOJK{/\O/E/ 28

27
TEA, 25°C, 0.5 h, 60%

1. TFA, DKM, 25 °C, 2 h, 93%

6. abra. A 28 PEG-szarmazék eléallitasa

A 24 szulfon-szarmazék Boc véddcsoportjanak eltavolitasa
utan a kapott piperidint 6sszekapcsoltuk a 28 antranilsav-
val, majd a Boc véddcsoportot TFA-val eltavolitottuk (7.
abra). Végiil az amint a kereskedelemben elérhetd OG488®
NHS-észterrel N-acileztiik, igy kialakitva a fluoreszcens
jelzévegytletet (30).

g

1. TFA, DKM,
25 °C,2h, 95%

OO
HOBt H20,

EDC HCI,
DMF, 25 °C,
25°C, 2h, 48% 1. TFA, DKM,
25°C,2h,97%
2.0G488" -NHS, DIPEA,
DMF, 25 °C, 30 min., 40%

oo,

7. abra. A 30 fluoreszcens jelzévegyiilet eloallitasa

2.4. A fluoreszcens jelzovegyiiletek kotodési
affinitisanak meghatirozasa

2.4.1. A D, és CB, receptorokhoz kitédo
fluoreszcens szarmazékok affinitasanak
vizsgalata

A fluoreszcens szarmazékok kotddési affinitasat radiol-
igand-alapu kotodési vizsgalatokkal hataroztuk meg. Az
eredményeket az 1. tablazatban foglaltuk Gssze, ahol
mindharom szarmazék (4, 18, 30) kotddési paramétereit
(K)) bemutatjuk.

1. tablazat: A 4, 18, 30 jelzdvegyiiletek kot6dési affinitas vizsgalata®?

vggzi?l-et Receptor Radioligand K, [nM]
1. D, [*H]spiperon 1,31
2_. D, [*H]spiperon 7,05
Z . 5-HT,, [H]8-OH-DPAT 273
4. 5-HT,, [*H]ketanserin 2660
s | 5-HT, [PH]LSD 530
6 | 5-HT, [H]LSD 5,08
7. 18 CB, [FH]CP 55940 3,5
8. M, 38@10 pM
T M, 2,4
T 30 M, [*H]szkopolamin 55592
T M, 54,1
12| M, 182

A fluoreszcens kariprazin szarmazék (4) affinitasat meg-
hataroztuk a relevans dopamin, illetve szerotonin (5-hid-
roxitripamin) G-fehérje kapcsolt receptorokon, beleértve a
D,, D,,, 5-HT,,, 5-HT,,, 5-HT és az 5-HT, receptorokat.
A jelzbvegyiilet (4) a kariprazinhoz hasonléan megtartotta
nagy affinitasat és szelektivitasat a D, dopamin receptorhoz
(K, = 1,31 nM; 1. tablazat). Az altalunk eldallitott fluoresz-
cens kannabinoid-szarmazékot (18) kizardlag a CB, kanna-
binoid receptoron vizsgaltuk, ahol kival6 affinitdst mutatott
(K, = 3,5 nM; 1. tablazat). Az M, muszkarin receptorhoz
kotddo fluoreszeens jelzévegyiilet (30) esetében a fluoresz-
cens festék beépitése novelte a ligandum M, receptorok felé
mutatott szelektivitasat. Az altalunk kifejlesztett (1) fluo-
reszcens ligandum szelektivitdsa az M, receptorral szem-
ben kedvezObb, mint a szakirodalomban korabban kozolt
dibenzodiazepinon alapl jelzOmolekulaké.?*?” Kiilonosen
kiemelkedd az M, és M, receptorok irdnti szelektivitdsa,
mig az M, és M; receptorok esetében a szelektivitds mérté-
ke hasonl6 a korabban publikalt vegyiiletekéhez.

3. Osszefoglalas

A fluoreszcens jelzdvegyiiletek kulcsszerepet toltenek be
a modern farmakologiai kutatasokban, hiszen lehetévé te-
szik a receptor—ligandum kdlcsonhatasok valos idejii, nagy
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érzékenységli vizsgalatat. Ezen tulmenden a fejlett képal-
kotasi technikdkkal — kiilondsen a szuperfelbontdsu mik-
roszkopidval — kombindlva paratlan lehetdséget kinalnak a
molekularis célpontok térbeli és id6beli eloszlasanak feltér-
képezésére in vitro és in vivo rendszerekben. A fluoreszcens
ligandumok fejlesztése hozzajarul a kiilonbozé gyogysze-
rek hatdsmechanizmusanak mélyebb megértéséhez, eldse-
gitve 0j terapids stratégiak kialakitasat.

Kutatocsoportunkban harom jelentés G-fehérje kapesolt re-
ceptor —a D, a CB, és az M, receptorok — célzasara fejlesz-
tettiink ki sikeresen fluoreszcens jelzovegyiileteket. Ezek
a receptorok kulcsszerepet toltenek be kiilonbdzé neurold-
giai és pszichiatriai korképek (pl. skizofrénia, depresszio,
Alzheimer-kor), valamint fajdalom és gyulladasos folyama-
tok szabalyozasaban. A fluoreszcens jelzdvegyiiletek terve-
z¢sét in silico dokkolas segitségével végeztiik. A szintetizalt
vegyiiletek kotodési affinitasat radioligand-alapt vizsgala-
tokkal hataroztuk meg. A PharmacoSTORM technologia
alkalmazasaval részletes térbeli informaciokat nyertiink a
kariprazin eloszlasarol. Katona Istvan (KOKI) munkacso-
portjaval egyiittmikdodésben végzett in vivo vizsgalataink
igazoltak, hogy a kariprazin preferencialisan a D, recepto-
rokat célozza meg a Calleja-szigetek granularis neuronja-
inak axonjaiban, mikézben megkiméli a dopaminerg ter-
mindlisokat. Ez a mechanizmus hozzéjarulhat a kariprazin
célzott és mellékhatas-szegény terapias hatasahoz.

4. Kisérleti rész

A szintetikus munkahoz preparativ szerves kémiai modsze-
reket alkalmaztunk. A reakciok elérehaladasat vékonyréteg
kromatografia, HPLC-MS és GC-MS segitségével kovet-
tiik. Az anyagok tisztitasadra normal és forditott fazisu flash
oszlopkromatografiat, valamint forditott fazisi preparativ
oszlopkromatografiat hasznaltunk. Az eldallitott vegytile-
teket olvadaspont, 'H és 3*C NMR, valamint HRMS segit-
ségével jellemeztiik.
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Application of Fluorescent Probes in the Investigation of G Protein-Coupled Receptors

G protein-coupled receptors (GPCRs) are pivotal regulators of
numerous physiological processes and constitute a major class
of drug targets, with over 500 approved therapeutics acting on
a subset of these receptors. Despite their pharmacological rele-
vance, many GPCRs, particularly orphan receptors, remain poor-
ly understood, underscoring the need for advanced molecular
tools to probe their function. Fluorescent ligands have emerged
as indispensable assets in modern pharmacological research, pro-
viding high-sensitivity, real-time insights into receptor—ligand
interactions through a variety of binding assays. When combined
with advanced imaging platforms, especially super-resolution mi-
croscopy, these probes enable unparalleled spatial and temporal
resolution of receptor localization, trafficking, and engagement
in both in vitro and in vivo systems. Beyond mere detection, the
rational design and application of fluorescent ligands facilitate a
deeper mechanistic understanding of drug—target interactions and
support the development of more selective and effective therapeu-
tic strategies.

The design of effective fluorescent GPCR ligands, however, lacks
a standardized protocol. Instead, successful probe development
typically relies on iterative strategies informed by prior literature.
Critical steps include a comprehensive assessment of available
structural data, detailed pharmacological characterization, and
structure—activity relationship (SAR) analyses and the available
experimental 3D structures of the receptor-ligand complexes to
guide ligand selection and identify modifiable positions. /n sili-
co docking studies further facilitate the rational design of linkers
and the selection of appropriate fluorophore conjugation strate-

gies. Nonetheless, empirical testing of multiple linker—dye con-
figurations is often necessary to optimize the photophysical and
pharmacological properties of the resulting probe.

Our research team successfully designed and developed fluores-
cent molecular probes selectively targeting three pharmacolog-
ically relevant G protein-coupled receptors (GPCRs): the dopa-
mine D, receptor (D,R), the cannabinoid CB, receptor (CB,R), and
the muscarinic M, receptor (M,R). These GPCRs are critically
implicated in the pathophysiology and therapeutic modulation of
numerous neurological and psychiatric disorders, including schiz-
ophrenia, major depressive disorder, and Alzheimer’s disease, as
well as in pain signaling and inflammatory responses. Probe de-
sign was guided by structure-based in silico molecular docking to
ensure optimal ligand-receptor interactions and suitable sites for
fluorophore conjugation. The binding affinities of the synthesized
compounds were quantitatively assessed through radioligand dis-
placement assays.

Furthermore, the application of the super-resolution imaging
technique PharmacoSTORM enabled nanoscale spatial localiza-
tion of cariprazine, a clinically approved D,-preferring antipsy-
chotics. In vivo imaging revealed a highly selective accumulation
of cariprazine at D, receptor-expressing granule cell axons in the
islands of Calleja, while dopaminergic terminals remained largely
unaffected. These findings underscore the potential of fluorescent
ligands not only as tools for advanced receptor imaging but also
for elucidating receptor-specific binding kinetics and supporting
the development of more effective therapeutics.
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1. Bevezetés

Kutatocsoportunk az 1990-es évek kozepén, a jelen-
legi szervezeti egységiink egyik jogelddjén, A BME
Vegyészmérnoki ¢és Biomérndki Kar Biokémia ¢és
Elelmiszertechnologia Tanszékén alakult. Més, ebben az
idészakban 1étrejott tanszéki kutatécsoportokhoz hasonlo-
an célunk volt a szervezeti egységiink alapitasa 6ta megha-
tarozé két tudomanyteriilet, a gabonakémia és az élelmi-
szermindsités mikodéséhez a folytonossag biztositasa, az
elédeink altal teremtett szakmai hagyomany tovabbvitele.
A magyarorszagi felséfoku élelmiszertudomanyi oktatas
elinditasaban és fejlddésében tanszékiink és jogelddjei-
nek munkatarsai donté szerepet jatszottak, az elmult tobb

%

Beltartalmi
Laboratérium
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Elelmiszerallergén *@ A
v
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mint egy évszazad szakmai torténéseirdl jelent meg O6sz-
szefoglalo [1]. Tanszékiink jelenét és a kdzeljovo terveit pe-
dig karunk fennallasanak 150 éves jubileuma alkalmabol
megjelent cikkiink &sszegzi [2]. Most a Gabonatudomanyi
és Elelmiszerminéség Kutatocsoport jelenlegi felépitését,
tevékenységét kivanjuk vazlatosan bemutatni. Egyetemi
szakmai kozosségként természetesen részt vesziink a kiilon-
b6z6 szintli képzések, oktatasi programok kidolgozasaban,
fejlesztésében, koordinalasaban, elsésorban az élelmiszera-
nalitika, élelmiszerbiztonsag, élelmiszeripari technologia,
laboratériumi mindségiranyitas teriiletén. Ebben az 6ssze-
foglaloban azonban kutatasi profilunkrol, a jelen és a kozel-
mult néhany tudomanyos eredményérdl adunk attekintést.

B Elvélasztastechnikai
\"“% Laboratérium

o5sgnmi

Reoldgiai és Technoldgiai
Laboratérium

1. abra. BME ABET Gabonatudomanyi és Elelmiszerminéség Kutatocsoport laboratériumi egységei
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Kutatasi infrastruktarankat igyekeztiink ugy alakitani,
hogy az altalunk mtivelt szakteriileteken az alap és alkalma-
zott kutatds mellett a felséfokt oktatasra és a szakmai szol-
galtatasra is alkalmas tudasbazis és eszkdzpark j6jjon 1étre.
Csoportunk négy laboratoriumi egységbdl épiil fel melyek a
kovetkezOk: BeltartalmiLaboratérium, Elvalasztastechnikai
Laboratorium, Elelmiszerallergén Laboratérium, vala-
mint Reoldgiai és Technoldgiai Laboratérium (1. abra).
Laborjaink nemzetkdzi szinten is korszert, vagy legalabb-
is az eurdpai szinvonalhoz hasonlé miiszaki felszereltségii
eszkozparkkal és miikddési infrastruktiraval rendelkez-
nek. Munkatarsainkkal tudatosan téreksziink szakmai kap-
csolatok, egyiittmiikodések kialakitasara, kozos oktatasi
¢és kutatasi programok megvaldsitdsara a gabonavertikum
¢és altalaban az élelmiszertudomany hazai és nemzetkozi
képviseldivel, oktatasi, kutatasi és gazdasagi szerepldvel.
A szakmai kompetencidk egymast erésité hatasanak ki-
hasznalasara, a szakmai szinvonal tovabbi jobbitasat se-
gité hazai egyiittmikodésre példaként emlitenénk az idén
az NKFIH-t6l kivalé mindsitést kapott Gabonatudomanyi
Infrastruktura Halozat 1étrehozasat, melynek tagjai a HUN-
REN Agrartudomanyi Kutatokézpont, a Gabonakutatd
Nonprofit Kft. Laboratériumi Egysége, a BME ABET NIR
Spektroszkopia Csoportja és koordinatorként a BME ABET
Gabonatudomanyi és Elelmiszermindség Kutatocsoportja.

Az alabbiakban laboratériumi egységenként haladva mutat-
juk be szakmai tevékenységiinket és lehetdségeinket.

2. Beltartalmi laboratorium

A beltartalmi laborunk elddje a csoport legrégebbi egysége,
1987-ben jott 1étre a karunkon akkor allami tdmogatassal
kialakitott élelmiszer és takarmanyvizsgald laboratorium
részeként. Ezt a szakmai profilt képviseljiik ma is, a folya-
matosan modernizalt eszkozparkunk elsésorban az élelmi-
szerek és takarmanyok, illetve alapanyagaik legfontosabb,
jeloléskateles Osszetevonek és jellemzoinek (fehérje, zsir,
¢lelmi rost, nedvesség, hamu, energiatartalom) mennyisé-
gi meghatarozasat teszik lehetévé. Ezt a f6 profilt egésziti
ki a klasszikus analitikai eljarasokon (pl. titralas, fotomet-
ria) alapulé mddszerek alkalmazasa, mint példaul a lipidek
romlasi folyamatainak vizsgéalata, szénhidrat Osszetevok
(pl. amiloz, rostalkotd B-glilkan) mennyiségi meghataro-
zésa, antioxidans kapacitas vizsgalata stb. A rutinszerten,
tobbségében szabvanyos modszerekkel végzett vizsgala-
taink jol illeszkednek a K+F tevékenységiinkhoz is, de itt
kiilondsen toreksziink arra, hogy eréforrasainkat kutatasi
¢s analitikai szolgaltatasként is hasznositsuk.

3. Elvalasztastechnikai laboratorium

Az elvalasztastechnikai laboratorium eszkozparkjat és al-
kalmazott moddszereit a fent felvazolt kutatasi profilhoz
igyekszilink igazitani. A jelenleg rendelkezésre all6 folya-
dék- és gazkromatografias, gél és kapillaris elektroforetikus
berendezéseket, a mintaelOkészitd eszkdzoket elsdsorban a
makromolekulak (fehérjék, keményitd és nem keményitd

szénhidratok, rostok) osszetétel és fizikai-kémiai tulajdon-
sdgok (méret, hidrofobitas) alapjan torténd jellemzésére
alkalmazzuk. Az elmult években a taplalkozasi és élelmi-
szerbiztonsagi szempontbdl is fontos rovid szénlanch szén-
hidratok és zsirsavak jellemzésével is foglalkoztunk.

Az alabbiakban néhany jelenleg fut6 kutatasi teriiletet mu-
tatunk be roviden.

3.1. Rostanalitika

Az élelmiszerek és gabonak vizsgalata, mindsitése az 6sz-
szetett és feldolgozas/tarolas hatasara valtozo osszetételi és
fizikai-kémiai tulajdonsagokkal rendelkezé mintamatrix
miatt jelentenek komoly kihivast. Kutatocsoportunkban
az ¢élelmiszeralkotd makromolekulak (fehérjék, keményitd,
rostosszetevok) és a rovid lancu szénhidratok részletes jel-
lemzése az elvalasztastechnika részlegen torténnek.

A taplalkozasi szempontbol kedvezd hatasu élelmi rostok
vizsgalatanak célja a rostalkotok Osszetételében ¢és fizi-
kai-kémiai tulajdonsagaiban megjelend valtozékonysag
leirasa, a rostjellemzdk feldolgozasi folyamatok soran be-
kovetkezd valtozasanak kovetése, altalanossagban a rostok
¢lelmiszermatrixok tulajdonsagainak alakitasaban betoltott
szerepének tanulmanyozasa, megértése. Ezek az informa-
ciok segitenek feltarni a rostok szerepét az alapanyagok
technoldgiai viselkedésében és taplalkozastani értékének
meghatarozasaban.

Az élelmirostokat a human elsddleges emésztérendszer nem
képes hasznositani, viszont kedvez6 hatasuk van az emész-
tésre. Alapvetd szerepiik, hogy inicialjak a bélmozgast, sza-
balyozzak a bélperisztaltikat, ezzel a tipanyag tartdzkodasi
idejét, valamint a vastagbél mikroflorajanak tapanyagaul
szolgalnak, igy ndvelve annak diverzitasat és egészségre
gyakorolt hatasat. A mikrobiom anyagcsere termékei ko-
ziil a rovid lancu zsirsavak a vastagbélbdl visszaszivodnak
¢és hasznosulnak a szervezetben. A gabonak legfontosabb
¢élelmirost dsszetevoi az arabinoxilanok és a B-glikkanok (2.
abra). A heteropolimer arabinoxilanok alapvaza 3-1,4 gliko-
zidos kotésekkel kapcsolodo B-D-xilopirandz egységekbdl
¢épiil fel és ehhez szubszituensként a-L-arabinofuranozil
csoportok kapcsolédhatnak. A teljes arabinoxildn tartalmat
(TOTAX) oldhatdésag szempontjabol két csoportba oszthat-
juk: vizoldhato (WEAX) és vizoldhatatlan arabinoxilanok
(WUAX). A két csoport jellemz6i a gabonaszemen beliili
eloszlasuktol is fiiggenek az A/X aranyban és a polimerek
lanchosszaban és térszerkezetében is eltérhetnek, ezaltal
fizikai kémiai tulajdonsagaik és biologiai funkcioik is rész-
ben eltéréek lehetnek. A B-gliikdnok elagazasmentes line-
aris homopolimerek, a gliikozmolekulak B-1,4-glikozidos
kotésekkel kapesolddnak egyméshoz cellotriozil és cello-
tetraozil egységek kialakitasaval, amiket B-1,3-gilokozidos
kotések kapesolnak 6ssze. A molekulaméret és a szerkezet,
a vegyes kotés aranya az egyes gabonakban, illetve azok
frakcidiban, szoveteiben eltérd lehet.
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2. dbra. A) az arabinoxilanok [3] és B) a B-gliikanok szerkezete [4]

A kozelmultban zarult négyéves OTKA 135211 és OTKA
135343 alapkutatasban a Magyar Kutatasi Hal6zat (HUN-
REN) martonvasari Agrartudomanyi Kutatokdzpont
(ATK) Mezbgazdasagi Intézetével (MGI) egyiittmitkodve a
tonkolybuza részletes dsszetételi és technologiai jellemzé-
sét tliztiik ki célul. A célkitiizés mogott allo alapgondolat az
volt, hogy bar a valtozatos és egészségtudatos taplalkozas
jegyében tobb allitas is megfogalmazddik a tonkolybuza-
val kapcsolatban, viszont ezeket alatdmasztd tudomanyos
eredmények még hidnyosak. Térképezd vizsgalatok keretén
beliil 187 tonkoly- (Triticum spelta) és dsszehasonlitasként
80 kenyérblza (Triticum aestivum) fajta és nemesitési vonal
rostosszetételét vizsgaltuk. Az eredmények alapjan lathato,
hogy a tonkolybuza rostdsszetételi valtozékonysaga nem
sokkal marad el a kenyérbuzaé¢hoz képest, viszont a median
rendszerint alulmarad a modern kenyérbuza fajtakhoz ké-
pest (3. abra).
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3. abra. Kenyérbuiza (T. aestivum) és tonkolybuza (T. spelta) fajtak A)
TOTAX ¢és B) WEAX box plot vizsgalata (Kutatocsoport eredményei, [5])

A tonkdly pelyvas szemtermése miatt ellenallobb a kérnye-
zeti hatasoknak, igy hasznalata indokolhaté az organikus

Wibro
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Vertical bars denote 0,95 ct mervals

gazdalkodasban - megfelelé fajtaszelekciot kovetden. Az
organikus és a ,,modern”, nagyiizemi termesztés Osszeté-
telre és mindségre gyakorolt hatdsdnak dsszehasonlitasara
azonban nagyon kevés adat all rendelkezésre. Az organikus
és a konvencionalis termesztés vizsgalatai soran olyan faj-
takat kerestiink, amik stabilan kedvezden nagyobb rosttar-
talmu és kedvezdbb hozamu termést tudtak elérni. A négy
évjarat és két termesztési koriilmény eredményeit ANOVA
statisztikai modszer segitségével elemeztiik. Az eredmé-
nyek azt mutattak, hogy a termesztés kozvetleniil nem
befolyasolja a rostosszetételt, vagyis az altalunk vizsgalt
tonkoly fajtak képesek organikus termesztési koriillmények
kozott is hasonld rostdsszetétell jo mindségii termést adni.

Az élelmi rostok jellemzésének masik példajat a rozs hu-
man cé€lu hasznositasanak fejlesztését célzo kutatasi prog-
ramunkbol hozzuk (2017-1.3.1-VKE-2017-00004). Az alap-
anyag vizsgalatokon tul a fogyasztéhoz eljutdé termékek
Osszetételének ismerete alapvetd fontossagl. Fajtaazonos
rozsok kiilonleges malmi frakcidinak Osszetételi leirasa
soran vizsgaltuk az alapanyagban 1év6 rost mennyiségi és
mindségi valtozasat a siitdipari termékkészités hatasara. A
teljes arabinoxilan tartalmat a feldolgozas nem befolyasol-
ta, viszont a termékekben a vizoldhato arabinoxilan tarta-
lom mennyisége csokkent és a molekulaméret eloszlasban
is torténtek valtozasok (4. dbra). A siitdipari termékkészi-
tés (dagasztas, kelesztés, siités) komplex hatdsara a rostok
oldhatosagi tulajdonsagai csokkentek, de a fajtakbol adodo
valtozékonysag és a kiilonleges frakciok egyedi tulajdonsa-
gai jelentésen befolyasoljak az eredményeket [6]

leans
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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4. abra. Fajtaazonos rozsfajtak frakcioi és azokbol késziilt kenyerek rostosszetételét abrazolo LS Means diagramok. A) WEAX ¢és B) legnagyobb
molekulaméret. (A pontok 6nallo értékek, a koztiik 1évo szaggatott vonal csak a valtozasok mértékének kovethetdséget szolgaljak) [7].
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3.2. Gabonak és élelmiszerek rovid lancu szénhidrat
osszetételére iranyulé kutatasok

A gabonak szemtermései kis mennyiségben rovid lancu
szénhidratokat tartalmaznak. Ezek egy bizonyos csoportja-
nak fogyasztasa az irritabilis bélszindromaval (IBS) él6knél
kellemetlen tiineteket okoznak. Ez a csoport a fermentabilis
oligo-, di-, monoszacharidok, valamint cukoralkoholok —
réviden FODMAP-6sszetevok. Az IBS fogyasztok szamara
¢lelmiszerbiztonsagi kérdés az élelmiszerek pontos dsszeté-
telének ismerete. A FODMAP-ok meghatarozasa az dsszes
rovid lanct szénhidrattal egyiitt torténik két egymast kiegé-
szitd folyadékkromatografias és egy enzimes moédszerrel.
Az oligoszacharidok elvalasztasa hidrofob koélcsonhatason
alapulé modszerrel, mig a monoszacharidok ligandumcse-
rélé kromatografiaval hatarozhatok meg. Minkét esetben a
szénhidratok detektalasa fényszorodasos detektorral (eva-
porate light scattering detector, ELSD) torténik. A fruktan
tartalom Megazyme Fructan HK enzimes moddszerrel és
UV spektrométerrel allapithatdé meg [8].

Az irodalomban a buaza, rozs és zab FODMAP-
Osszetételének fajtak kozotti valtozékonysagardl kevés in-
formacio talalhato. A buza és a rozs a magas FODMAP-
tartalma, IBS fogyasztoknak nem ajanlott alapanyagok
kozé sorolandok, még a zab alapvetéen alacsony FODMAP-
tartalommal rendelkezik és beépitheté6 a FODMAP-diétaba.
Sajat mérési eredményeink azt mutattak, hogy a fajok ¢és
a fajtak kozotti valtozékonysag jelentds és alacsonyabb
FODMAP-tartalommal rendelkez6 fajtak is azonosithatok,
melyek felhasznalatok lehetnek célzott nemesités soran.

Faita"Feldolgozotisag; LS Means

A fajtaazonos rozsok kiilonleges malmi frakcioi kozott is
sikeriilt azonositani magas rosttartalom mellett is alacso-
nyabb FODM AP-tartalommal rendelkez6 tételeket. A vizs-
galt zabfajtaink mindegyikére jellemz6 volt az alacsony
FODMAP-tartalom [9]. A termékkészités soran bekovetke-
z0 valtozasokat is tanulmanyoztuk (5. abra). A feldolgozas
hatasara értelemszertien a fruktantartalom csokkent, fruk-
téztartalom nétt, de jelentdsen az ajanlott érték alatt ma-
radt. Ezek ismeretében 0sszegezhetd, hogy ezek a zabfajtak
stabilan megfelelnek a specialis diéta kritériumainak.

Kisérleteket végeztiink a FODMAP-6sszetétel fermentacio
(kovaszos erjesztés) hatasara bekovetkezo valtozasok ta-
nulményozasara is. Kiillonboz0 starter kultardk alkalmaza-
sa soran megallapitottuk, hogy az eltéré enzimaktivitasok
kovetkeztében jelentds kiilonbségek irhatok le az Ossze-
tételben, mint példaul a fruktan bontas hatékonysaga és a
mannitol akkumulacié jelensége [10]. Jelenleg a FODMAP
szempontjabol kritikus hiivelyes szemtermések és bel6liik
késziilt termékek vizsgalata folyik.

4. Elelmiszerallergén Laboratérium

A kutatocsoportunk legfiatalabb egysége az élelmiszer al-
lergének és érzékenységet kivaltdé dsszetevok meghataro-
zasara specializalodott laboratorium, amelyben elsésorban
immunanalitikai modszerekkel dolgozunk. Az allergén
laborban a tobbi egységtdl elkiilonitve, a keresztszeny-
nyezddések kockazatat csokkentve végziink rutin ELISA
vizsgalatokat, és a kutatasi tevékenységiinkhoz kapcsolodo
mintakezelési miiveleteket.

Faita"Feldolqozottsag; LS Means

efood Dankowszki Diament Wibro _—
o 025
e - - : - : o
- il 5
y £ 015
Kivonat 2 o
Goromba .

Kivonat 3 ¢
Kozép 3 y 005
’ A ; o

A) 0 B)

4 derce

00
MyHopehely  Mvistrang  GKPilangd  GKArany
My Imperial My Pehely  GKKe a

ey : 00 :
Foldoljeoothiag MvHopehely  Mvlstring  GKPilangs  GKArany -0 Feldolgozottsag
oooooo GK Impala apanyeg Mvimperidl  MvPehely ~ GKKormoran  GKImpala lapanyag
& Feldolgozotisig ©- Feldolgozottsag
Fajta Kenyér Fajta Kenyér

5. abra. Nyolc magyar zabfajta A) fruktan és B) frukt6z eredményei az alapanyagban és abbol késziilt termékekben
(A pontok 6nallo értekek, a koztiik 1évo szaggatott vonal csak a valtozasok mértékének kovethetdségét szolgaljak) [7].

4.1. Gluténanalitika, referenciaanyag fejlesztés

A kutatasi projektekben — csoportunk profiljanak megfe-
leléen — elsddlegesen gluténanalitikaval, a gluténanalitika
feltételrendszerének tovabbfejlesztésével foglalkozunk.
Ezen beliil is 6 kutatasi iranyunk a gluténtartalom megha-
tarozasanak megbizhatosaga szempontjabol kulcsfontossa-
gu referenciaanyag jelolt matrixok fejlesztése.

Ebbe a munkaba kutatécsoportunk 2008-ban, a MoniQA
Kivalésaghalozat Allergén Munkacsoportjanak tagjaként
kapcsolodott be glutént tartalmazo, feldolgozott matrix ala-
pu referencia anyag jelolt modelltermékek kidolgozasaval.

A nemzetkozi kutatas keretei kozott munkatarsainkkal el6-
szOr buza alapu referenciaanyag fejlesztéssel kezdtiink el
foglalkozni, melynek sordn a vildg meghatarozé buizatermd
teriileteir6l begyjtdtt 23 buzafajta fehérje Osszetételét és
gluténtartalmat jellemeztiik és hasonlitottuk &ssze immu-
nanalitikai és elvalasztastechnikai modszerekkel A mintak
koziil 5 fajta kivalasztasaval sikeriilt egy olyan reprezenta-
tiv lisztkeveréket eldallitani, amely megfeleléen modellezte
a buizafajtak sokasaganak fehérjeprofil valtozékonysagat. A
fajtak mellett kiilonboz6 évjaratok vizsgalatara is sor kertilt
a kornyezeti valtozékonysag feltérképezésére. Az eredmé-
nyek alapjan a reprezentativ lisztkeverék alkalmazasaval a
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genetikai és kornyezeti valtozékonysag altal okozott mérési
hiba jelent6sen csokkenthet6 [11], [12], [13], [14], [15], [16].

Jol ismert azonban, hogy a bliza mellett a rozs ¢és az arpa
fehérjéi is felelések a colidkia kialakulasaért. gy a jelenleg
folyamatban 1évé kutatomunkank célja rozs és arpa alapu
referenciaanyag céli mintamatrix fejlesztése. Ehhez a ko-
rébban a buzanal alkalmazotthoz hasonld kisérlettervet al-
litottunk 6ssze. A vilag jellegzetes termbhelyeirdl jellemzo
rozs és arpa fajtakat gyijtottiink dssze és elvégeztiik ezek
fehérjeprofil jellemzését RP-HPLC, SE-HPLC és SDS-

PAGE modszerekkel, valamint a gluténtartalom immuna-
nalitikai meghatarozasat R5 és G12 ELISA modszerekkel.
A kisérletek soran 57 rozs- €s 123 arpafajtat vizsgaltunk. A
reprezentativ fajtak kivalasztasanak a szempontjai a fehér-
jedsszetétel, a szarmazasi hely és a fehérjék méret szerinti
eloszlasaban megfigyelt kiilonbségek voltak. A mért ered-
mények alapjan klaszteranalizis segitségével 7 rozs és 8 ar-
pafajtat valasztottunk ki a referenciaanyag jelolt keverékek
eléallitasahoz, amelyek fehérjeprofilja jol reprezentalja a
sokasagban mérhet6 valtozékonysagot €s ezt vizsgalataink
is igazoljak (6. abra) [17], [18].
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6. abra. Rozs fajtak kivalasztasa reprezentativ lisztkeverék eloallitasahoz,
reprezentativ lisztkeverék

Tovabbi nagy kérdés, hogy a referenciaanyag jelolt milyen
formaban (matrixban) szolgaltat megbizhatobb analitikai
eredményeket. Ennek megvalaszoldsa érdekében jelenleg
az eloallitott lisztkeverékeket kozvetleniil, illetve beldliik
készitett fehérje izolatumok formajaban is teszteljiik tobb-
féle ELISA mddszer kalibraléanyagaként [19], [20].

4.2. A feldolgozas hatasanak vizsgalata a glutén
mennyiségi meghatarozasanak megbizhatésagara

A referenciaanyag fejlesztés kiegészitéseként a glutén anali-
tika megbizhatdsaganak egy masik problémakdorével is fog-
lalkozunk. Nevezetesen azzal, hogy az élelmiszereldallitas
soran alkalmazott miiveletek, biologiai (pl. kelesztés, fer-
mentacio), fizikai (pl. hokezelés, siités) €s kémiai (pl. hidra-
talas, mas élelmiszeralkotok jelenléte stb.) hogyan befolya-
solja a gluténanalizis megbizhatosagat. Jelenleg a siitdipari
termékel6allitas sordn meghatarozo fermentécios folyamat,
a kovaszolas hatasat vizsgaljuk. A kovaszolas soran a mak-
romolekulak, igy a fehérjék is részlegesen bomlanak, ami
egyrészt a gluténfehérjék tulérzékenységi reakciokat kival-
t6 toxikus epitdpjai szempontjabol, masrészt a gluténtarta-
lom meghatarozas szempontjabdl is érdekes kérdés.

a kivalasztott fajtak gluténfehérje dsszetételének 6sszehasonlitasa a
eredményeivel [19]

A kisérleteinkben kiilonb6z6, kereskedelmi forgalomban
elérhetd kovasz starter kultirak hatasait hasonlitottuk 6sz-
sze starter nélkiili kontroll, pékélesztdvel kezelt kontroll és
egy tejsavbaktérium kultaraval kezelt minta eredményeivel
kontrollalt fermentacios modellben. A fehérjebomlas fo-
lyamatat kromatografidas modszerekkel (SE-HPLC ¢és RP-
HPLC), a gluténtartalom valtozasat RS és G12 antitesteket
alkalmazo ELISA mérésekkel kovettiik nyomon. A modell-
rendszeriinkben a referenciaanyag fejlesztés soran eldalli-
tott reprezentativ rozsliszt keveréket alkalmaztuk, hogy az
eredményeink a lehetd legjobban reprezentaljak a rozsliszt-
re altalanosan jellemzo valtozasokat.

A két eltérd célepitopot (meghatarozott aminosav sorren-
du fehérjeszakaszt) alkalmazoé ELISA vizsgélataink sordn
arra kerestiik a valaszt, hogy az eltér6 fermentacios ko-
zegekben lejatszodo részleges fehérjebomlas egyiitt jar-e
a tulérzékenységi reakciokat kivaltd epitopok mennyisé-
gének érdemi csokkenésével. A kidolgozott egységes mo-
dellrendszerben végzett kisérleteink soran az alkalmazott
kromatografias €s immunanalitikai modszerekkel azt bi-
zonyitottuk, hogy bar a részleges fehérjebomlas a vartnak
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megfeleléen lejatszodik, az ELISA modszerekkel megha-
tarozhato gluténtartalom, tehat a vizsgalt toxikus epitopok
mennyisége nem csdkkent az altalunk alkalmazott fermen-
tacios eljaras soran (7. abra). Az eredményeink azt bizonyi-
tottak, hogy bar a fehérjebomlas jelentds, annak mértéke

nem elegendd a toxikus hatarértékek kozelitéséhez. A ka-
pott adatok arra is felhivjak a figyelmet, hogy a valtozasok
mértéke jelentdsen fligg a fermentacié kortilményeitdl és az
alkalmazott startertdl, vagyis az adott kovaszban talalhato
mikroba kultara dsszetételétol.

()sszes glutén tartalom RP-HPLC
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7. abra. Kontrollalt fermentaci6 hatasa rozsliszt gluténfehérjéire. A kromatografidas modszerrel meghatarozott 6sszes gluténtartalom szignifikans
csokkenése az eredmények alapjan nem jelenti automatikusan az RS ELISA modszerrel detektalhato toxikus epitopok szamanak csokkenését

A kilonbozo kovasz starterek Osszehasonlitasa soran az
eredmények azt mutattak tovabba, hogy nem lehet ugy al-
taldban kovaszolasrol és annak hatasairdl beszélni, hiszen
ezek a hatasok jelentds mértékben fiiggenek a starterkultu-
rak mikrobialis 0sszetételétdl. Kiilonbséget tudtunk kimu-
tatni az €lesztds, illetve a tejsavbaktérium kulturaval kezelt
mintak fehérjebomlési folyamatai kozott, melyet a kés6b-
biekben részletes mikrobiologiai vizsgalatokkal szeretnénk
megerdsiteni [21].

5. Reolégia és Technolégia Laborat6érium

A gabonamindség fogalma ¢és tartalma gyakorlatilag a 20.
szazad elejéig elsGsorban a termesztési mutatok alakulasa-
ra, a tisztasagra és a termésbol késziilt élelmiszerek mindsé-

gének érzékszervi megitélésre korldtozodott. A malomipar,
majd késébb a siitdipar kozép-, majd nagylizemi méretiivé
valasaval a mindség, ezen beliil is elsésorban a buzaming-
ség fontos kérdéssé valt [22]. Igy megindultak a taplalkozasi
érték javitasat, majd a technologiai fejlesztéseket elésegi-
té és a technologiai mindség befolyasolasat célzo, illetve
az Osszetétel és mindség kozotti dsszefiiggéseket vizsga-
16 kutatasok. A teriilet fejlédésében kulcskérdéssé valt a
technologiai mindség (malmi viselkedés, Orleményekbdl
késziilt tésztak reologiai tulajdonsagai stb.) meghataroza-
sara alkalmas, objektiv eredményt szolgaltatd modszerek
és miiszerek (pl. sikértartalom, sikérerésség, dagasztasi tu-
lajdonsagok meghatarozasa) kialakitasa, melyben a magyar
kutatok a kezdetektdl vilagviszonylatban is ttdrd szerepet
jatszottak [23].
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Jelenleg a kutatocsoport korabbi tevekénységének is ko-
szonhetden a megépitett sajat miiszereket mas gyartok be-
rendezéseivel kiegészitve, nemzetkdzi 1éptékben is jelen-
tésnek mondhat6 olyan buza-, gabona- és termékmindsitd
kapacitast sikeriilt kialakitanunk, melynek kiilonlegessége,
hogy a nagyobb mintamennyiséget igényld, tobbségében
szabvanyos vizsgalati modszerek alkalmazasa mellett le-
hetséges a kis mennyiségii mintak reologiai és végtermék-
tulajdonsagainak jellemzése is (8. abra).

8. abra. A jelenleg leggyakrabban alkalmazott kis mennyiségii
gabonamintak vizsgalatara alkalmas miiszerek, ezen beliil a bal oldalon
a BME ABET kozremiikodésével fejlesztett berendezések attekintése

A buza és mas gabonak taplalkozasi szerepének megitélé-
se az utobbi évtizedekben jelentdsen valtozott. Korabban
a jorészt magbels6t tartalmazo fehérlisztek eldallitasa és a
beldliik késziilo siité-, édes-, tésztaipari termékek és egyéb
¢lelmiszerek eldallitasa meghatarozo volt. Ezért az dsszeté-
teli és technologiai mindség jellemzésére alkalmas modsze-
rek tobbsége is ezt a (sikér)fehérje és keményitd ,,kézpontu
szemléletet” szolgalta ki. Az élelmi rostok és bioaktiv 6sz-
szetevok szerepének mind teljesebb megismerése, a tuda-
tos taplalkozas terjedése a teljes kidrlési, illetve rostokban,
nem keményité szénhidratokban gazdagabb &rlemények,
illetve gabonaalapu €élelmiszerek térnyerését eredményezte.
A rostosszetevok szerkezetalakito tulajdonsagairdl azonban
viszonylag keveset tudunk. A kozelmult €s a jelen kutata-
si témainak egy része a buzalisztek meghatarozo rostdsz-
szetevOi, az arabinoxilanok, buzalisztekben és sikérmentes
matrixokban bet6ltott szerepének vizsgalatara iranyultak.
Nemrégiben olyan alapkutatasi iranyt is inditottunk, amely
egy kordbban fehérjékre kidolgozott redukcios és reoxida-
ciés beépitési (inkorporacios) technika rostdsszetevokre
torténd kiterjesztését célozza (9. abra) [24]. Szintén érdekes
lehet a rostdis 6rlemények tésztaképzd tulajdonsagainak
hé hatasara bekovetkezo valtozasait vizsgalni. A hékezelés
jol ismert eljaras buzalisztek technologiai tulajdonsagainak
valtoztatasa, vagy pl. zabdrlemények eltarthatosaganak no-
velése céljabdl, azonban rostban gazdag mintak esetében
a lejatszodd molekularis folyamatokrol, illetve ezek tech-
nologiai viselkedést befolyasolo hatasairol keveset tudunk
[25], [26], [27].

Konzisztencia (FU)

Nativ tészta — —prp ®@N DTT +KIO3
— 1% AX - = 1%AX+DTT e 1% AX + DTT + KIO3
3% AX — = 3%AX+DTT e 3% AX + DTT + KIO3

9. abra. Példa a micro-doughLAB (Perten Instruments) alkalmazasara:
Arabinoxilan izolatum adagolasanak és beépitésének (inkorporacio)
hatdsa a buzatészta dagasztasi tulajdonsagainak alakulasara [26] (DTT:
redukalt bazatészta; DTT+KIO3: redukalt és visszaoxidalt buzatészta)

A jelenleg lényegesen kisebb mennyiségben termelt, de
specialis taplalkozasi sziikségletek, valasztékbdvités vagy
éppen divat miatt névekvo jelentdségli gabonak (mint pél-
daul a rozs, zab, arpa, cirok, koles, tritikdlé) vagy algabo-
nak (amarant, quinoa, hajdina) népszertisége folyamatosan
novekszik, viszont problémat jelent, hogy nem rendel-
keznek részletes mindsit eljarassal, modszertannal. Sok
esetben az adott felhasznalasi célnak megfeleld mindségi
kovetelmények meghatarozasa is hianyos. Ezért hazai és
kulfoldi kutatohelyekkel, munkatarsakkal kozdsen tobb
alap ¢és alkalmazott kutatas-fejlesztési programot inditot-
tunk egyrészt a kisgabonak mindsitési mdodszereinek fej-
lesztésére, masrészt a hasznositasuk szélesitését elésegitd
termékfejlesztések iranyaban, valamint a technologiai vi-
selkedésiik javitasat célzo molekularis hattér megismerésé-
re. Terjedelmi korlatok miatt itt csak két példa segitségével
mutatjuk be ezen teriiletek kutatas-fejlesztési potencialjat,
lehetoségeit. A kozelmultban zarodott projektiink kere-
tében hazai termesztésii és részben hazai nemesitési zab
¢és rozsfajtak mindsitési modszereit fejlesztettiik tovabb és
ezek alkalmazasaval vizsgaltuk a fajtak dsszetételi és tech-
nolégiai tulajdonsagbeli valtozékonysagat. Nagyiizemi ma-
lomipari kisérletekben, 54 frakcio legytijtésével és elemzé-
sével ,,megrajzoltuk™ az ipari Orlési eljaras frakciotérképét
és azonositottunk néhany olyan 0j rozsérleményt, melyek
tapérték, egészségtamogatd dsszetevok jelenléte szempont-
jabdl a hagyomanyos, jelenleg hasznalatos érleményeknél
kedvez6bb tulajdonsagokkal rendelkeztek. Részletesen
jellemeztiik az 01j drleményekbdl késziilt tésztak reoldgiai
¢s siitdipari végtermék mindségét, mely eredmények segit-
ségével lehetévé valt uj tipusu, osszetételi és érzékszervi
szempontbol egyarant kedvezd termékek eldallitasa (10.
abra) [28], [29].
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D. Diament és Wibro rozsfajtak Mixolab grbéje

—D. DiamentﬂﬁL'lllailJ
—D. Diament Kiv. Kéz. a. |.
—D. Diament 4 de. a. |.
== =Wibro RL190

—D. Diament RL90

—D. Diament Kiv. GorBa.l.2
D. Diament P5 darag.

- - - Wibro RL90

——D. Diament korpa

—D. Diament P darag.

——D. Diament 5 de. f. |.
Wibro Finom korpa

Kivonat kozép rozsfrakcio

4 derce rozsfrakcio

10. abra. Rozsfajtak és specialis 6rleményeik reoldgiai jellemzése Mixolabbal (a)
¢és a Wibro rozsfajta specialis frakcioival végzett mikro siitési tesztek eredményei (b)

Masik példank a gluténmentes tésztamatrixok taplalkozasi
¢s technologiai tulajdonsagainak javitasi lehetdségét mutat-
jabe. A gluténmentes alapanyagok (pl. kdles vagy hajdina)
tésztaképz6 tulajdonsaga viszonylag gyenge, a szerkezet-
¢épitd makromolekulak (sikérfehérjék) hianyaban a tészta-
matrixok termékeldallitashoz sziikséges viszkozus szerke-
zetét a szénhidratok és sok esetben adalékolt hidrokolloidok
biztositjak. Tobbek kozott ez az oka annak, hogy a glutén-
mentes siitd és tésztaipari termékek tapértéke is szamos
esetben kedvezdtlenebb a sikértartalmu valtozathoz képest.
Ugyanakkor ismert példaul, hogy a rostalkoto arabinoxila-
nok oxidativ kdzegben oldallancaik dsszekapcsolodasaval
képesek a sikérszerkezethez részben hasonldo makromole-
kularis halézat kialakitasara. Kisérleteinkben sikertilt bizo-
nyitani, hogy enzimreakciokban keletkez6 hidrogénperoxid
megfelel6 koncentracidban képes a sikérmentes tésztamat-
rixokhoz adagolt arabinoxilanok polimerizaciojat indukal-
ni és ezzel a tészta dagasztasi tulajdonsagait és a siitéipari
végtermékek komplex minéségét javitani, mikozben a rost-
adagoléssal a taplalkozasi érték is novekszik (11. abra) [30],
[31], [32].
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11. abra. Fehér hajdinalisztbdl késziilt tészta micro-doughLab

miiszerrel mért dagasztasi tulajdonsagainak valtozasa arabinoxilan
adagolas és oxidacio hatasara [27]

Sok tekintetben (pl. biodiverzitas, tapérték novelés, ter-
mékkindlat bovités, élelmiszerbiztonsagi problémak keze-
1ése stb.) fontos és izgalmas kutatasi iranynak tartjuk a régi
fajtak, vonalak, illetve az 6si buzafajtak (pl. tonkoly, tonke,
alakor) Osszetételi és technologiai potenciadljanak feltarasat
modern szemlélet és vizsgalati modszerek alkalmazasaval.
Ilyen megfontolasok alapjan inditottuk el nemesitéhazakkal
kozosen a régi buza genotipusok 4j szemléletti jellemzésére
¢és felhasznalasanak javitasara iranyuld K+F programunkat,
illetve ezt kiegészitd alapkutatasainkat is. Ezekben is fel-
hasznaltuk és tovabbfejlesztettiik az 0j reologiai és szén-
hidrat (rost) dsszetétel meghatarozasara alkalmas modsze-
reinket. Megallapitottuk példaul, hogy mig a kiilonboz6
tonkolybuza fajtak és vonalak dagasztasi jellemz6i néhany
kivételtdl eltekintve hasonldak, addig a viszkozus viselke-
désben jelentds eltérések mutatkoznak [33], [34], [35].

6. Zaro gondolatok

Bizunk abban, hogy irasunkban sikeriilt attekintést adni
kutatocsoportunk jelenlegi tevékenységérol. Itt tartunk ma,
ezt a szakmai profilt sikeriilt a korabban és jelenleg itt dol-
gozd munkatarsak és hallgatok odaadoé €és hozzaérté mun-
kajaval létrehozni és miikddtetni. Feltételeink és témaink
alakitasaban, megvalositasaban, a folyamatos fejlesztés és
fejlodés képességének fenntartasaban dontd szerep jut az
egyetemen beliili és kiviili egyiittmiikodéseknek oktatasi,
kutatasi és gazdasagi partnereinkkel egyarant. Ezt tudjuk
ajanlani a szakmai kozdsségnek és természetesen nyitottak
vagyunk képzési, K+F+I, gazdasagi és tarsadalmi célokat
szolgalo, az egészséges ¢letmod és taplalkozas fejlesztését
segité kozos tevékenységek formalasara, a meglévok to-
vabbfejlesztésére és 1j kapcsolatok alakitasara.
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Introducing the Research Group of Cereal Science and Food Quality at BME

The research group was founded in the mid-1990s, at the pre-
decessor of our current organizational unit, the Department of
Applied Biotechnology and Food Science, Faculty of Chemical
Technology and Biotechnology, BME. Our goal is to ensure con-
tinuity on the areas of cereal chemistry and food quality and to
continue the professional tradition created by our predecessors.
The aim of this paper is a brief presentation of the current struc-
ture and activities of the Research Group. As an university pro-

fessional community, the members of the group participate in the
elaboration, development, and coordination of training, educa-
tional, and research programs at various levels, primarily in the
fields of food analysis, food safety, food technology and labora-
tory quality management. This summary provides an overview
of the group’s research profile and some of its previous and recent
scientific results.
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1. Bevezetés

Az elmult években tapasztalt elérelépések a nanotechnold-
gia teriiletén Uj perspektivakat nyitottak a nanométeres tar-
tomanyba es6 anyagok eléallitasaban és alkalmazasaban.
Ezen fejlesztések egyik kulcstechnologidja az elektrosztati-
kus szalképzés (electrospinning), amely gyors és hatékony
megoldast kinal kiilonféle, jellemzden linearis polimerekbdl
allo nanoszalas rendszerek eléallitasara. Kutatocsoportunk
tevékenysége fokuszaban az elektrosztatikus szalképzés
paramétereinek optimalizalasa és az igy létrehozott nano-
szalas strukturak fizikai, kémiai és funkcionalis jellemzése
all. Emellett kutatomunkank kiterjed ezen nanoszalas rend-
szerek alkalmazasi lehetdségeinek vizsgalatara, elsdsorban
az immobilizalt enzimekkel végzett szintetikus biokatali-
zisre, valamint a nanoformulalt terapias enzimeken alapulo
gyogyszerészeti alkalmazasokra fokuszalva.

2. Nanoszalak: mint innovativ szerkezeti elemek

A nanotechnologia dinamikus fejlédése uj tavlatokat nyi-
tott a nanoanyagok szamtalan formajanak eléallitasaban és
alkalmazéasaban. Ezek sokféle morfologiat vehetnek fel, le-
gyen sz6 egyszerli gdmbdokrol, szalakrol, szalagokrdl vagy
rudakrol. A nanoszalak olyan egyediilallo szerkezetli anya-
gok, amelyek keresztmetszeti atméréje nanométer-skalan
(altalaban 1-1000 nm) helyezkedik el — hozzavetdleg az em-
beri hajszal atmérdjének szazadrésze (1. abra) —, mikozben
hosszuk tobb nagysagrenddel meghaladja szélességiiket**.
Ezen ultravékony szalak eléallitasanak egyik legelterjedtebb
modszere az elektrosztatikus szalképzés (electrospinning),
amely soran a folyadék fazist polimer prekurzor elegy csepp-
je elektromos tér hatasara finom folyadék sugarra formalo-
dik, majd a szilard halmazallapott szalak képzddése kdzben
a szolvens pillanatszertien elparolog®. E strukturak kiemel-
kedd fizikai-kémiai tulajdonsagokkal rendelkeznek, mint
példaul az extrém nagy fajlagos feliiletiik (akar 100 m? g™"),
magas porozitasuk és mechanikai rugalmassaguk, amik le-
het6vé teszik alkalmazasukat szamos teriileten®.

1. Abra. Elektronmikroszképos felvétel egy emberi hajszalrol
(@ =70 um), amely keresztben fekszik egy elektrosztatikus
szalképzéssel elballitott nanoszalas (@ = 200 nm szévedéken)'.

3. Nanoszalak alkalmazasi teriiletei

A polimer alapi nanoszalak alkalmazéasa rendkiviil szél-
eskori a modern tudomanyos és ipari gyakorlatban. Az
elektrosztatikus szalképzéssel eldallitott polimer nano-
szalak kiemelkedd szerepet jatszanak az orvosbiologiai
alkalmazasokban, kdszonhetéen annak, hogy szerkeze-
tilkben hasonlitanak a természetes szovetek extracellularis
matrixahoz®’. E tulajdonsdguknak koszonhetéen kivaloan
alkalmazhatok sebkezelésben’, szovetmérnokségben®, va-
lamint gyogyszerhatéanyag-hordozd rendszerekként®. Az
intelligens, kiillonb6z6 stimulusokra (pl.: fény, hdmérséklet,
pH, magneses tér) reagald nanoszalak célzott és szabalyo-
zott hatoanyag-leadast tesznek lehetévé®. A biomedicinalis
alkalmazasokon tul a polimer nanoszalak szamos mas te-
riileten is jelent6s potenciallal birnak. Az ¢élelmiszeripari
csomagolastechnikdban hasznalva javithatjak a termékek
eltarthatésagat, valamint hosszutavon megorizhetik azok
mindségét'’.

* Balogh-Weiser Diana. Tel.: +36 1 463 2229; e-mail: balogh.weiser.diana@vbk.bme.hu
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A nanoszalas hordozokra rogzitett katalizatorok kiemelke-
dden hatékonyak az ipari katalizisben teriiletén is, ugyanis
nagy specifikus feliiletiik, kival6 mechanikai stabilitasuk
¢és az egyszerl ujra felhasznalhatdsaguk lehetdvé teszik a
folyamatok koltséghatékony optimalizalasat. Ezek a rend-
szerek felhasznalhatok tobbek kozt savkatalizishez!! vagy
hidrogénezési reakciokban'?.

Kivalo sziirési tulajdonsagaik révén aeroszol sziirésre',
vizkezelésre és fémion adszorpcioral*® is alkalmasak, to-
vabba pordézus membran formajaban kiilonb6zd szepara-
ciés folyamatokban hasznosithatok. Az elektromagneses
interferencia arnyékolasban is elénydsen alkalmazhatok a
fémrészecskékkel modositott nanoszalak'®, mig specialis
Osszetételli nanoszalas rendszerek érzékel6kben!” és ener-
giatarolo eszkozokben, példaul szuperkondenzatorokban'
is megtalalhatok.

4. Elektrosztatikus szalképzés

Az elektrosztatikus szalképzés napjainkban az egyik legdi-
namikusabban fejlédo eljarasként tartando szamon, amely
alkalmas nagy fajlagos feliileti, szubmikronos, illetve
nanoskalajo polimer szalak elballitasara'®. A technolégia
jelentdsége abban rejlik, hogy alkalmazasa lehetévé teszi
kiilonféle bioaktiv anyagok (példaul gyogyszerhatéanya-
gok, fehérjék vagy mas biomolekuldk) immobilizalasat és
stabilizalasat'®, mindezt kiilon segéd- vagy hordozdanya-
gok hasznalata nélkiil. Az eljaras soran magas fesziiltségii
elektromos tér hatdsara oldott vagy olvadt halmazallapot
polimerekbdl nanoszalak képzédnek, amelyek a folyamat
végén szilard halmazallapotban, strukturalt, random ren-
dezédve vagy orientalt modon gytilnek Ossze egy foldelt
gytjtofeliileten (kollektor)®.
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2. Abra. Laboratoriumi elektrosztatikus szalképz6 berendezés
sematikus abraja.

A 2. abran lathat6 az elektrosztatikus szalképzés folyama-
tanak sematikus abraja. A folyamat jellemzden zart térben
torténik, ahol a polimer oldatot egy pozitiv elektromos
potencialra kapcsolt Gn. emitter-ti végére juttatjak szaba-
lyozott adagolési sebességgel. Az emitter hegyén kialakulo

folyadékcsepp az elektromos tér hatasara toltést vesz fel,
¢és alakja a feliileti fesziiltség és az elektrosztatikus taszi-
té erék kolcsonhatasa révén kupszeri format olt, amelyet
Taylor-kupnak neveziink?'. Amennyiben az elektromos tér
altal kifejtett elektrosztatikus huzoeré meghaladja a csep-
pet egyben tarto feliileti fesziiltséget, a Taylor-kup csticsa-
bol egy folyadéksugar (polymer-jet) indul ki, amely a tér
nulla potencidlti végpontja, azaz a kollektor irdnydba ha-
lad. A jet kialakulasanak és stabilitasanak egyik alapvetd
feltétele a polimerlancok kozotti megfeleld kohézids erd
fennallasa. Alacsony kohézids erd esetén az anyagaram-
las instabilla valik, és a folyamat soran diszkrét polimer-
cseppek Iépnek ki az emitterbdl, mig talzott kohézid esetén
az elektromos tér nem képes legydzni a belsé kotderdket,
aminek kovetkeztében a csepp megndvekszik, majd hirte-
len, nagyobb tomegben valik le.” A jet mozgasa a kilépési
ponttol tavolodva fokozatosan gyorsul. A kezdeti szakasz-
ban a rendszer viselkedése ohmikus aramlasként irhaté le,
ahol a stabil folyadékszal jellemzdit a feliileti fesziiltség és a
polimerlancok kozotti elektrosztatikus taszitd kolcsonhata-
sok egyenstulya hatarozza meg. A folyadékszalban talalhatd
toltéssel rendelkezd polimer molekulak idovel a szal feliile-
tére migralnak, ahol a hasonlé toltések kozotti taszito erd
hatéasara a jet ,,ostorszerli” mozgast végez?. Ennek kovet-
keztében az aramlas dinamikaja megvaltozik, és konvektiv
aramlasi szakaszba 1ép at, amelyet tovabb novekvd sebes-
ség és komplex palyavaltozasok jellemeznek. Az ostorszerii
mozgas ¢és a megndvekedett aramlasi sebesség hatdsara a
szal jelentésen megnyulik, fajlagos feliilete nagymérték-
ben megnd, ami elsegiti az olddszer gyors elparolgasat.
A folyadékszal szilard nanoszalla valo atalakulasa tehat az
anyag gyors nedvesség- vagy oldoszervesztésének eredmé-
nyeként megy végbe, amelynek végallapotaként a nanosza-
lak szilard halmazallapotban, véletlenszerii vagy rendezett
strukturaban csapodnak ki a kollektor feliiletén®*2*,

Az elektrosztatikus szalképzési technoldgia tobbféle el-
rendezésben valosithatd meg, amelyek alapvetden ttialapu
és tlimentes rendszerekre oszthatok?. A tiialapu konfigu-
raciokban az emitter rendszerint sziik atmérdjii ti vagy
kapillaris, mig a timentes eljarasok a szalképzést szabad
folyadékfelszinrdl valositjak meg?. A tiialapu rendszerek
tovabba orientaciojuk szerint vertikalis vagy horizontalis
elrendezéstiek lehetnek. A vertikalis elrendezés lehetdséget
kinal fentrél-lefelé iranyuld (tengelyes) vagy lentrél-felfelé
miitkodo (forditott) szalképzésre?®.

4.1. A szalképzés fébb paraméterei

Az elektrosztatikus szalképzés soran szamos paraméter be-
allitasa sziikséges annak érdekében, hogy a kapott szalas
termék morfologiaja és mennyisége megfeleljen a kivant
jellemzoéknek, melyek koziil a legfontosabbakat a 3. abra
foglalja 0ssze. Ezen paraméterek hatdsa komplex és egy-
massal szorosan 0sszefiiggd rendszert alkot, amely harom
6 kategoriaba sorolhato: oldatparaméterek, miiveleti para-
méterek és kornyezeti paraméterek?.
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Az oldatparaméterek kozé tartozik a polimer elegy kon-
centracioja, molekulatdmege, viszkozitasa, vezetdképes-
sége, valamint a feliileti fesziiltség, amely az emitter-he-
gyen kialakulé folyadékcsepp felszinén érvényesiil. Ezek
koziil kiemelked$ szerepet jatszik a molekulatomeg?®, a
koncentracio® és a viszkozitas®¥, melyek egymassal szo-
ros koélesonhatasban allnak, igy hatasukat kizarolag egyfitt
vizsgalva értelmezhetjik. A polimer molekulatomege a
lanchossziisaggal aranyosan novekszik, ami fokozza a po-
limerlancok kozotti kdlesonhatasokat és eldsegiti a stabil,
folytonos polimersugar kialakulasat. A nagyobb molekula-
tomegli polimer oldatokban megndvekszik a makromoleku-
lak térkitoltése, ezaltal né a kohézid, ami elengedhetetlen
a stabil szalképzddéshez. A magasabb molekulatomeg és
koncentracié fokozott viszkozitassal jar, amely alapvetd fel-
tétele a szalképzddésnek. Ugyanakkor, ha ezen paraméte-
rek értéke tal alacsony, a keletkezé kohézids erdk nem ele-
genddek a folytonos anyagatadashoz, és az oldat nem képez
szalat, hanem cseppes termékként (electrospraying) jelenik
meg. Tul magas értékek esetén viszont a folyadék nem képes
Taylor-kupot alkotni, és a szalképzés meghiusul®-333, A ve-
zetoképesség a szalképzés egyik meghatarozo paramétere,
amely novelhetd ionizalo adalékok, példaul sok hozzaada-
saval. A magasabb vezetéképesség nagyobb toltéshordozd
kapacitast eredményez, ezaltal stabilabb és megnyultabb
folyadéksugarat biztosit, amely vékonyabb, egyenletesebb
szalakat eredményez. Ezzel szemben az alacsony vezeto-
képesség instabil jer-et, szabalytalan morfologiat és gyon-
gyképzOodést eredményezhet.>3¢ A feliileti fesziiltség az
oldatbdl kilépd polimersugar stabilitasara van jelentos ha-
tassal. A magas feliileti fesziiltség megneheziti a Taylor-ktip
kialakulasat, és eldsegiti a cseppképzddést, amely szintén
gyongyos szerkezet kialakulasahoz vezet. Ennek megel6zé-
sére a feliileti fesziiltség csokkentése sziikséges, kiillondsen
a gyongymentes szalak el6allitasa érdekében®”.

Az alkalmazott elektromos fesziiltség alapvetd feltétele az
elektrosztatikus szalképzésnek, mivel ez biztositja a poli-
mersugar elinditdsdhoz sziikséges elektrosztatikus erdket.
A fesziiltség novelése eldsegiti a stabil Taylor-kup és po-
limersugar kialakulasat, azonban tal magas érték insta-
bilitast, szabalytalan morfologiat vagy gyongyképzddést
okozhat*. Az adagolasi sebesség a szal vastagsagara és
morfolégiajara gyakorol hatdst. A til magas dramlasi se-
besség csokkenti az oldészer elparolgasdhoz sziikséges
1d6t, igy vastagabb és hibas szalak képzddhetnek. A Taylor-
kup csak bizonyos aramlasi sebesség-intervallumon beliil
képes stabilan kialakulni*®. Az emitter-hegy és a kollektor
kozotti tavolsag (Emitter-kollektor tavolsag, EKT) megha-
tarozza a polimersugar utvonalat és ezzel egytitt az olddszer
elparolgasahoz rendelkezésre allo idot. A tavolsag novelése
javithatja a szalak morfologiai egyenletességét, azonban tul
nagy érték inhomogén szerkezethez vezethet. A laboratori-
umi koriilmények kozott alkalmazott optimalis tavolsag jel-
lemzden 10-20 cm kozé esik’**. Az emitter-hegy atmérdje
befolyasolja az dramlds sebességét és a nyomasesés mér-
tékét. Kis atmérd esetén vékonyabb szalak képzddnek, és
a nagy viszkozitasu oldatok is konnyebben feldolgozhatok.

A tal nagy atmér6 azonban a prekurzor elegy kiszaradasat
okozhatja az emitter-hegy peremén, amely duguldshoz és a
folyamat megszakadasahoz vezethet**?. A kollektor anyaga
¢s kialakitasa szintén befolyasolja a szalképzés eredményét.
A leggyakrabban hasznalt aluminiumfodlia kivalo vezetoké-
pessége miatt idealis valasztas, de alkalmazhatok egyéb ve-
zet6képes anyagok is, mint példaul textiliak, drothalo vagy
papir’’*#. A forgd dobos kollektor kisebb szalatmérét és ho-
mogénebb szerkezetet eredményezhet, tovabba lehetdséget
tor mérete hatassal van a szalak eloszlasara €s az elektrosz-
tatikus tér alakulasara, azonban jelentésége masodlagos a
tobbi paraméterhez képest, mivel hatasa féként magasabb
rend, komplex tényez6k fiiggvénye**.

A hémérséklet az elektrosztatikus szalképzés szamos fi-
zikai és kémiai folyamatat befolyasolja, tobbek kozott a
viszkoelasztikus tulajdonsagait és az oldoszer parolgasat.
A hémérséklet novekedése jellemzden csokkenti a szalak
atmérdjét, ugyanakkor a tulzott hémérséklet kedvezébtlen
morfologiai valtozasokat is eredményezhet”. A relativ pa-
ratartalom szintén meghatarozo szerepet jatszik a szalas
termék szerkezetében. Magas paratartalom esetén az oldat
nedvességtartalma lassabban csokken, ami gyongyos, 0sz-
szeolvado6 szalrészeket és pordzus, gyapjuszerli szerkeze-
tet eredményez. Alacsony paratartalom esetén finomabb
¢és simabb szalak jonnek létre, bar ezek eldallitasa lassabb
lehet?"46,
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3. Abra. Az elektrosztatikus szalképzést befolyasolo legfontosabb
paraméterek. A folyamat sikeres kivitelezését, valamint a kialakulo
termék jellemzdit az oldat tulajdonsagai, a miiveleti paraméterek,
valamint a kornyezeti tényezok egyiittesen hatarozzak meg. (E-

K: Emitter-Kollektor; Gyf.: Gytjtéfeliilet, Fel. fesziiltség: Feliileti
fesziiltség)

Osszességében elmondhatd, hogy a sikeres elektrosztatikus
szalképzés érdekében minden paraméter optimalis tarto-
manyban torténé beallitdsa sziikséges, figyelembe véve
azok kolcsonhatasait €s hatarértékeit. A paraméterek integ-
ralt, rendszerszintli szemléletl kezelése alapvetd feltétele a
reprodukalhato és megfeleld mindségii nanoszalas anyagok
elallitasanak.
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5. Biokatalizator mint terdpias eszkoz

Az enzimek, mint biokatalizatorok, kulcsszerepet jatszanak
az ¢él6 szervezetek biokémiai folyamataiban®’. Ahogy ezt a
4. abra is mutatja, egyre ndvekvo figyelem dvezi az enzimek
terapids alkalmazasat, mivel kivételes specificitasuk, szelek-
tivitasuk és biologiai aktivitasuk révén lehetéséget kinalnak
célzott, mellékhatasoktol mentes kezelések kifejlesztésére.
Az enzimalapt terapiak kiilondsen fontosak genetikai ere-
detli betegségek, anyagcsere-rendellenességek, daganatos
elvaltozasok és immunoldgiai korképek kezelésében*.
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Kiemelkedo6 példéja a terapias enzimek alkalmazasanak az
enzimhelyettesitd terdpia (ERT), mely soran a szervezetbdl
hianyz6 vagy hibasan miikodoé enzimek potlasaval korrigal-
jak az anyagcsere-folyamatokat®”. Az ERT kiilonosen sike-
resnek bizonyult lizoszomalis tarolasi betegségek — példaul
Gaucher-, Fabry- é¢s Pompe-kor — kezelésében. Az ilyen te-
rapiak hosszabb tavon nemcsak a tiinetek enyhitésére, de
a betegségek progresszidjanak lassitasara is alkalmasak®’.
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4. Abra. Az enzim alapu gyogyszerfejlesztéssel kapcsolatos publikaciok szama, valamint Gjonnan engedélyezett enzimhatoéanyagok éves szdma
1950 és 2025 kozott. A publikaciok szamanak meghatarozasahoz a PubMed adatbazisban a ,,Title/Abstract” mezére sziikitve, az ,,enzyme therapy, drug
and treatment” kulcsszavakra keresve tortént a lekérdezés. Az engedélyezett enzimek szamat a DrugBank Online adatbazisban szerepld, enzimeket
tartalmazé gyogyszerek els6ként jovahagyott valtozatanak engedélyezési datuma alapjan hataroztuk meg®'.

Az enzimterapia alkalmazasa azonban komoly kihivasok-
kal is szembesiil. A f6 nehézségek kozé tartozik az enzi-
mek rovid biologiai felezési ideje, érzékenységiik a hore és
pH-valtozasokra, immunvalaszt kivaltoé potencialjuk, vala-
mint az alacsony célzott hatékonysag*-*. Raadasul a szisz-
témasan (pl. intravénédsan) alkalmazott enzimek gyakori
adagolast és egészségiigyi hattérinfrastrukturat igényelnek,
ami jelentds terhet 16 a betegekre®.

E problémak athidalasara korszeri megoldasi lehetGséget
nyujtanak a nanoformulaciés technologiak. Ezek 1ényege,
hogy az enzimeket kiillonb6zd nanoszerkezetli hordozok-
kal (példaul nanorészecskékkel, nanokapszulakkal, vagy
nanoszalakkal) immobilizaljak. Ezaltal novelhetd az enzi-
mek stabilitasa, meghosszabbithatd a biologiai aktivitasuk
idGtartama, valamint mérsékelheté immunogenitasuk®.
Példaul a-glikozidazt magneses nanorészecskékhez rog-
zitve sikeresen hasznaltak Pompe-kor kezelésére, mig
L-aszparaginazt PEG-ilalt (PEG: polietilénglikol) nanoli-
poszomakba agyazva hatékonyan alkalmaztak leukémia
esetén™>%°,

A nanoformulécié egyik kiilondsen igéretes megkozelité-

se az elektrosztatikus szalképzéssel eldallitott nanoszalas

matrixok alkalmazasa. A folyamat sordn képz6dd, nano-
szalakbol felépiil6 szovedék nagy fajlagos feliiletli, pordzus
matrixot alkot, amely kitlin6en alkalmazhato terapias enzi-
mek hordozodjaként. Amennyiben a szalképzéshez hasznalt
polimer prekurzor oldathoz enzimeket adagolunk, azok a
szalképzés soran beépiilnek a megszilarduld polimer nano-
szalakba, igy egy szilard halmazallapott, nanoszalas en-
zimformula jon létre’™.

Az ilyen nanoszalas formulacioé szamos elonyt nyujthat az
enzimterapiak terén. Egyrészt a polimer matrix fizikailag
védi az enzimet a denaturald hatdsoktol, melynek kdszon-
hetéen jelentésen nd az enzim stabilitasa (példaul javul a
tarolhatosag vagy a gyomorsavval szembeni ellenallas)®.
Masrészt a nanoszalas szerkezet és az immobilizacio ko-
vetkeztében az enzimaktivitas is fokozodhat: kutatdcso-
portunk kisérletei soran szamos esetben tapasztaltuk, hogy
a nanoszalakba agyazott enzimek aktivitasa tobbszordsen
meghaladta a szabad (nativ) enzimekét. A nanométeres
szalas hordozéformanak koszonhetden lehetdség nyilik az
enzimek Ujszerti adagolasara, beleértve az oralis (szajon at
torténd) alkalmazast, a helyi (topikalis) dermalis kezelése-
ket, s6t akar kombinalt terapids rendszerek kialakitasat is,
példéaul az enzim egy masik gyogyszerhatéanyaggal egyiitt
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torténd alkalmazasat®'. Szintén kiemelendd, hogy az elekt-
rosztatikus szalképzés rugalmasan adaptalhato kiilonb6zo
polimerek hasznalataval: csoportunk munkéja soran vi-
zoldhato polimerekbdl, tigymint poli(vinil-alkohol) (PVA)
¢s poli(vinil-pirrolidon) (PVP), valamint vizben nem oldo-
do, biokompatibilis polimerekbdl (példaul politejsav, PLA)
egyarant sikeresen allitottunk el enzimtartalmi nanosza-
lakat®®¢!, Sziikség esetén tovabbi stabilizalo, vagy enzimak-
tivitast fokozo segédanyagok is beépithetdk a formulacioba.

Kutatdécsoportunk munkéjanak egyik f6 célja olyan nano-
szalas enzimformulaciok kifejlesztése volt, amelyek al-
kalmazhatok Iehetnek oralis emésztéenzim-helyettesitd
terapiaban. Ebbdl a célbol elsdként az ilyen terdpidkban
leggyakrabban alkalmazott lipdz, a sertés hasnyalmirigy
lipaz (PpL) nanoformulélasat valositottuk meg elektroszta-
tikus szalképzéssel. A formuldlas soran kiilonb6z6 nano-
szalas matrixokat alakitottunk ki: vizoldhato poli(vinil-al-
kohol) (PVA), poli(vinil-pirrolidon) (PVP) és vizoldhatatlan
politejsav (PLA) polimereket felhaszndlva. Eredményeink
alapjan a nanoszalas formuldcié minden esetben jelentdsen
ndvelte a PpL aktivitasat a szabad enzimhez képest, me-
lyek koziil a legmagasabb aktivitasértéket a PLA-matrixba
rogzitett készitmények esetében mértiik. Ezek az értékek

300

elérték, sét esetenként meg is haladtak a kereskedelmi for-
galomban kaphat6 referencia PpL készitmények aktivitasat,
ami alatdmasztja, hogy a nanoszalas formulacio igéretes
megkozelités lehet az oralis lipazterapia hatékonysaganak
novelésére. A projekt kovetkezo fazisaban olyan vizoldhatd
nanoszalas rendszerek fejlesztésére torekedtiink, amelyek a
PLA-alapu formuldkhoz hasonléan magas enzimaktivitast
biztositanak. Korabbi eredményeinkre épitve két jelentds
terapias potenciallal rendelkez6 lipazt — Aspergillus oryzae
és Burkholderia cepacia lipazok — immobilizaltunk PVA
nanoszalakba. A specifikus aktivitas tovabbi novelése érde-
kében pedig kiilonboz6 ciklodextrin alapu stabilizalo ada-
I¢kokat ko-formulaltunk a lipazokkal. Az igy létrehozott
formulacidk minden tesztelt koriilmény kozott 1ényegesen
meghaladtak a referencia-készitmények aktivitasat (lasd 5.
abra). Eredményeink azt is igazoltak, hogy a ciklodextrinek
nemcsak fokozzadk az enzimaktivitast, hanem eldsegitik
az lipazok egyenletes eloszlasat a nanoszalas matrixban.
Mindez alatamasztja, hogy a ciklodextrinek alkalmazasa
jelentdsen javithatja a nanoszalas enzimformulaciok terapi-
4s hatékonysagat®!s2,

I Burkholderia cepacia lipaz
3 Aspergillus oryzae lipaz
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5. Abra. Nanoszalas lipizformulaciok és kereskedelmi pankreatin készitmények specifikus aktivitasanak dsszehasonlitisa p-nitrofenil-palmitat (p-NPP)
szubsztrat hidrolizise soran (U,, U x g/, 37°C, 1 6ra). A mérések a lipazaktivitas kifejezését segit6 standard és a felhasznalas koriilményeit szimulalo
FeSSIF (Fed State Simulated Intesinal Fluid) kozegben torténtek. A nanoszalas rendszerek kiilonboz6 ciklodextrineket (B-CD: f-ciklodextrin, HPB-CD:
2-hidroxipropil-f-ciklodextrin, SSB-CD: szulfobutilalt-f-ciklodextrin) tartalmaztak®.

Egy masik kutatasi projektiink célja egy topikalis alkal-
mazasra szant, kombinalt hatasmechanizmusi nanoszalas
gyogyszerhordozé rendszer kifejlesztése volt, amely alkal-
mas a Propionibacterium acnes altal kivaltott acne vul-
garis kezelésére. A projekt soran haromrétegli nanoszalas
arcmaszkokat allitottunk el6 elektrosztatikus szalképzés-
sel, vizoldhato (PVP) és vizoldhatatlan (PLA) polimerek
felhasznalasaval. Az arcmaszkokba Candida rugosa és
Rhizomucor miehei eredetl lipazok, valamint a nadifloxa-

sy

meg. A készitményben talalhato lipazok feladata a borfagy-

gyu fo zsirsavésztereinek lebontasa volt, elésegitve ezzel a
az antibiotikum kozvetleniil célozta a gyulladasért felel6s
baktériumokat. Az immobilizalt enzimek minden vizsgalt
zsirsavészter hidrolizisében magas biokatalitikus aktivitast
mutattak, kiilondsen a PLA alapu nanoszalakban, amelyek
hidrofob jellege stabilabb enzimkészitményt eredménye-
zett. A haromrétegli maszkokban az egyiittesen formulalt
lipazok kombindacidja kiegyensulyozott aktivitast biztositott
a vizsgalt szubsztratok teljes spektruman. A bordn at torteé-
né hatdéanyag-leadas vizsgalata ex vivo Franz-diffuizios cel-
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laval tortént human epidermisz mintan, amely igazolta a na-
mig a PLA-alapu maszk elnyujtott hatéanyagleadast bizto-
sitott, ahogy az a 6. abran is lathaté. Osszegzésként az el64l-
a mechanikai stabilitasnak, a hangolhat6 hatéanyagleadas-
nak és az enzimaktivitas fenntartasanak, igy alapjaul szol-
galhatnak olyan bérgyogyaszati terapidknak, ahol egyidejii
antimikrobidlis és lipolitikus hatas sziikséges®.

Osszességében az enzimalapu terapidk jovoje szorosan 6sz-
szefonodik a nanotechnologia fejlédésével. A nanoszalas
rendszerek 0j tavlatokat nyitnak a hatékonyabb, célzottabb
¢és felhasznalobaratabb gyogyszerformak fejlesztésében,
kiilonésen az olyan érzékeny hatdanyagok esetén, mint a
terapias enzimek.
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(HSE), topikalis-transzdermalis Franz-diffuizios cella segitségével. (a) A NF koncentracidja 24 éras inkubacio6 utan az akceptor fazisban, az
epidermiszben és a membranban; (b) az NF atjutott mennyisége egy 4 oras periddus soran®.

6. Biokatalizator mint szintetikus kémia eszkozei

Az enzimek — mint biokatalizatorok — szdmos eldnyt ki-
nalnak a hagyomanyos kémiai katalizatorokhoz képest.
Egyrészt, segitségilikkel gyakran enyhe (vizbazist, szo-
bahémérsekletli) és kornyezetbarat reakciokoriilmények
kozott valosithatd meg a kivant atalakitas, minimalizalva
a veszélyes vegyszerek és melléktermékek hasznalatat®.
Masrészt, az enzimkatalizalt reakciok kiemelkedd szelek-
tivitassal — tobbek kozott enantioszelektivitassal és regio-
szelektivitassal — zajlanak, lehetévé téve kiralis vegyiiletek
(pl. aminosavak, aminok) hatékony el6allitasat®>%. Szamos
ipari teriileten alkalmaznak enzimeket a szintetikus folya-
matokban, a finom-kémiai termékek gyartasatol a gyogy-
szeriparon at a biodizel el6allitasaig®”s.

Bar az enzimek rendkiviil hatékony katalizatorok, alkal-
mazasukat szamos kihivas neheziti. Az izolalt enzimek
gyakran instabilak a természetes kornyezetiikon kiviil, ér-
zékenyek a hémérséklet-ingadozasra, pH-cltérésekre és a
szerves oldoszerek jelenlétére®™. Ezen tilmenden a szabad
formaban alkalmazott enzimek tjrafelhasznalhatésaga kor-
latozott, mivel nehéz dket visszanyerni a reakcidelegybdl,
ami gazdasagtalanna teheti az eljarast. Mivel a tisztitott en-
zimfehérjék eldallitasa jelentds koltségekkel jar, stabilita-
suk ¢s ujrafelhasznalhatdésaguk biztositasa elengedhetetlen
a fenntarthat6 ipari alkalmazasukhoz.

Szamos kutatas foglalkozott nanoméretii hordozok alkal-
mazasaval az enzimstabilitas javitasa érdekében®. A szili-

cium-dioxid alapt nanorészecskék (szilikagél, mezoporu-
sos szilika stb.) kiilondsen elterjedtek és ipari méretekben is
bevaltak az enzimek immobilizalasara. Ezenkiviil szamos
fém-oxid nanohordozot (pl. titan-dioxid, cink-oxid) is al-
kalmaznak, melyeket gyakran felilletmddositassal tesznek
alkalmassa az enzimmolekuldk megkotésére’. Koztik
a magneses nanorészecskék — példdul vas-oxid (magne-
tit) — azért vonzoak, mert kiilsé6 magneses tér segitségével
egyszeriien visszanyerhet6k a reakcioelegybdl. Az ilyen
nanorészecske-hordozok nagy fajlagos feliilete nemcsak a
magas enzimkotési kapacitast segiti eld, hanem a fehérjék
tak példaul, hogy nano-hordozon torténd rogzités csokken-
ti az enzim kicsapddasat és ndveli a katalizator hé- és pH
stabilitasat™.

Az elektrosztatikus szalképzéssel eldallitott polimer nano-
szalak rendkiviil nagy fajlagos feliilettel és belso porozitassal
rendelkeznek, amelyek magas enzimkotd kapacitast biztosit
¢és eldsegiti a hatékony szubsztrat-diffiziot. A modszer so-
ran az enzimek kozvetleniil a polimer oldathoz keverhetok,
melyek az ezt kdvetd szalképzés folyaman fizikailag csapda-
z6dnak a keletkez6 nanoszalak belsejében™. Alternativ meg-
kozelitésként az enzimek adszorpcidval, vagy a nanoszalak
feliiletének funkcionalizalasat kovetéen kovalens kotéssel is
rogzithetok a szalakhoz”. Jelentds elény, hogy a szalak belse-
jébe zart enzimek megdrizhetik nativ konformacidjukat, igy
fokozott védelmet élveznek - és hdingadozasokkal szemben,
ami hosszabb ¢élettartamot és nagyobb stabilitast biztosit a
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katalizator szamara’. Mindezek kovetkezményeként egyre
tobb kutatds szdmol be arrdl, hogy a nanoszalas biokataliza-
torok igéretes megoldast jelentenek a finomkémiai eljarasok-
ban, az ¢lelmiszeripari folyamatokban, a tejfeldolgozasban és
a biolizemanyagok eléallitasaban®”’.

Kutatdcsoportunk egyik tanulmanya soran célul tiztiik ki,
hogy egy electrospinning technika segitségével 1étrehozott
biokatalizator eldallitdsa soran feltérképezziik a polimer
tulajdonsagainak ¢és a szalképzési paramétereknek a hata-
sat a kialakulo termék szerkezetére és a csapdazott enzim
aktivitasara. A kisérletek soran a Burkholderia cepacia
eredetll lipaz (BcL) PVA alapt nanoszalakban torténd csap-
dazasat valositottuk meg elektrosztatikus szalképzéssel.
Szisztematikus vizsgalat keretében kiilonb6zé molekulato-
megl ¢s eltérd hidrolizaltsagi foku PVA alapanyagokat ha-
sonlitottunk 0ssze, mikozben optimalizaltuk a szalképzés
legfontosabb technologiai paramétereit.

Az elvégzett aktivitasvizsgélatok alapjan megallapitottuk,
hogy a nanoszalakba csapdazott BcL specifikus aktivitasa
— a megfelel6 gyartasi paraméterek mellett — akar tizszere-
se is lehetett a liofilizalt enzimének. Emellett a csapdazott
biokatalizator kivalo visszaforgathatésagot mutatott: az is-
mételt aktivitistesztek soran sem az enzim aktivitdsaban,
sem a tdomegében nem észleltiink jelentds veszteséget (lasd
7. ébra). Ezzel szemben a liofilizalt enzim a harmadik visz-
szaforgatasi ciklus végére eredeti tomegének kozel 30 sza-
zalékat elveszitette.
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7. Abra. Harom egymast kovetd reakciociklus soran vizsgaltuk a nativ
BcL és a PVA nanoszalas matrixban immobilizalt BcL stabilitasat és
katalitikus aktivitasat. Minden ciklus egy 24 oras atészterezési reakciot
foglalt magaban, majd a katalizatorokat elvalasztottuk, mostuk és
alland6 tomegig szaritottuk. A nativ enzimet centrifugalassal, mig a
nanoszalas katalizatort csipesszel tavolitottuk el a reakcioelegybdl.

A ciklusok végén meghataroztuk a specifikus enzimaktivitast

(U, ; U x g') és a katalizator tomegesokkenését (%)®.

A nanoszalas csapddzas soran tapasztalt enzimaktivi-
tas-novekedés okainak felderitése soran a kdvetkezd meg-
allapitasokat tettiilk: A differencial pasztazo kalorimetrids
vizsgalatok egyértelmii kapcsolatot mutattak a nanoszalas
biokatalizatorok tivegesedési hémérséklete (7)) és az en-
zimaktivitds kozott. A magasabb T,-vel rendelkezd poli-
mermatrixok minden esetben nagyobb mértékben jarultak
hozza az enzim katalitikus miikddéséhez. Ez a megfigyelés
a PVA matrix és a csapdazott lipaz kozott kialakuld stabili-
zal6 kolesonhatasok kialakulasara utalhat.

A PVA és a lipaz kozotti specifikus kdlesonhatasokat mo-
lekuladokkolasi szimulaciokkal is vizsgaltuk. Az eredmé-
nyek alatamasztottak, hogy a polimer és az enzim kozotti
kozvetlen kapcsolatok hozzéjarulnak az enzim konformaci-
0s stabilitasahoz, ezaltal novelve annak aktivitasat a nano-
szalas kdrnyezetben.

Egy parhuzamos tanulmanyban kutatocsoportunk olyan
nanoformulécios stratégiat dolgozott ki, amely nemcsak
az enzimek stabilizalasat és aktivitasuk megdrzését segiti
eld, hanem kozvetleniil integralhatd a rekombindns fehér-
jetermelés utoéfeldolgozasi szakaszaba is. Hisztidin-jeldlt
Chromobacterium violaceum aminotranszferazt (CVIA)
sikeriilt kozvetleniil a nyers sejtlizatumbol izolalnunk és
fémionokkal funkcionalizalt szilicium-dioxid nanorészecs-
kékre immobilizalnunk, igy elkeriilhetévé valt a koltséges
fehérjetisztitas, és az eljaras ideje a hagyomanyoshoz képest
kevesebb mint negyedére csokkent. A nyers sejtlizatumbol
kozvetleniil rogzitett enzimek aktivitdsa magasabbnak ado-
dott, mint a tisztitott fehérjébdl immobilizalt valtozatoké,
ami arra utal, hogy a sejtlizatum 0sszetevdi — példaul stabi-
lizalo fehérjék vagy kofaktorok — kedvezé mikro-kdrnyeze-
tet biztosithatnak az enzim szamara.
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8. Abra. Az alkalmazott nanohordozo rendszer (FSNP: amino-
funkcionalizalt szilika nanorészecskék, PLA nanoszalak és fSNP-t
tartalmaz6 PLA nanoszalak) hatasa a tisztitott CvTA és a sejtlizatum
biokatalitikus aktivitasara (U,)™.
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A tovabbfejlesztett, ,,masodik generacios” rendszerben az
enzim—nanorészecske komplexet elektrosztatikus szalkép-
zéssel PLA nanoszalakba agyaztuk, amely tovabb ndvelte
a stabilitast. Ahogy azt a 8. dbra is mutatja, az igy kapott
kompozit biokatalizator specifikus aktivitasa jelentdsen
meghaladta a csak nanorészecskén rogzitett, és a pusztan
nanoszalakba csapdazott enzimekét egyarant. A nanoszalas
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kus alkalmazasokban’.
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Application Possibilities of Nanofiber-Supported Biocatalysts

This short review presents an overview of the electrospinning
process and highlights its potential in biomedical and synthetic
biocatalytic applications. Emphasis is placed on nanofibrous en-
zyme formulations developed by our research group, demonstrat-
ing how electrospun polymer matrices can enhance the stability,
reusability, and activity of immobilized enzymes. Case studies
include oral enzyme replacement therapy using lipase-loaded na-
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nofibers, and the design of multilayered nanofibrous facial masks
for topical drug delivery. In synthetic applications, we describe
the development of highly active, nanofiber-immobilized lipase
systems and a hybrid platform combining silica nanoparticles and
nanofibers for enhanced aminotransferase catalysis. These results
underline the versatility of electrospun nanofibers as functional
carriers in advanced biocatalytic systems.
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1. Bevezetés

Az atmenetifém katalizis kiemelt szerepet jatszik a modern
kémiaban, a vegyiparban és az élélényekben is. Az enzimek
40%-a tartalmaz fém kofaktort, amelyek koziil a magnézi-
umot ¢és cinket kdvetden a vas a leggyakrabban eléforduld
fémion.! A vas: szamos oxidacios formajaval kulcsszerepet
jatszik tobbek kozott az oxidoreduktazok miikddésében, az
elektrontranszport lanc fehérjéiben, és a gazok érzékelésé-
ben. A hemcsoport részeként, hisztidinhez kapcsolodva a he-
moglobin és mioglobin kézponti ionja, s gondoskodik az em-
beri (és legtobb magasabbrendii) szervezet oxigénellatasarol,
a citokrom P450 enzimekben az oxigén aktivalasardl, bizton-
sagos kornyezet teremtve az él6lények oxidacios reakcidinak.

A vasat €s kiilonboz6 formait az iparban is elterjedten alkal-
mazzéak katalizatorként, elegenddé a Haber-Bosch folyamatra
gondolnunk, amely tobb mint 100 éve meghatarozza az egyik
legfontosabb ipari nyersanyag, az ammonia eldallitasat.
Varhato a vas tovabbi térnyerése az iparban: intenziv kutata-
sok iranyulnak arra, hogy a hagyomanyos eljarasokban hasz-
nalt ritka és toxikus elemeket (rédium, iridium, ruténium és
platina) f6ldon nagymennyiségben el6forduléd elemekkel, pl.
vassal és rézzel helyettesitsék, amely fontos elérelépés lenne
a fenntarthat6 és zold ipari eljarasok elterjedésében.

Jelen kozleményben a BME Szervetlen és Analitikai Kémia
Tanszékén mikodé Szamitasos Bioszervetlen Kémia csoport
munkdjabol szeretnénk izelitét adni. Kizardlagosan szami-
tasos kémiai modszerekat hasznalunk, s tobbségében atme-
netifémeket tartalmazo rendszereket vizsgalunk. Szeretnénk
megérteni miikddésiiket, szerkezetiiket, s az ezeket befolya-
solo faktorokat. Foglalkozunk metalloenzimekkel, valamint
biomimetikus komplexekkel, spinvaltd vegyiiletekkel, vala-
mint Baké Imrével folytatott egyiittmiikddésiink keretében
biomolekulak hidratburkat is 6rommel vizsgaljuk.

2. Felhasznalt modszerek

Nagyon sokféle rendszer szerepel érdeklédésiink kdzpont-
jaban a kismolekulaktol kezdve a sokezer atomos fehérjé-
kig. A rendszerek mérete ¢s a feltett kérdések megkdvetelik
téliink, hogy minden probléma esetén megkeressiik a meg-
felel6 modellezési modszert és ezt kombinaljuk fizikokémi-
ai alapelvekkel.

* Email: olah.julianna@vbk.bme.hu

Kismolekulak (nagyjabol 200 atomos rendszerekig) ese-
tén alapvetden kvantumkémiai szamitasokat hasznalunk.
Schrodinger-egyenleten vagy stirtiségfunkcional elméleten
alapulé moédszereket segitségével le tudjuk irni a vizsgalt
rendszerek elektronszerkezetét ¢s pontos informaciokat (fi-
gyelembe véve nyilvanvaléan a modszerek pontossagat!)
nyerhetiink tobbek kozott a konformacios viszonyaikrol,
egy reakcioban szerepl6 reaktansok, koztitermékek ¢és ter-

crer

tulajdonsagairol.

Fehérjék vizsgalata soran gyakran fordulunk molekulame-
chanikai leirashoz, melynek soran egy erdtér segitségével
modellezziik a fehérjék szerkezetét, s molekuladinamikai
szimuléaciok segitségével vizsgalhatjuk a fehérjék konfor-
macids sokféleségét és a rendszerek szerkezetének a valto-
zasat a szimulacios id6 fliggvényében.

Enzimreakciok tanulmanyozasa egy harmadik megkdze-
litést kovetel tolink. Kvantumkémiai szamitasokat nem
hasznalhatunk a rendszer mérete miatt, a klasszikus mo-
lekulamechanikai eréterek segitségével viszont nem tudjuk
leirni kotések hasadasat és kialakulasat, amely alapvetd tu-
lajdonsaga az enzimreakcioknak. Ezért ugynevezett kvan-
tummechanikai molekulamechanikai (QM/MM) moédsze-
reket hasznalunk, amelynek soran az enzim aktiv helyét
kvantumkémiai médszerekkel, mig a kornyezetet moleku-
lamechanikai szinten (1. abra).

O
\Valés rendszer

1. abra. Hibrid QM/MM szamitasok felépitése. Az enzim aktiv
helyét (QM régid) magasszintil, kvantumkémiai szamitasokkal, mig
a kornyezetet (MM régio) alacsonyabb szinten, molekulamechanikai
er6térrel irjuk le.
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3. Eredmények

A kovetkezéekben legérdekesebb eredményeink koziil va-
logattunk, s témakorok szerint csoportositva mutatjuk be
Oket.

3.1. Citokrém P450 enzimek és
gyogyszermetabolizmus

A citokrém P450 (CYP) enzimek aktiv helyén egy hemcso-
porthoz kapcsolodd Fe(IIl) ion talalhatd, amely axialisan
egy cisztein oldallanchoz is koordinalédik. A CYP enzi-
mek legfontosabb feladata az oxigén aktivalasa, és oxida-
cios folyamatok katalizalasa. Hatalmas szupercsalddot al-
kotnak, amelynek tagjai gyakorlatilag minden él6lényben
eléfordulnak. Emberben 57 valtozatuk van jelen, s szerepet
jatszanak a gydgyszerek metabolizmusaban, és hormonok
bioszintézisében is.

A gyobgyszeripar szamara kiilondsen fontosak azok a CYP
enzimek, amelyek részt vesznek a gyogyszerek lebontasa-
ban, hiszen ezek nagyon kozvetlen modon befolyasoljak a
gyogyszerek inaktivalodasat és kiliriilését a szervezetbdl.
A CYP enzimek multiszubsztrat enzimek és ugyanazt a
szubsztratot akar tobb izoforma (a CYP enzimek kiilonbo-
z0 valtozatait izoformaknak hivjak) is lebonthatja. Emiatt
szamos faktor befolyasolja a metabolitok szerkezetét és me-
tabolit keverékek esetén Osszetételét. (1) A metabolizmus
lejatszodhat ugyanannak a szubsztrat molekulanak kiilon-
b6z6 pontjan (2) szamos CYP enzim képes lehet lebonta-
ni ugyanazt a gyogyszermolekulat kiilonbozé termékeket
eredményezve (3) szerepet jatszanak CYP enzim indukcios
folyamatok, hogy melyik enzim, milyen mértékben exp-
resszalodik (4) CYP enzimek eloszlasa a kiilonb6zo szdve-
tekben pl. mas enzimek vannak jelen nagy mennyiségben a
majban, a bélben vagy a tiidében.

Els6 munkénkban a CYP2D6 enzim régidszelektivitasat
vizsgaltuk. A CYP2D6 enzim a masodik legfontosabb
gyogyszermetabolizald enzim, s jelentOs szerepet jatszik
gyogyszer-gyogyszer és gyogyszer-¢lelmiszer kdlcsonhata-
sokban, mivel szamos genotipusa létezik, Az olyan fenotipu-
sok jelenléte, amelyek aktivitdsa magasabb a vadtipusunal
gyors metabolizmushoz fog vezetni, mig alacsony aktivita-
su fenotipusok esetén lassi metabolizmus és hosszantartd
magas vérkoncentracié varhato. A dextromethorphan egy
gyakran alkalmazott kohdgéscsillapitdo gyogyszer, amelyet
a CYP2D6 enzim a metoxicsoport demetilacidjaval alakit
4t. Erdekes azonban, hogy az aromas gyiirti hidroxilacioja
nem kovetkezik be, annak ellenére, hogy ez egy jol ismert
¢és gyakori CYP-enzim katalizalt folyamat. Kismodellen
végzett kvantumkémiai szamitasaink megerdsitették azt,
hogy a két ut aktivalasi energiaja valoban hasonlo, s mo-
lekuladinamikai szimulaciok is egyértelmiien jelzik, hogy
mindkét pozicid a molekulan beliil kozel esik a vasionhoz.
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a két reakcionak
valoban verseng0 reakcioutnak kellene lennie. Ugyanakkor
QM/MM szamitasok segitségével megmutattuk, hogy a
molekula kotédési pozicidja az aktivhelyen meggatolja azt,

hogy az aromas hidroxilacié szamara kedvez6 atmeneti al-
lapot ki tudjon alakulni (2. dbra). Mindez azért fontos, mert
potencialis metabolitok megjosldsa soran nem elegendd
figyelembe venni a szubsztramolekula kiilonb6z6 pozici-
oinak relativ reaktivitasat, vagy hogy a dokkolt poziciok
soran melyik atom esik kozel a vasionhoz, hanem érdemes
lenne figyelembe venni, hogy ki tud-e alakulni az aktiv he-
lyen a kedvez6 atmeneti allapot szerkezet.?
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2. abra. Dextromethorphan poziciéja a CYP 2D6 enzim aktiv

zsebében. Az abra asu részén lathato a hemcsoport egy része, felette

a dextromethorphan molekula, amelyet szorosan koriilvesznek az
enzimban talalhato oldallancok. Kép forrasa: Proc. Natl. Acad. Sci. U. S.
A. 108, 6050-6055 (2011)

A CYP enzimek fontos szerepet jatszanak az emberben az
Osztrogén hormonok bioszintézisében: az aromataz enzim
katalizalja az androszténdion A gytr{ijének aromatizacio-
jat, amely folyamat mechanizmusara javaslatot tettiink QM/
MM szamitasok segitségével.** CYP enzimek nem csak
Osztrogének bioszintézisében, de lebomlasaban, és bioak-
tivacidjaban is kulcsszerepet jatszanak. Hosszutavi vizsga-
latok bizonyitjak, hogy nék esetén a hosszantarto kitettség
osztrogéneknek (pl. hormonpo6tld terapidk keretén beliil)
megnoveli tobbek kozott a mellrak és az agyvérzés kocka-
zatat. A rakkelt6 hatast kapcsolatba hoztak az 6sztrogének
2- és 4-hidroxilacios utjaival, melyek koziil az elébbit nem
kéaros, viszont az utobbit karos metabolikus Utnak tekintik
(3. dbra). A Premarine© hormonpdtlé terapia tizféle 6sztro-
gén szarmazékot tartalmaz, amelyek koziil munkank soran
a legfontosabbat az dsztront, valamint annak két valtozatat
(az equilint és equilenint) tanulmanyoztuk.’> A vegyiiletet
kiilonb6z6 human CYP izoformak aktiv helyére dokkolva
azt talaltuk, hogy léteznek olyan izoformak, amelyek aktiv
zsebe meghatarozza a f6 metabolit szerkezetét, viszont pl.
a CYP3A4 enzim esetében, (amely a legfontosabb human
gyogyszermetabolizald enzim) a 2-es és 4-es szénatomok
relativ reakcioképessége a donté a metabolitok aranyanak
meghatarozasaban. A kisérletekkel 6sszhangban azt talal-
tuk, hogy 6sztron esetében a nem karos 2-es hidroxilcios tt
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gatja a legalacsonyabb, viszont a B gytri telitetlenségének
novekedésével az 6sztron <equilin<equilin iranyban egyér-
telmtien felerdsodik a karos 4-es hidroxilalt katekol termék
képzddése.

A 4-hidroxilalt termékek tobb méddon is hozzajarulhatnak
a rakos betegségek kialakulasahoz, pl. a katekolok és ki-
nonjaik kozott kialakuld redox ciklusban reaktiv oxigén
gyokok jonnek 1étre, amelyek karosithatjak a sejtalkotokat,
Munkénkban egy masik utat vizsgaltunk: a katekolokbol

HO
. 20 @
HO

dsztron ‘a0

(o]
’ )
Salrs
enzimatikus @e
B o

redox kérforgas
. ROS képzadés

szarmazd kinonok és a DNS purin bazisai k6zott lejatszodo
kémiai reakcié depurindcidhoz vezet. Ezért az dsztronbdl,
equilinbdl és equileninbdl kialakuld kinonok és purin bazi-
sok kozott lejatszodo reakciok mechanizmusat. Az eredmé-
nyek arra utalnak, hogy az emberben természetes modon is
eléforduld 6sztronhoz képest, a mesterségesen bevitt equi-
lin és equilenin esetén a depurinaldodo adduktok képzodése
konnyebb, mivel a reakciout valamelyik 1épésének (equile-
nin esetén a Michael addicid, equilin esetén pedig a Gjraaro-
matizacios 1épés) gatja alacsonyabb.

CHY

metilacid

nem karos metabolit, kitiriil

Hae @ CH2P

kinon: karositja a sejtalkotokat.
mutaciot okoz

karos metabolit, szamos modon rakot okozhat

3. abra. Osztrogének 2- és 4-hidroxilacios metabolikus utjai

3.2. Gazmolekulik és fehérjék kolcsonhatasa

Az ¢élélények képesek kiilonféle gazok jelenlétét érzékelni
¢és arra adaptiv valaszokat adni. Anaerob ¢lélények pl. az
oxigén jelenlétére kemotaxissal reagalhatnak. Gazérzékelés
azonban alapvetden a szervezetben endogén modon kelet-
kez6 kis molekuladju gazok, alapvetéen CO, NO és H,S ér-
zékelésére iranyul, mivel ezek fontos szerepet jatszanak a
szervezeten beliil a jelatvitelben és a szabalyozasban.

A legfontosabb gazérzékeld fehérjék hemcsoportot tartal-
maznak, és a gazok megkotése egy soklépcsds folyamat,
amely két 6 részbdl all: az els6 1épésben a gaz gazmolekula
bediffundal a fehérje aktiv helyére, majd ezt kdveti a kémiai

kotés kialakulasa a vasion és a gazmolekula kozott. Ez utob-
bi sordn az 6tos koordindcidju nagyspint komplex kisspinii
komplexszé alakul, amely a spinatfordulas miatt spintiltott
folyamat. A két folyamat ereddje adja meg a mérhetd re-
akciosebességi egyiitthatokat. Kidolgoztunk egy olyan két-
lépcsdés modellt/protokolt, amellyel a diffizio sebességét
molekuladinamikai szamitasokbol tudjuk meghatarozni,
mig a gazmolekula és a hemcsoport kozott lejatszodo ké-
miai reakcio aktivalasi gatjat kvantumkémiai szamitasok
segitségével.” Megmutattuk, hogy mioglobinban (Mb) a NO
monoxid kotédésének egyértelmiien a diffizido sebessége
szab hatart, viszont CO esetén a diffizio és a vas-szén kotés
kialakulasanak sebessége 6sszemérhetd.
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4. abra. Kétlépcsds modell gazmolekulak és fehérjék kozott lejatszodo reakeiok vizsgalatara.

Modelliinket felhasznaltuk harom gazérzékel6 fehérje tu-
lajdonsagainak vizsgalatara is, ¢s meghataroztuk a gazok
Emberben a NO érzékelésére egyetlen receptor fehérje 1¢-
tezik: az oldhaté guanilil-ciklaz (sGC) enzim, amely fontos
szerepet jatszik tobbek kozott az erek feszességének sza-
balyozéasaban. A szakirodalomban hosszu vita folyik arrol,
hogyan aktivalodik az enzim, s vajon a NO gaz melyik
oldalan kotédik meg a hemcsoportnak. Munkank inkabb
amellett teszi le a voksot, hogy valdsziniisithetéen az NO
gaz a fehérje disztalis oldalan kot be, de nagy NO koncent-
raciok esetén a proximalis oldalon torténd kotédés sem zar-
hato ki, s ennek szerepe lehet az enzimaktivitas fenntar-
tasaban akkor is, amikor az NO koncentracioé lecsokken.’
Végiil vizsgaltuk azt, hogy milyen szerepet jatszhat NO és
CO a kén-hidrogén gaz eldallitasaban szerepet jatszo cisz-
tationin-béta-szintaz (CBS) enzim gatlasaban, s az eredmé-
nyeink alapjan, mindkét gaz képes gétolni az enzimet. Ez
az enzim a gyonyorl példaja annak a szovevényes, egyelére
kevéssé értett kapcsolatnak, amely a szervezetben endogén
modon képz6dd gazok, a H,S, a NO és a CO kozott fennall.'”

3.3. Izopropil-malat dehidrogenaz enzim

Az izopropil-malat dehidrogenaz (IPMDH) enzim vizsgala-
tat szoros egyiittmiikodésben végeztiik Prof. Vas Mariaval
a TTK kutatokozpontban. A kisérleti csoport alaposan ta-
nulményozta az IPMDH enzim reakcidomechanizmusat mu-
tacios tanulmanyok, reaktivitasi és szerkezeti vizsgalatok
segitségével. Az IPMDH enzim egy NAD" kofaktort fel-
hasznalva képes a szubsztrat B-helyzetii hidroxilcsoportjat
ketocsoportta oxidalni (5. abra). Az IPMDH enzim gyogy-
szeripari jelentdségét az adja, hogy a baktériumok, gombak

¢és novények leucin metabolizmusanak esszencialis enzime,
amely nincs jelen eml6sdkben, s ezért potencialis antibak-
terialis gyogyszercélpont. A kutatocsoport sikeresen krista-
lyositotta a Thermus thermophilus (Tt) baktérium enzimjét
egy szubsztratanaloggal, NADH-val és ko6zosen vizsgaltuk
az enzim reakcidmechanizmusat!' és a mutaciok hatasat.!>!3

HaC. CH, HaC CH HaC CH,
NS : : NS
CH \CH/ CH
IPMDH + NAD™ | |
HC——COOH - HC——COOH . C|2Hz
HC—OH IPMDH + NADH (|: o deo
COOH (|300H COOH

5. abra. Az IPMDH enzim altal katalizalt reakcid sémaja. A reakcio két
6 1épesdre bonthato: az oxidacios lépést koveti a dekarboxilacio.

Sikeriilt kristalyositaniuk egy olyan szerkezetet, amelyben
kivant szoveget tobbféleképpen is beillesztheti a dokumen-
tumba. A legegyszeriibb mddszer a begépelés. Nyisson meg
egy Uj dokumentumot az MKF sablon alapjan és gépelje,
vagy masolja be a kivant szoveget és abrakat a megfeleld
helyre. A megfelel bekezdés-stilust ilyenkor az el6z6 be-
kezdésben targyalt mddon allithatja be.

A hidroxilcsoport ketocsoportta torténd oxidacidja soran
egy proton és egy hidridion vandorlasa kovetkezik be. QM/
MM szamitasok segitségével megallapitottuk, hogy a re-
akcioban a legvaloszinlibb protonakceptor a Lys185-6s ol-
dallanc, mig a hidridion a NAD"-ra vandorol (6. &bra). A
két 1épés sorrendiségét vizsgalva a 6. abra alapjan egyér-
telmii, hogy eldszor a protonvandorlas kovetkezik be, s
ennek a gatja kifejezetten alacsony, s ezt kdveti a lassabb
hidridtranszfer.
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6. abra. [zopropilmalat dehidrgenaz enzimben lejatszodo reakcid eslé 1épése (A).
B. a reakcio kétdimenzios potencialis energia feliilete.

3.4. Spinvalto vegyiiletek

Az informacios technologia fejlodésében az elektroni-
kai eszk6zok miniatiirizalasa kulcsfontossagti hajtéers. A
technoldgiai hattér fejlddésének feltétele az egyre kisebb
kapcsolok és adattarolok fejlesztése. A spinvaltd vegyiile-
tek (spin crossover, SCO) kiindulasi pontot szolgéltatnak
molekuldris kapcsolok és adattarolok fejlesztéséhez, ahol
az informaciot a vegyiilet spinallapotaban tudjuk tarolni,
amelyet kiilsé stimulusok, pl. hémérséklet, nyomas, vagy
koncentracio valtoztatas segitségével tudunk modositani (7.
abra).

Pressure Light Guest

me 'remperat{u’re\'\l j;lecule

3 -1 Crystal X-ray
(em*molK) diffraction f54|
o
o
o Qo
o | Elongation
[ ]

7. abra. Spinvalto vegyiiletek mitkodésének alapja. Az x-tengelyen

a megfeleld stimulus (jelen eseten a hdmérséklet) 1athatd, mig az
x-tengelyen a magneses szuszceptibilitas, amely informaciot ad a
kozponti atom spinallapotarol. A hdmérséklet novekedésével a kisspinti
komplex nagyspiniivé valtozik.

Hala kisérleti partnereinknek Prof. Yann Garcianak
(UCLouvain, Belgium) és Prof. Yunnan Guonak (Zhejiang
Sci-Tech University, Kina) egy kicsit belekostolhattunk
ezeknek a rendszereknek a vizsgalataba, s kozelebb keriil-
hettiink a szupramolekularis kémia teriiletéhez. Mindkét
csoport spinvaltdsra alkalmas szupramolekuldris rend-
szereket tervez, szintetizal és karakterizal, amelyekben a
kozponti atom vas(II)-ion. A modellezés soran a spinval-
to képesség 1étrejottét befolyasold faktorokat vizsgaltuk.
A vizsgalt réteges szerkezetek (8. abra) esetén tobbféle
szubsztituens helyeztek el a partnerek a ligandumokon, s
sikeriilt bizonyitanunk, hogy ebben az esetben a ligandu-
mok a kristalyszerkezet valtozasan keresztiil befolyasoljak
a spinvaltads mechanizmusat: hogy az folyamatosan torté-
nik, vagy pedig ugrasszeriien, egyszerre az dsszes vascent-
rumon."* Ezzel szemben a vizsgalt négymagva komplexek
(8. abra) esetében a vasionhoz kapcsolodo ligandum elekt-
ronikus tulajdonsagai fontos szerepet jatszanak a spinvaltd
karakterben® és a spinvaltd tulajdonsagot a szintézis soran
hasznalt anionok anyagi minéségével is befolyasolhatjuk.'s
A négymagvl komplex érdekessége, hogy a ketrecen beliil
egy 306 A® méretii iireg helyezkedik el, amely alkalmas le-
het kisebb ionok (pl. halogenid) és molekulak (pl. benzol)
befogadasara is (9. abra).
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. . . 3.5. Biomimetikus nitrogénfixalas
A: réteges SCO rendszer
. % : Az ammonia az egyik legfontosabb ipari nyersanyagunk,

g amelybdl évente tobb millio tonnat allitanak eld. A szinté-

""""" R RO S R Gl zis még ma is a tobb mint szazéves Haber-Bosch eljarassal
’ ) \ torténik, és magas nyomason és magas hoémérsékleten megy
végbe. Ennek kdvetkezménye, hogy a globalis energia fel-
hasznalas 1%-a, és a szén-dioxid kibocsatas 3%-a az ammo-
nia eldallitasahoz kapcsolodik. Emiatt jelentds erdfeszitések
torténnek olyan eljarasok kidolgozéasara, amelyek enyhébb
koriilmények kozott teszik lehetévé a nitrogén redukceidjat
ammoniava. Ennek egyik jelentds iranya a biomimetikus
komplexek fejlesztése, amelyek mitkodésiikben utanozzak
a nitrogénfixald baktériumokban eléforduld nitrogendz en-
zimet, és savak és redukaldszerek felhasznalasaval alakit-
jak a légkori nitrogént ammoniava (10. abra). Jonas Peters
csoportja Caltech egyetemen fejleszti ezeket a komplexeket.

© N2 +6H" +6e —5————> 2NH

N EP3Fe-N, 3

N L N S T .......................... e

P—Fle\h : Sav 5 elegy !

- 3 reagens Katalizator T=i05 K

s Redukalészer ) :

: Nitrogén reagens Eter tipusu:

P = P(iPr), iatmoszféra | | Y. oldoszer :
EP;Fe-Ny” + . EPsFe-N,

(E=B, Corsi) s H,

10. abra. Mesterséges nitrogén fixalasra alkalmas komplex szerkezete
¢és a nitrogén redukci6é (N2RR) és a hidrogén evoltcios reakcio (HER)
reakci6 egyenlete.

Munkank soran szerettiik volna megérteni ezeknek a kata-
lizatoroknak a mikodését, beleértve a katalitikus ciklust, a
mellékreakciokat, és ezek ismeretében javaslatot tenni ha-
tékonyabb katalizatorokra. El6szor meghataroztuk a katali-
tikus ciklus termodinamikai profiljat B, C, és Si axialis ato-
mok mellett, ezt sematikusan a 11. abra szemlélteti. Annak
fliggvényében, hogy az N, fragmens melyik nitrogén atom-
ja veszi fel a protonokat, tobbféle reakcioutat is megkiilo-
boztethetiink: a disztalis 0t sordn eleinte mindig a vastol
messzebbi nitrogén veszi fel a protont, mig az alternalo ut
soran a két nitrogén valtakozva.
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11. abra. A biomimetikus ammoniaszintézis szabadentalpia-profilja.

9. dbra. Négymegvii spinvalto complex kismolekulak befogadasara Az egyes elemi Iépések proton/elektron transzfer folyamatokat vagy
alkalmas iirege pedig ligandum koordinacios/dekoordinacio lépéseket takarnak.
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Barhogy is torténik a redukcio, a katalizis els6 1épései soran
a szabadentalpia gyorsan csokken, de a reakcid vége felé a
reakcid profil ellaposodik az axialis atomtol fliggetlentil.!” A
nitrogénredukcios reakcio (N,RR) legfontosabb mellékre-
akcidja a hidrogén evolucios reakcio (HER), melynek soran
a savbol szarmazo protonok ¢és az elektronok H, molekulak-
ka egyesiilnek. Bar ez a reakcio a katalitikus elegyben kata-
lizatortdl fiiggetlentil is lejatszodik, mégis a kisérletek tanu-
saga szerint a katalizator felgyorsitja. Meg tudtuk mutatni,
hogy a H, gaz fejlédése nem a nitrogén redukcio katalitikus
ciklus elején megjelend koztitermékekhez kothetd,'s és ja-
vaslatot tettiink az autokatalitikus HER ciklusra, melynek
soran a katalizator egy H, molekulat kot meg, és a hidrogén
kotott komplex protonalddasa tovabbi H, molekulak képzo-
dését katalizalja, ezzel egyrészt elfogyasztva a reagenseket,
masrészt deaktivalva a katalizatort.”” Ennek a munkanak az
oroszlan részét Benedek Zsolt doktorans és Papp Marcell
hallgato végezte, akik egyediili médon megalkottak a kata-
lizator mitkodésének mikrokinetikai modelljét is."”

——  Kisérletileg megfigyelt reakcié
Feltételezett reakcié

H'+e H* H-H

i MM tonpege

(P —F-I/ \ ,,, & Toren
SH L TG

e e slv,Fe(nn-n, ﬁ’rhw Fy"p(p,
J (P ““*-rm favasolt vl ah
Y & aHER “QY © ‘é
g ciklus

N
Y
. h‘ R(Pr); SiP,Fe- Nz (PriP—r S
(Pr)y —j'~,rp,h ’wrm,
2w N 15} >0
6H
6e SiP,Fe-N; SiP,Fe(H)

12. abra. A nitrogénredukcios és a javasolt autokatalitikus HER ciklus
kapcsolata

A mikrokinetikai modelliink alapjan kulcsfontossagtinak
tiinik a HER reakci6 gatldsa a katalitikus teljesitmény no-
veléséhez, ezért modellezés segitségével szamos mddositast
végeztiink a katalizatoron. Sajnos sem az foszforhoz kap-
csolodo izopropilesoportok médsoitasa, sem a fenilgytiriik
szubsztitucioja nem vezetett a HER reakcid visszaszorita-
sahoz, mivel a N, és H, nagyon hasonlé mdédon kétddik a
komplexhez, s valtoztatdsok egyszerre ndvelik vagy csok-
kentik mindkét gaz affinitasat a katalitikus centrumhoz.?
Tanulmanyoztuk az axialis ligandum hatasat is, de annak
lecserélése Lewis bazis karakterti N vagy P atomokra var-
hatdan csak tovabb rontana a katalizator miikodését. Jonas
Peters csoportja egy igen érdekes megoldast javasolt a HER
reakcio elkeriilésére: a molekularis katalizatort egy elektro-
katalitikus kokatalizatorral kombinaljak, igy segitve a N-H
kotések kialakulasat.”!

3.6. Biomolekulak hidratburka

A HUN-REN kutatokézpontban Prof. Bako Imrével ko-
zOsen elegyek és biomolekulak hidratburkat is vizsgaltuk.
Molekuladinamikai szimulaciok soran szerkezetek sokasa-
gat allitottuk el6, és goreso ala vettiik a viz és a metanol, 2
valamint biomolekulak (inzulin fehérje* és egy DNS frag-
mens?!) koriil kialakuld hidrogénkétéses halozatokat. Ezek
az analizisek a hidrogén kotések szamanak, erésségének,

eloszlasanak és a haldzatok perkolacios tulajdonsagainak
statisztikai vizsgélatan alapultak. A tombfazisu metanol és
viz hidrogénkdtéses haldzatai nagyon eltéroek, metanolban
sok a hosszu, linearis hidrogénkotéses lanc, ezzel szem-
ben vizben gyakoriak a kiilonb6z6 méretli gytirts szerke-
zetek.”? Az inzulin fehérje koriili hidrogénkétéses halozat
vizsgalata ramutatott, hogy a masodik viz réteg a fehérje
koriil kiilonleges tulajdonsagokkal bir, amely abbol ered,
hogy az elsd hidratburok és a tombfazist viz tulajdonsagai
kozotti atmenetet biztositja.”> A DNS fragmens vizsgalata
soran talan legérdekesebb (bar nem biztos, hogy meglepd)
az, hogy statisztikailag és szerkezetileg is kimutathatoan el-
tér a DNS kis és nagy arkaiban elhelyezkezdé viz szerkeze-
te (13. abra).* A kisarokban gyakorlatikag egy hosszu hid-
rogénkdtéses vizlancolat talalhato, a nagyarokban viszont a
viz szerkezet jobban hasonlit a tdmbfazist viz szerkezetére.

13. abra. DNS molekula arkainak hidratacidja.

Kép forrasa: Fig. 6. a Theoretical insights into water network of B-DNA
duplex with Watson-Crick and Hoogsteen base pairing geometries

A. M. Rozza, 1. Bako, J. Olah

Journal of Molecular Liquids 362, 119728 cikkben

4. Osszefoglalas

Az elmult 16 évben A BME Szervetlen és Analitikai
Tanszékén dolgozva lehetdségiink nyilt arra, hogy sokféle
rendszer tulajdonsagaiba bepillantast nyerjiink, modsze-
reket probalgassunk és hazai és nemzetkozi egytittmiiko-
déseket alakitsunk ki. A rendszerek sokfélesége a kémia
szépségérdl és érdekességérdl, hasznossagarol arulkodik
szamunkra, és bizunk benne, hogy a jovO is hasonléan
érdekes vizsgalandd kérdéseket és problémakat tartogat
szamunkra.

Koészonetnyilvanitas

OJhalasaBME VBK éskiilondsen a Szervetlen és Analitikai
Kémia Tanszék tamogatasaért, és minden volt és jelen-
legi hallgatojanak, doktoransainak, Kramos Baldzsnak,
Krezinger Anikonak, Benedek Zsoltnak, Ahmed M.
Rozzanak, Joseph Kfoury-nak, Neil R. McFarlane-nek, va-
lamint Yang Mengnek, Luo Shengnek és Noor Al-Deebnek,
a sokévnyi kdzos munkaért. OJ koszoni a Richter Gedeon
Talentum Alapitvany, és a Tempus kozalapitvany doktori
0sztondij forméjaban nyujtott timogatasat, a CELSA palya-
zat (CELSA/19/017), a BME Vissza a Tudomanyba palyaza-
tanak, az MTA Kisgyermeket nevel6 kutatondket tamoga-
t6 palyazatanak, és az NKFIH (HunProtExc, NKFIH: no.
2018-1.2.1-NKP-2018-00005) és NKFIH K 146661 palya-
zainak anyagi tdAmogatasat.
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Transition metals in (bio)catalysis: How can computational chemistry contribute?

In the Computational Bioinorganic Chemistry Group in the
Department of the Analytical and Chemistry of the Faculty
of Chemical Techonology and Biotechnology of the Budapest
University of Technology and Economics we have been using
computational tools for the past 16 years to gain insight into ver-
satile chemical and biochemical proccesses. Our most important
tools are quantum chemical calculations, molecular dynamics

simulations and combined quantum mechanics/molecular me-
chanics (QM/MM) calculations. In the current publication we
touch upon our work done in the field of (1) drug metabolizing
cytochrome P450 enzymes (2) interactions of heme proteins with
gas molecules (3) the isopropyl-malate dehydrogenase enzyme (4)
spin crossover compounds (5) biomimetic catalysts for nitrogen
fixation (6) hydration sphere structure of biomolecules.
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Fenntarthato milanyagok kutatasa:
anyagtudomany a zoldebb jovoért

SZOLNOKI Beata,** DECSOV Kata Enikd,* NGUYEN Thanh Thuy Tien,* OTVOS Bettina,?
SLEZAK Emese® és BOCZ Katalin®

aSzerves Kemia és Technologia Tanszék, Vegyészmérndki és Biomérnoki Kar, Budapesti Miiszaki és Gazdasdagtudomdnyi
Egyetem, Miiegyetem rkp. 3. 1111 Budapest

1. Bevezetés

A modern ember élete nem képzelhet6 el polimerek hasz-
nalata nélkiil; a mindennapi életiinkben mindenhol jelen
vannak. Talalkozhatunk veliik a haztartasunkban, ruha-
zatunkban, elektronikai alkalmazasokban, kdzlekedésben,
miatt a polimereket nem lehet kivonni az életiinkbdl, de
megprobalhatjuk fenntarthaté modon hasznalni dket.

Jelen irasban két lehetséges megkozelitést targyalunk. Az
els6 a mar eldallitott anyagok Ujrahasznositasa, mivel a
mianyagok felhasznalasanak dinamikus noévekedésével
parhuzamosan a beldliikk keletkez6 hulladék mennyisége
is folyamatosan né. Az Eurdpai Uni6 altal is szorgalma-
zott korkords gazdasagi modell kiemelt figyelmet fordit a
mianyaghulladék kezelésére és a korkoros milanyag-gaz-
dasag megteremtésére. Ennek egyik modja a mechanikai
ujrahasznositas, amely bar koltséghatékony technologia,
am csak jO mindségli hulladékfrakciok feldolgozasara
alkalmas.

Kutatécsoportunk célja, hogy kiilonb6zé forrasokbol szar-
mazo6 poli(etilén-tereftalat) (PET) hulladékfrakciokbol
olyan fenntarthaté alapanyagokat allitsunk eld, amelyek
nemcsak Ujrafeldolgozhatdak, hanem értékndvelt termékek
gyartasara is alkalmasak. A PET értékndveld ujrahasznosi-
tasat célzo kutatasi teriileteink a teljes Gijrahasznositasi cik-
lust lefedik; 0j hulladékanalitikai modszerek kifejlesztésé-
tol kezdve, a hulladékfrakciok gazdasagos ujrafeldolgozasat
lehetévé tevo 0j technoldgiak kidolgozasan at, egészen a
funkcionalis termékjellemzék — mint pl. h6allosag, iitdszi-
lardsag, langallosag, sulycsokkentés, hoszigetelo-képesség
és tovabbi elényods tulajdonsagok — kialakitasaig terjednek.

A masik megkozelités a megujuld alapanyagokbol szarma-
76 és potencialisan biologiailag lebomld polimer anyagok
fejlesztése, amelyek termikus- és mechanikai szempontbol
valddi alternativat jelenthetnek a jelenleg hasznalt mianya-
gokkal szemben. A biopolimerek fejlesztése és kutatasa
napjainkban tultekint az egyszer hasznalatos targyak —
példaul csomagoloanyagok és evoeszkozok — teriiletén, és
egyre nagyobb hangsulyt kap a tartos, miszaki alkalma-
zéasokban val6 felhasznalasuk. Ezek a kdrnyezetbarat alap-

anyagok képesek lehetnek helyettesiteni a hagyomanyos
kdolaj-alapti miianyagokat szamos ipari alkalmazasban,
mikozben csokkentik a kornyezetszennyezést és az oko-
logiai labnyomot, valamint lehetdséget teremtenek a bio-
logiailag lebomlo termékek fejlesztésében. Ezen anyagok
irdnt novekvo ipari és tudomanyos érdeklédés hosszl ta-
von kulcsfontossagu az élhetébb és fenntarthatobb tarsada-
lom megteremtéséhez. A hére lagyuld polimerek esetében
a poli(tejsav) (PLA) dominancidja nyilvanvald, és vannak
mas, széles korben elérhetd biomtianyagok is (pl. poli(buti-
lén-szukcinat) (PBS)). A hére keményedé milanyagok ese-
tében, bar sok kutatas tortént, még nincs nyilvanvald alter-
nativa a kdolajalapu gyantak kivaltasara.

A biopolimerek égésgatlasanak fejlesztése fontos lépés ah-
hoz, hogy ezek az anyagok valoban versenyképes alterna-
tivat jelentsenek az elterjedten alkalmazott hagyomanyos
milanyagokkal szemben a miiszaki és ipari alkalmazasok-
ban. A biopolimerek gyakran alacsonyabb héallosaggal
rendelkeznek, és gyulékony természetiiknél fogva korlato-
zott a hasznalatuk szigoru tlizbiztonsagi eléirasokkal szem-
ben, ezért égésgatlasuk elengedhetetlen.

Jelen kozleményben a kutatdcsoportunkban az elmult évek-
ben végzett, a fenntarthatdsagot és biztonsagot szem elott
tartd kutatasi eredményeinket mutatjuk be.

2. PET értékndveld Gjrahasznositasa
2.1. Hulladékanalizis

A hatékony mechanikai Gjrahasznositashoz fontos ismerni
a hulladékfrakcio tulajdonsagait. A viszkozitas, illetve az
abbdl szamolhaté molekulatomeg alapjan kovetkeztethe-
tlink a PET és mas poliészterek degradaltsagara. Az oldat-
viszkozitds méréséhez azonban egészség- és kornyezetka-
rositd vegyszerek sziikségesek. Ezzel szemben, egy olyan
differencial pasztazo kaloriméterrel (DSC) elvégezheto ter-
moanalitikai modszert dolgoztunk ki, amely izoterm kris-
talyositason alapul, oldoszermentes, és alkalmas ismeretlen
elééletti PET-mintak molekulatomegének becslésére is.! A
moédszer alkalmazasaval gazdasagos tijrahasznositasi stra-
tégia tervezhetd az egyes hulladékfrakciokra.

* Szolnoki Beata. Tel.: +36 1 463 1111/5899; e-mail: szolnoki.beata@vbk.bme.hu
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2.2. Ertéknovelé modositisok

Kordbbi kutatomunkank soran hatékony szivositast ér-
tink el etilén-butil-akrilat-glicidil-metakrilat elasztomer
(EBA-GMA) hozzaadasaval, mind eredeti (OPET), mind
ujrahasznositott (RPET) poli(etilén-tereftalat) esetében.
Megallapitottuk, hogy az ujrahasznositott alapanyag-
hoz mintegy 50%-kal kevesebb elasztomer is elegendd az
iitdszilardsag ugrasszerti noveléséhez, mint az eredeti poli-
mermatrix esetén. Ennek oka, hogy a lancvégi reaktiv hid-
roxil- és karboxilcsoportok szama né a hosszabb molekula-
lancok tordelddésével, igy tobb ponton alakul ki kovalens
kotés a PET és az EBA-GMA felnyild epoxi csoportjai
kozott.?

Tovabba megkérdgjeleztiik a muanyagfeldolgozas egyik
elterjedt koncepciojat, miszerint a PET-et feldolgozas eldtt
mindig alaposan ki kell szaritani. A reaktiv szivositas soran
ugyanis a kis mennyiségii viz jelenléte eldsegiti a polimer
(250270 °C), ezaltal ndvelve a lancvégi funkcids csopor-
tok szamat. Ramutattunk, hogy azonos EBA-GMA tarta-
lom (pl. 13 m/m%) mellett az iit6szilardsag tobbszorosére
novelhetd a megfeleld — 1700 ppm koriili — nedvességtarta-
lom beallitasaval (1. abra).’
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1. abra. A viztartalom hatiasa az RPET/EBA-GMA-keverékek
itdszilardsagara®

Miszaki cikkek és hoéallo csomagoloanyagok esetén az
litészilardsag és a héallosag egyidejli javitasa nagy kihivast
jelent, féként ujrahasznositott PET esetén. Ezért az EBA-
GMA-val torténd szivositast kovetden az RPET-lapkakat
hokezelésnek vetettiik ala 150 °C-on, kiilonb6z6 idétarta-
mokig (0-20-40-60-180 s). Rvidebb hokezelési id6 mellett
az litdszilardsag még kismértékben javult is, mig hosszabb
hokezelést kovetden jelentds novekedést tapasztaltunk a
hoallosagban (90 °C-on mért tarolasi modulusz) és a me-
revségben, mikozben az iitszilardsag tovabbra is megfeleld
értéket mutatott.

A hoallé csomagoloanyagok fejlesztését erdsitve extrudalt
lemezeket készitettiink RPET-bdl, és vizsgaltuk a hokeze-
lési 1d6 és homérséklet hatasat a mechanikai és termikus

jellemzdkre. Az alacsonyabb kezelési hémérsékletek (90—
120 °C) javult szivossagot eredményeztek a rideg amorf
gasabb homérsékletek (150—180 °C) a kristalyos és rideg
amorf fazis ardnyanak névekedését eredményezték, amely
a hoallosag és a merevség jelentds javulasaban nyilvanult
meg (2. abra).’

120°C, 30 s

150 °C, 30 s 180 °C, 30 s

2. abra. Az RPET-lemezek képe a miiszerezett ejtédardas iitévizsgalatot
kévetéen®

0s 90 °C,30s

20 mm
—

Olyan froccsonthetd RPET nanokompozitokat fejlesztet-
tiink ki elektronikai alkalmazasokhoz, amelyek csokken-
tett éghetdséggel és kivald mechanikai tulajdonsagokkal
rendelkeznek.®

2.3. Feldolgozastechnolégiai eredmények

Sikeresen gyartottunk RPET-b6l égésgatolt mikrocellas
habtermékeket szuperkritikus CO--dal végzett extrudalas-
sal,” valamint batch habositasi technologiaval (3. abra).?
Demonstraltuk az RPET-habgyartas kozeli-infravoros
(NIR) spektroszkopianalapulo in-line mindségellenérzését.’

3. abra. Egésgatolt RPET-hab SEM-képe és a foszfor elemanalizisének
eredménye®

Az extruzi6 és froccsontés mellett az additiv gyartastech-
nologiak, tobbek kozott a 3D-nyomtatas szerepe is egyre
jelentdsebb. RPET és EBA-GMA felhasznalasaval sike-
resen gyartottunk filamentet, abbdl pedig j6 mindségii
3D-nyomtatott probatesteket.'” Az elasztomer jelenléte hoz-
zajarult a ridegség csokkenéséhez, amely megkonnyitette a
gyartasi folyamatot.

Az RPET-alapu alapanyagok esetén is fontos az tGjrafel-
dolgozhatosag. Ezért megvizsgaltuk az RPET/EBA-GMA
rendszerek mechanikai ujrahasznosithatésagat. A maso-
dik feldolgozasi ciklust kovetéen az iitdszilardsag csok-
kent, de mas mechanikai jellemzéknél inkabb javulast
tapasztaltunk."
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3. Biopolimerek és égésgatlé anyagok eléallitasa
megujulé nyersanyagforrasbol

Korabban halogénezett égésgatlok hasznalata volt elterjedt,
mivel kis mennyiségben is hatékonyan tudtak csokkenteni
az anyagok éghetdségét. Am az elmult évtizedekben ezek a
vegyliletek egyre inkabb hattérbe szorultak kdrnyezeti és
egészségiligyi aggalyok miatt, mert égésiik soran korroziv
és mérgezO gazok képzddnek, amelyek karosak a kdrnye-
zetre és az emberi egészségre egyarant. Kutatocsoportunk
az égésgatld tulajdonsagok fenntarthatdé modon torté-
nd javitasat célozta meg, nem toxikus, kornyezetbarat és
fenntarthatd forrasbdl szarmazéd adalékanyagokkal. Ezen
iranyu fejlesztések nemcsak novelik a biopolimerek alkal-
mazhatdsagat, hanem elésegitik a biztonsagos, hosszu élet-
tartalmu és z6ld anyagok szélesebb korii elterjedését, igy
tamogatva a fenntarthaté ipari fejlédés megvalositasat. A
megujuld nyersanyagokat szamos esetben biologiai forra-
sokbdl allitjak eld. Példaul az alginatok a barna hinarok-
ban,' a fitinsav pedig a hiivelyesekben és az olajos magvak
héjaban megtalalhaté vegytiletek."® A természetben is meg-
talalhato adalékanyagok tovabbi elénye, hogy mivel maguk
is lebonthatoak, biodegradalhaté matrixban val6 alkalma-
zéasukkal megtarthatjuk az eredeti polimer matrix — példaul
a politejsav — biodegradalhato tulajdonsagat, mely biztositja
a hatékony hulladékgazdalkodas lehetdségét.

Az egyik legelterjedtebben alkalmazott égésgatlo tipust az
un. felhabosodoé rendszerek jelentik. Ezek az intumeszcens
rendszerek tartalmaznak egy szenesedd komponenst, egy
savforrast és egy gazképz6 komponenst. A miikddési me-
chanizmus szerint a miianyag égésekor ho hatasara a sav-
forrasbol keletkez6 savak szenesiteni kezdik a szénforrast
€és a — rendszerint nitrogén tartalma — gazforrasbol szarma-
76 gaz habot képez a szenesedd komponensbdl keletkezd
szénréteggel. A szenes habréteg részlegesen gatolja a ho- és
gaz-, koztiik az oxigéntranszportot is a lang és a kondenzalt
fazis kozott. Szenesedd komponensként korabban gyakran
alkalmaztak pentaeritritet, azonban napjainkban ezt a pet-
rolkémiai terméket egyre tobbszor zold alapanyagok — pél-
daul, keményitd, celluloz vagy alginatok — helyettesitik.!*!3
A savforrasok koziil a foszfor tartalmu vegyiiletek mutatjak
a legnagyobb hatékonysagot.'®!” A szenes habréteg merevsé-
gét tovabb fokozhatja, amennyiben szilicium-vegyiileteket,
illetve kiilonboz6 fémsokat alkalmazunk, melyekbdl az égés
soran szilikatok és szilicium-foszfatok, illetve fém-oxidok
¢és fém-karbonatok képzddhetnek. Mivel ezek igen magas
hémeérsékletig stabil vegyiiletek — az erdsitd hatds mellett
— a szenes maradék mennyiségét is novelik, valamint ezzel
parhuzamosan csokkentik az éghet6 anyag hanyadat.'

3.1. Hore keményed6 rendszerek égésgatlasa

A hore keményedd anyagok égésgatlasa kiilonosen fontos,
mivel ezeket az anyagokat széles korben alkalmazzak olyan
teriileteken, ahol magas h6- és mechanikai terhelésnek van-
nak kitéve. A hdére keményedd mligyantak, mint példaul az
epoxigyantak és a fenolgyantak, éghetdek, ezért égésgatld
adalékanyagokat vagy szerkezeti modositasokat alkalmaz-

nak a tlizbiztonsag javitasa érdekében. Kutatasunk soran
a vizbazisu rendszerek eldnyeire épitve eldallitottunk egy
teljesen bioalapt, égésgatolt epoxigyantat, szorbit-poligli-
cidil-éter (SPE) ¢és fitinsav (PA) alkalmazasaval (4. dbra),
ahol az utobbi magas foszfor-tartalma miatt elonyds lehet
az égésgatlasi tulajdonsagokat tekintve.'®

HO_ / ?H
[
/ SoHo—P=0
oH OH o ° H \
\7/\ o/\/k‘/k/ o \/A /\\p/o ‘\«“20
o o o he OH \p/ Ot
d o O:T—OH O //O
OH / ou
HO
SPE
PA

4. abra. Szorbit-poliglicidil-éter (SPE) és fitinsav (PA) szerkezete

A foszfor tartalmu égésgatlok eldallitdsa szamos esetben
nem kornyezetbarat modon torténik. Ezzel szemben a kuta-
tocsoportunk kornyezetbarat modon — foszfor-pentoxid és
alkoholok addicios reakciojaval — allitott elé foszfor tartal-
mu vegylileteket, melyek melamin soit égésgatlo adalékként
alkalmazva hatékonyan fokoztak a szenesedést epoxi gyan-
ta matrixban. Az eldallitott vegyiiletek egy masik lehetsé-
ges hasznositasa a prekurzorként valé alkalmazas celluloz
szalak szilanos reaktiv feliiletkezelése soran. A foszfor tar-
talmu szilanok képesek a természetes szalak — mint példaul
a celluloz — hidroxil csoportjaival kotéseket 1étrehozni. A
foszfor tartalmu szilant és a celluldzt 1:1 tdomegaranyban
reagaltatva termikusan stabil égésgatld adalék keletkezik,
mely a leggyakrabban hasznalt termoplasztikus polimer
rendszerekben feldolgozhato."”

3.2. Bioalapu égésgatlok eléallitasa és vizsgalata

Az adalékanyagok nitrogén és foszfor-tartalmu vegyiile-
tekkel torténd feliiletkezelése, illetve szilanozasa hatékony
modszerek az égésgatld hatas javitasara. Natrium-alginat
foszforos szilannal (PSil) valo, vizes fazisu feliiletkezelé-
sével, majd a termék kalcium-ionokkal tdrténd kicsapa-
saval olyan égésgatlo adalék hozhatd 1étre, melyet ammo-
nium-polifoszfatot (APP) tartalmazo politejsav matrixa
kompozitban alkalmazva az égés soran mért hokibocsa-
tas és fiistképzodés jelentdsen kisebb, mint a csak APP-t
tartalmazd kompozit esetében. A feliiletkezelés hatasara
Osszefliggd, bliszter szerli szerkezet jon létre a szenes ma-
radékban, ami erdsitd hatast gyakorol a szenes habrétegre
és megnoveli annak termikus stabilitasat. Tovabba az égés
soran képzodo szervetlen szilikatok és kalcium-sok tovabb
er6sitik a szenes réteg szerkezetét (5. abra).'

Figure 12. Schematic representation of the mechanism of APP_PSilAlg
flame retardant system.

5. abra. A PSil-lel kezelt alginatot és APP-t tartalmaz6 rendszer
égésgatlo mechanizmusanak sematikus abraja'
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Sok esetben a reaktiv modositas mellett a fizikai modositas
is nagy szerepet jatszik a megfeleld égésgatld hatas kival-
tasaban. Korabbi munkank sordn 15 tdomeg% APP mellett
3 tomeg%-ban a keményitd enzimatikus lebomlasa soran
képz6do ciklikus oligoszacharidokat — ciklodextrineket —
alkalmaztunk politejsav égésgatlasara. A 2-hidroxipropil-f
ciklodextrin (HP-B-CD) vizes oldatabdl nagysebességii
elektrosztatikus szalképzéssel (HSES) eldallitott mikro-
szalak onmagukban, és foszforos szilannal (PSil) modosi-
tott ciklodextrin alkalmazésa esetén is jobb eredményeket
mutattak, mint a kezeletlen és PSil-lel kezelt por formaban
alkalmazott adalékok. Ennek a hatasnak a f6 oka a nagyobb
fajlagos feliilet, melynek kdszonhetéen az adalékanyag job-
ban eloszlik a polimerben és a nagyobb hatarfeliilet és jobb
fizikai kolcsonhatdsok miatt hatékonyabban fejti ki a hata-
sat. Mind a szalas szerkezet, mind a PSil-lel torténo kezelés
fokozza a ciklodextrin adalék és a szenes réteg termikus
stabilitasat és jelentdsen noveli az oxigén index (LOI) érté-
két (6. abra).?*!

Fig. 13. Schematic representation of the flame retardancy mechanism.

6. abra. A szalas és a por formaban alkalmazott kezeletlen HP-B-CD
mechanizmusa®

Az alaki tényez0 a fajlagos feliilet hatasan kiviil mas mo-
don is befolyasolhatja a termék tulajdonsagait. Az égésgat-
16 hatékonysagot rontd kandc hatas a természetes szalak
— példaul a celluléz — alkalmazasa esetén gyakran fellépd
jelenség. A kanochatas mértéke elsdsorban a nagyobb hosz-
szusagu szalak esetén jelentds. A kezeletlen és a nitrogén és
foszfor tartalmu vegyiiletekkel égésgatolt celluloz szalakat
15 tdmeg% melamin polifoszfat (MPP) alkalmazasa mellett
vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a megfeleld szenesedés el-
érésehez legalabb 10 tomeg% celluldz tartalomra van sziik-
ség a politejsav matrixti kompozitban. Az égésgatlo kezelés
a kanochatast nem mérsékelte, azonban csOkkentette az
éghetd gazok kibocsatasat az égés soran ¢s fokozta a sze-
nesedést. A kandc hatas miatt a leghosszabb celluldozt tar-
talmazo kompozitok 2%-kal kisebb oxigén index (LOI) ér-
tékkel rendelkeztek, mint a legrovidebb széalakat tartalmazo
kompozitok. A kiilonb6z6 hosszusagu celluldéz mikroszalak
vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy a vizsgalt méretek
kozil a kozepes hosszusagu szalak alkalmazasa eredmé-
nyezte a leghatékonyabb égésgatld hatast, mivel ezeknél a
szenes habréteget erdsitd hatas és az égésgatlast mérsékld
kanoc effektus optimalis aranyban fejtették ki a hatasukat.?

A természetes szalerdsitésli kompozitok esetében az égés-
gatlo kezelés a hatarfeliileti kolcsonhatasokat is befolyasol-
hatja. Sima szovést len szovetbdl és politejsav filmbdl fel-
épiilo, tobbrétegli biokompozit tulajdonsagait vizsgalva azt
tapasztaltuk, hogy a szévet diammoénium-polifoszfattal és

karbamiddal valo kezelésének, valamint a politejsav ammo-
nium-polifoszfat tartalménak optimalizalasa a mechanikai
tulajdonsagok és az égésgatoltsag egyiittes javulasat ered-
meényezheti. A kompozit §sszetevoinek egylittes égésgatla-
sa jelentdsen jobb eredményeket adott, mint amikor csupan
az erdsito rétegként jelen levo len szovet vagy a PLA matrix
volt égésgatolva. A vartnal jobb eredményeket a matrixban
¢és az ersitd anyagban is jelen levd foszfatok hatasara ki-
alakitott er6sebb hatarfeliileti kdlesonhatasok okozhattak.?

3.3. Egésgatlé rendszerek médositasa

Az adalékanyagok feliileti tulajdonsagainak moddositasa-
ra az egyik leghatékonyabb modszer a mikrokapszulazas,
mely soran egy kiilsé héj kialakitasaval valtoztatjuk meg a
hatarfeliileti kolesonhatasokat.*

Ammoénium-polifoszfat (APP) égésgatlot szorbit poligli-
cidil-éter-alapu bioepoxi gyantaval mikrokapszuldzva az
APP betdlti a savforras és a gazképzo szerepét, mig a bioe-
poxi héj szenesedd komponensként van jelen az égésgatld
rendszerben, igy egyetlen adalé¢kkal beviheté a teljes fel-
habosod6 égésgatld rendszer a polimer matrixba. A mik-
rokapszulazott APP-t politejsav matrixban alkalmazva azt
tapasztaljuk, hogy a bioepoxi héj réteg csokkenti a kompo-
zit rendszer vizérzékenységét €s fokozza a szenesedd ké-
pességét az adalékként csupan APP-t tartalmazo kompozit-
hoz képest.”> Ez a rendszer a kés6bbiekben polipropilénben
is hatékonynak bizonyult, és adalékok fizikai keverékének
hasznalatadhoz viszonyitva, a mikrokapszuldzott adalék
alkalmazasakor a polipropilén kompozit égési intenzitasa
csokkent, a szenes maradék mennyisége pedig nétt. A ked-
vez6bb tulajdonsagok oka az APP mag és a szenesedd héj
ko6z6tti jo kolesonhatasoknak koszonhet6.?

Egy 1j, potencidlisan megujuléd forrasbol eldallithatod poliol
komponenssel késziilt poliuretan héjjal mikrokapszulazott
ammonium-polifoszfatot (GS-MCAPP) is eldallitottunk. A
peremszog mérésnél a mikrokapszulazott részecskék hid-
rofob karaktert mutattak a kezeletlen részecskékhez viszo-
nyitva, amely hidroféb polimerekben alkalmazva elényos
lehet. A mikrokapszulak hatékonysagat PLA és PP polime-
rekben vizsgaltuk. Az égés utani szenes maradékot Raman
mikrospektrométerrel is megvizsgaltuk, ahol azt tapasz-
taltuk, hogy a mikrokapszula hatasara a rendezett szenes
szerkezet aranya magasabb. SEM felvételeken a szenes ré-
teg keresztmetszetén lathatd, hogy a mikrokapszulas minta
szenes szerkezete vastagabb és robusztusabb, bizonyitva a
jobb szenesedést. Ezek az eredmények bizonyitjak, hogy
a poliuretan héjjal mikrokapszulazott ammonium-poli-
foszfat megfelelden tudja a szenesedé komponenst beépi-
teni az égésgatolt rendszerbe, igy csokkentve a polimer
éghet6ségét.”’

Bar a mikrokapszulazott APP égésgatlok hatékonynak bi-
zonyultak PLA égésgatlasaban, a szakirodalomban gyakran
alkalmaznak kiilonb6z6 agyagasvanyokat szinergistaként,
melyek elsédleges feladata a polimerre jellemzé csepegé-
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si hajlam csokkentése. Szisztematikus vizsgalatsorozatot
végeztiink az agyagasvanyok tipusa, feliiletkezelése és
koncentracidja hatdsanak azonositdsa érdekében. A mont-
morillonit és a szepiolit agyagasvany adalék esetében alkal-
mazott szerves feliiletkezelés megnovelte a kolesonhatast
a fazisok kozott a dinamikus mechanikai analizis (DMA)
vizsgalatok tantsaga szerint, mégis az égésgatolt mintak
éghetdségi vizsgalata sordn eltérd eredményeket kaptunk
a két agyagéasvany esetében. A lemezszerti montmorillonit
vonatkozasaban kisérletileg igazoltuk azt a korabban fel-
tételezett mechanizmust miszerint égésgatld hatékonysa-
gat az ¢gés soran a polimer feliiletére migralva fejti ki. Az
elszenesedett védoréteg elemanalizises térképezése soran
kimutattuk, hogy a montmorillonit feliiletkezelése — a poli-
tejsav matrixszal megnovekedett kompatibilitdsa kovetkez-
tében — gatolja a migraciot. A szalszerii szepiolit esetében
az organofilizalas megndvelte migraciot a felszinre, amely
kimagaslo égésgatlast eredményezett a konikus kalorimé-
terben meghatarozott jellemzok tantisaga szerint.?®

4. Osszefoglalas, tj kutatasi iranyok

Eddigi kutatasaink sordn szamos lehetdséget feltartunk a
kiilonb6z6 polimer rendszerek fenntarthatobba és bizton-
sagosabba tételére, azonban a munka még nem ért véget.
Terveink kozott szerepel az Gjrahasznositott milanyag ter-
mékek tulajdonsagainak testreszabasat lehetové tevo, sza-
balyozott ujrahasznositasi technologiak fejlesztése, tovabba
1j, tobbszorods ujrafeldolgozhatdsagot biztosito RPET-alapu
dinamikus térhalos szerkezetek (vitrimerek) fejlesztése.

Célunk tovabba, hogy a kornyezetbarat és biztonsagos
anyagok kutatdsan keresztiil elOsegitsiik a fosszilis ala-
pu mianyagok ¢és adalékanyagok gyartasanak kivalta-
sat megujuld nyersanyagforrasok minél nagyobb aranyt
felhasznalasaval.

A polimerek égésgatlasanak teriiletén tovabbi innova-
tiv fejlesztésekre van sziikség, amelyek novelik a korsze-
ri (foszfortartalmu) égésgatlok hatékonysagat, mikdzben
mego6rzik, vagy akar fokozzdk azok kdrnyezet- és egész-
ségvédelmi elényeit.
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Research of Sustainable Polymers: Materials Science for the Greener Future

Modern life is unimaginable without polymers, they are present
everywhere in our daily lives — our houses, clothing, electronic
appliances, vehicles, sports equipment, packaging, and so on. Due
to the immense demand, polymers cannot be eliminated from our
lives, but we can attempt to use them in a more sustainable way.

In this review, we discuss two possible approaches. The first is the
recycling of already produced materials, as the amount of waste
continues to grow with the increasing use of plastic. The circular
economy model promoted by the European Union places special
emphasis on the management of plastic waste and the creation
of circular applications of plastics. One method to achieve this
is through mechanical recycling, which, even though a cost-ef-
fective technology, it is only suitable for processing high-quality
waste fractions.

Our research group aims to produce sustainable materials from
polyethylene terephthalate (PET) waste fractions of various ori-
gins. These materials would not only be re-processable, but they
would be suitable for the production of value-added raw materials.
The research in the functionalised recyclability of PET covers the
whole cycle of recycling, including the development of methods
analysing waste materials,' through the creation of the technolo-
gies that allow for the economical processing of waste fractions,"
all the way to design functional product characteristics such as
heat resistance,* impact strength,’ flame retardancy,® mass reduc-
tion,’ thermal insulation,® and other advantageous properties.!

The second approach is the research of polymer materials derived
from renewable sources, with the potential of biodegradability,
that can offer a real alternative to the currently used petrol-based
plastics in terms of thermal and mechanical performance. These
environmentally friendly materials can replace conventional plas-
tics in many industrial applications while reducing environmental
pollution and the ecological footprint, also creating opportunities
for the development of new biodegradable products. In the case of
thermoplastic polymers, polylactic acid (PLA) is one of the most
promising materials.

The flame retardancy of biopolymers is a crucial step towards
making these materials a competitive alternative to convention-
al plastics in technical and industrial applications. The biopoly-
mers often have lower heat resistance, and due to their flamma-
ble nature, their use is limited under strict fire safety regulations.
Therefore, flame retardancy is inevitable. One of the most widely
used types of flame retardants is the so-called intumescent sys-
tem. These systems contain a carbon source (or charring agent),
an acid source, and a gas-forming component.

In this flame retardant system, pentaerythritol was often used as
the charring component, but nowadays, this petrochemical prod-
uct is increasingly being replaced by green materials—such as
starch, cellulose, or alginates, which was also explored by our re-

search group.'*!’ By surface-treating sodium alginate with a phos-
phorus-containing silane (PSil), followed by precipitation of the
product with calcium ions, a flame-retardant additive can be pro-
duced that was effective in enhancing the flame-retardant effect of
ammonium polyphosphate (APP)."* Aside from this, we used cy-
clodextrins to enhance the flame retardancy of PLA. We analysed
its efficiency in powder and microfiber form, and both forms were
modified with phosphorus-containing silane (PSil).?**' Another
method involves APP microencapsulated with materials that are
potentially derived from renewable sources, creating an all-in-one
intumescent flame retardant system.>>26:7

Among acid sources, phosphorus-containing compounds exhibit
the highest effectiveness,'®!”; however, the synthesis methods of
most parts apply harmful and toxic reagents, and the formation of
byproducts is often inevitable. We successfully prepared two FRs
via an addition reaction of phosphorus-pentoxide and alcohols.
These molecules can be used as additive FRs after salt formation
or as precursors for flame-retardant surface treatments of natural
fibres.”

The rigidity of the charred foam layer can be further enhanced
by the use of silicon compounds, clay minerals®® or various met-
al salts, which, during combustion, can form silicates and silicon
phosphates, as well as metal oxides and metal carbonates. Since
these compounds are stable at very high temperatures, they not
only reinforce the structure but also increase the amount of char
residue and simultaneously reduce the proportion of flammable
material."

In the case of thermosetting plastics, in spite of extensive research,
there is still no clear alternative to petroleum-based resins. In our
research, building on the advantages of water-based systems, we
developed a fully bio-based, flame-retardant epoxy resin using
sorbitol polyglycidyl ether and phytic acid, as the latter being ben-
eficial for flame retardancy due to its high phosphorus content.'

In our research so far, we have explored numerous possibilities
for making various polymer systems more sustainable and safer,
but the work is far from over. Our plans include the development
of controlled recycling technologies that enable the customisation
of properties in recycled plastic products, as well as the creation
of new RPET-based dynamic cross-linked structures (vitrim-
ers) that offer multiple recyclability. We also wish to contribute
to replacing the production of fossil-based plastics and additives
by promoting the use of renewable raw material sources to the
greatest extent possible through the research of environmentally
friendly and safe materials. In the field of polymer flame retardan-
cy, further innovative developments are needed to enhance the ef-
fectiveness of modern (phosphorus-containing) flame retardants
while maintaining—or even improving—their environmental and
health protection benefits.
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1. Bevezetés

A fogyasztoi igények kiszolgalasa a mlianyagipart az el-
mult 20 évben vezetd iparagga tette, ezért a globalis szin-
ten jelentkezd problémak erre az iparagra is nagymeérték-
ben kihatnak. Ilyen probléma a fosszilis energiahordozok
fogyasa €s az oriasi méreteket 6lté kdrnyezetszennyezes,
amely egész bolygonkra karos hatassal van. A miianyagipar
felé kiilonosen erds az elvaras, hogy a fenntarthatosag el-
vét kovetve minél nagyobb mértékben megujuld energia-
forrasokat hasznaljon alapanyagként, és adjon megoldast a
mianyaghulladék hibas kezelésének problémajara. Egyre
nagyobb az aggaly a kornyezetbe, az élovilagba és nem
utolsd sorban az emberi szervezetbe keriil6 mikromtianya-
gokkal kapcsolatban. Népszerti, st sok alkalmazasi terii-
leten el6iras a miianyagok helyettesitése mas anyagokkal,
sokszor akkor is, ha az alkalmazott 0j anyag a hasznalat
szempontjabol nem praktikus. A mai tarsadalom életmodja-
ba olyan nagymértékben beépiilt a mianyagok hasznalata,
hogy elképzelhetetlen teljesmértékii helyettesitésiik, azon-
ban a tudatos hozzdallds mindenképpen elengedhetetlen a
muanyagok alkalmazasa soran.

A Mtianyag- és Gumiipari Laboratérium (MGL) a Fizikai
Kémia és Anyagtudomanyi Tanszék egyik csoportja, amely
elsésorban a mlianyagok eldallitasaval, feldolgozasaval, jel-
lemzésével és alkalmazasaval kapcsolatban oktatja a BME
Vegyészmérndki és Biomérnoki Karanak hallgatoit, szak-
képzett mianyagipari mérnokoket képezve. Az oktatasi
tevékenység mellett évtizedek o6ta magas szinvonalu alap-
¢és alkalmazott kutatas zajlik a csoportban (1d. 1. abra),
amelynek a fokuszaban az utobbi 10 évben a fent emlitett
problémak és aggalyok allnak. Laboratériumunk szoro-
san egyiittmiikodik a HUN-REN Természettudomanyi
Kozpont Polimer Kémiai és Fizikai Kutatdcsoportjaval.
Munkank fontos részét képezi az egyiittmiilkodés hazai és
nemzetkozi ipari vallalatokkal, amely soran konkrét ipari
problémak megoldasan dolgozunk.

Bar fejlesztéssel nem tudjuk elérni azt, hogy az emberek,
a nagyvallalatok és az allami szervezetek a miianyaghul-
ladékot felel6sen kezeljék, az utdbbi évtizedben laborato-
riumunkban is meghatarozova valt az olyan anyagok és
megoldasok kutatasa ¢és fejlesztése, amelyek beilleszthetok
a korforgasos gazdasagba, mint példaul a miianyagok ké-

*  Tel.: 436 1 463 2479; e-mail: tatraaljai.dora@vbk.bme.hu

miai ujrahasznositdsa, illetve 0j stabilizatorok fejlesztése.
Ezentul szamos kutatasunk foglalkozik természetes ere-
detd, illetve biologiailag lebomlo polimer alapanyagokkal,
adalékanyagokkal, illetve tarsitdanyagokkal.

1. Abra. Kutatémunka az MGL-en.

2. A tarsitott rendszerek szerkezet tulajdonsag
osszefiiggései

Uj milanyag kifejlesztésének gazdasagos és gyors mod-
ja egy, mar létez0 polimer modositasa toltéanyag hozza-
adasaval (kompozit képzés), illetve egy masik polimer
hozzaadasaval (keverék készités). Igy a hagyomanyos to-
megmiianyagok 4talakitasaval is a miiszaki milanyagok
mechanikai tulajdonsagaival vetekedé mindségii j anyagot
kaphatunk. Tobb, gyakorlati szempontbol is fontos szalerd-
sitett milanyag kompozit széleskorii jellemzését végeztiik
el, hogy jobban megértsiik az anyag tulajdonsdgait megha-
taroz6 legfontosabb tényezoket'. Tobbkomponensii rend-
szerekben elengedhetetlen az anyagban lejatszodo lokalis
deformacios folyamatok ismerete, mivel ezek alapvetden
hatarozzak meg az anyag viselkedését kiilso fesziiltség ha-
tasara. Laboratoriumunkban olyan modon is sikeriilt ered-
ményesen javitanunk egy anyag mechanikai tulajdonsagait,
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hogy megvaltoztattuk az anyagban végbemend meghataro-
76 tonkremeneteli folyamatot?.

3. Természetes alapu polimer modositasa tovabbi
komponensekkel

A politejsav (PLA) egy olyan termoplasztikus poliészter,
amely megfelelé mechanikai tulajdonsagainak és a bio-
kompatibilitasdnak koszonhetden az egyik legigéretesebb
természetes alapi és egyben biodegradalhaté polimer.
Eloallithatd fermentalt novényi keményitébol, kukoricak-
eményitobdl, cukornadbdl, cukorrépabol, de akar mezo-
gazdasagi hulladékbol is. A PLA-bdl eléallitott termékek
alkalmazasanak korlatjai kozé tartozik gyenge héallosaga,
érzékenysége a nedvességre és ridegsége. Ahhoz, hogy a
PLA szerkezeti anyagként is hatékonyan alkalmazhat6 le-
gyen, litésallosagat jelentdsen novelni kell. Ezt megtehetjiik
szintetikus szal erdsitdanyag alkalmazasaval, ennek hatra-
nya viszont, hogy a kompozit mar nem 100%-ban biodegra-
dalhat6. Laborunkban eredményesen javitottuk a PLA {ité-
sallosagat szintetikus szerves polivinil-alkohol (PVOH) és
polietilén-tereftalat (PET) szalak hozzaadasaval ugy, hogy
emellett az anyag modulusa is n6tt>.

4. Természetes eredetii tarsitéanyagok alkalmazasa

A fenntarthatd gazdasag koncepcidjanak jobban megfelel,
ha a polimer keverékekben és kompozitokban alkalma-
zott tarsitdanyag is természetes eredetli. A természetes
szalak alkalmazasanak elénye, hogy gyakran valamilyen
mezdégazdasagi mivelet melléktermékeként keletkeznek,
ezért viszonylag olcsok, valamint, hogy a kis stiriségiik-
hoz képest j6 mechanikai tulajdonsagokkal rendelkeznek.
Sikeresen megvaldsitottuk a PLA és a polipropilén (PP)
mechanikai tulajdonsagainak modositasat tobb természetes
eredetll tarsitdbanyag hozzaadasaval, faliszttel, lennel, ba-
gasszal, ligninnel és termoplasztikus keményitével'°. A
2a. abran jol latszik, hogy a lenszal, illetve a faliszt jelen-
tésen novelte a PP modulusat, hatasa vetekszik a szintetikus
szélakéval. Ugyanakkor hatrany, hogy a természetes erd-
sitdanyaggal készitett kompozitok iitésallosaga altalaban
gyenge, még abban az esetben is, ha kémiai kapcsoldéanya-
got alkalmazunk, hogy erésitsiik a tdltdanyag és a matrix
kozotti kolcsonhatast (2b. abra).

5. Hibrid biokompozitok

Ahogy a 2. abra is mutatja, a természetes szalak bar gyak-
ran novelik a kompozit modulusat, az anyag {itésallésaga
sokszor nem javul kielégité mértékben. Ilyen esetekben kii-
16nboz6 tarsitoanyagok egyidejii alkalmazasa célravezetd
lehet, igy a milanyag tobb tulajdonsagat egyidejiileg tud-
juk moédositani. Ebbdl a meggondolasbdl fejlesztettiink ki
tobbek kozott PLA/lignin/poli(butilén-adipat-ko-tereftalat)
(PBAT) hibrid keveréket, PP/PET/természetes szal és PP/
lignin/lenszal hibrid kompozitokat, amelyekben mar haté-
konyan alkalmazunk egyrészt megtijuld forrasbol szarmazo

természetes szalakat a merevség novelésére, masrészt nagy-
hatékonysagu szintetikus szalakat az titésallosag novelésé-
re’. Ezekben a kompozitokban szamos lokalis deformacios
folyamat megy végbe, amelyek megfeleld 6sszehangolasa
kedvezo tulajdonsdgkombinaciot eredményez. Ezeket a fo-
lyamatokat szemlélteti a 3. abra, amelyen kiilonb6z6 hibrid
kompozitok torési feliiletérdl pasztazo elektronmikroszko-
ppal késziilt felvétel lathat6. A B abran jol lathato, hogy a
jellemz6 tonkremeneteli mod a szalak kihuzodasa volt, mig
a tobbi abran inkabb a szalak szakadasa figyelheté meg.
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2. Abra. PVA, PET és len szallal, illetve faliszttel erésitett PP
merevségének (a) s iitésallosaganak (b) valtozasa a hozzaadott
erdsitdanyag térfogattortje fliggvényében (Teli jelold: kapcsoloanyag
hozzaadasaval, iires jel616: kapcsoloanyag nélkil.)°.
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3. Abra. Hibrid PP kompozitok torési feliiletérél pasztazo elektronmikroszkoppal késziilt felvételek’.

6. Természetes eredetii nanoanyagok, nanokompozitok

Kompozitok esetén a tarsitoanyag szemcseméretének csok-
kenése nagyobb fajlagos feliiletet és ezzel egyiitt megnd-
vekedett kolesonhatast eredményez a toltéanyag és a mat-
rix kozott. Ez az egyik tényezd, amely a nanokompozitok
fejlesztését motivalja. Ugyanakkor a kis szemcseméret
noveli a toltd vagy erdsitdanyag aggregacios hajlamat, ami
viszont az iitésallésag romlasahoz vezet és korlatozza az
anyag alkalmazasanak lehetdségeit’®. A kereskedelemben
kaphat6 hibrid toltéanyagbol képzodott aggregatumokrol
transzmisszids elektronmikroszkoppal késziilt kép jol mu-
tatja, hogy az aggregatumok mérete messze meghaladja a
nanométeres mérettartomanyt, illetve az egyedi szemcsék
méretét (4. abra). Az aggregacio elkeriilésének érdekében a
toltbanyag feliiletkezelésére lehet sziikség. Sikeresen allitot-
tunk el6 olyan nano-hidroxiapatit tdltdanyagot tartalmazo
PLA alapt csontp6tlo anyagot, melyben a feliiletkezeldszer
segitségével az aggregaciot jelentsen visszaszoritottuk!!.
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4. Abra. Transzmisszios elektronmikroszkoppal késziilt felvétel egy
nanotdltéanyag aggregaciojarol PP matrixban'’.

A laboratériumunkban vizsgalt nanoméretii tarsitéanyagok
kozé tartoznak a természetes eredetii halloysite nanocsdvek
(HNT) is. A csovek belsé atmérdje néhany tiz nanométer,
ahova kiilonb6z06 természetes stabilizatorokat juttathatunk,

hogy ez a polimerben tarsitoanyagként alkalmazva id6-
ben elnyujtott, ellendrzott stabilizaldo hatast eredményez-
zen'>3, A Burkholderia cepacia lipazt sikeresen vittiik fel
halloysite nanocs6hordoz¢ feliiletére, majd a nanocsévet
poli-e-kaprolakton matrixhoz adva az enzim a polimeren
vilagon el6szor készitettiink dnlebomlo polimer kompozi-
tot. Az 5. abra a hordozora felvitt enzim katalitikus hatasat
mutatja az enzimet nem tartalmazo polikaprolaktonhoz ké-
pest. Mig az utdbbi anyag tomege nem valtozik az idével, az
onlebomld kompozit tdmege folyamatosan csokken.

24 ora 168 éra 216 dra 576 éra 792 6ra
b?

1080 ora

P

24 6ra 168 ora 216 éra

576 éra 792 6ra 1080 6ra

5. Abra. Onlebomlé polikaprolakton (PCL) film degradacioja az enzim
katalitikus hatasara. Enzim nélkiil (a), enzim jelenlétében (b)

Igéretes, természetes eredetii nanoanyag a kristalyos na-
nocelluloz (CNC). Laborunkban vizsgaltuk a pamutbol és
lenbdl kinyert kristalyos nanocelluléz kristalyokat, szusz-
penzidkat és a beldliik eléallitott filmeket. A nanoméretii
tékben csokkentettiik, igy jelentésen noveltiik az altalunk
eléallitott filmek szakitoszilardsagat és merevségét. A fil-
mek szakitoszilardsagat glicerin €s szorbit lagyitokkal to-
vabb tudtuk ndvelni, az igy eléallitott anyag potencialisan a
csomagoldiparban is hasznalhat6'>!. A természetes polime-
rekkel kapcsolatos kutatasainkat ugyanebben a kiilonszam-
ban egy masik publikacioban mutatjuk be részletesen.
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7. Kristalyszerkezet és tulajdonsag 6sszefiiggések
modellezése

Sok sz6 esett a miianyagok szerkezete és tulajdonsagai kozotti
Osszefiiggések megismerésének fontossagarol. Amennyiben
van informacionk a vizsgalt anyag szerkezetérdl, modellek
segitségével meg tudjuk becsiilni annak tulajdonsagait anél-
kil, hogy id6igényes vizsgalatokat végeznénk. A felallitott
modellek segitségével, szamitdogépes szimulacioval becsiil-
tiikk a polimert felépité kristalyszerkezetet. A modellek és szi-
mulaciok gyakorlati hasznossaga jelentds, hiszen segitenek
Uj anyagok tervezésében és felgyorsitjdk a fejlesztés folya-
matat. Polipropilén, polietilén és PET szerkezetének vizsga-
lata eredményeként szoros dsszefiiggést allapitottunk meg az
anyagok kristalyos szerkezete és modulusa kozott'7 .

8. Biokompatibilis polimerek alkalmazasa,
enzimatikus degradacio

Azontll, hogy 0j anyagok fejlesztésekor fontos a polimer
eredete ¢és biodegradacidja, 1ényeges szempont a polimerek
szervezetre gyakorolt hatdsa is. A biokompatibilis polime-
rek fejlesztése lehetdséget ad a mlianyagok elterjedésére az
orvosbiologiaban is. Elektromos szalhuzassal PLA, poli-
kaprolakton (PCL) és poli(3-hidroxibutirat) (PHB) biopo-
limerekbdl olyan sszefiiggd porusszerkezetli vazanyagot,
scaffoldot hoztunk létre, amelyen a szdvetet kialakit6 sejtek
megtapadnak és szaporodnak, a kialakitand6 szdvet a vaza-
nyagon harom dimenzioban novekszik>**!,

Biokompatibilis PHB felhasznalasaval sikeresen allithato eld
orvosbiologiai implantatum és hatéanyag-leadd matrix is. A
6. abran nedves szalhtizassal eldallitott szalak lathatok, ame-
lyek alkalmasak vazanyagok készitésére, de ellendrzott ha-
toanyagleado6 rendszerek eldallitasara is. Annak érdekében,
hogy az alkalmazhatdsag elnyeirdl és korlatairol megfeleld
képet kapjunk, széleskorlien vizsgaltuk a PHB enzimati-
Az enzimreakciok leirdsara hagyomanyosan alkalmazott
Michaelis-Menten modellt ugy modositottuk, hogy a poli-
eszkozoket, megfelelden leirhassuk®. A degradacié kineti-
kajan tal olyan Gjszerii megkdzelitést sikeriilt kidolgoznunk
kismolstlya adalékok difftzids koefficiensének meghataro-
zasara amorf PHB filmekben, amely segitségével empirikus
faktorok nélkiil leirhatjuk a hatéanyag-leadas id6fiiggését®.
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6. Abra. Nedves szalhiizassal eléallitott PHB szalakrol digitalis optikai
mikroszkoppal késziilt kép?'.

A PHB mellett vizsgaltuk a PLA enzimatikus degradaci-
ojanak optimalis kdrnyezeti paramétereit. A Proteinase K
fényt deritettek a folyamatot meghatarozo legfontosabb
tényezokre, az enzimkoncentraciora, a hémérsékletre és
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alapjan biodegradalhato PLA/CNC kompozitokat allitot-
tunk el6®.

Egy Europai Unios projekt keretében olyan természetes
fehérje, illetve szintetikus poliaminosav nanorészecskéket
fejlesztlink, amelyek lehetévé teszik a vizben rosszul oldo-
do gyogyszerhatoanyagok oldatba vitelét, célba juttatasat és
késleltetett felszivodasat. Mindehhez zold kémiai eljaraso-
kat alkalmazunk: kukoricafehérjébdl, illetve aminosavak-
bdl kiindulva deszolvacioval, vizes kozegben hozunk létre
nanorészecskéket, amelyeket kiilonboz6 eredeti és szerke-
zetll poliszacharidokkal (pektin, alginat, karragén) vonunk
be, majd stabilitasuk novelése érdekében enzimesen térha-
l6situnk. A nanorészecskék jellemzése soran, azok mére-
teloszlasa és hatdanyagleadasi jellemz6i mellett, kiemelt fi-
gyelmet forditunk az altaluk kivaltott immunvalasz in vitro
vizsgalatara és mérséklésére.

9. Kémiai jrahasznositas

Térhalos szerkezetiik miatt egyszert fizikai jrahasznosi-
tassal nem lehetséges feldolgozni a poliuretan parnak és
matracok hulladékat. Egy torok-magyar Europai Uniods pro-
ject keretében lagy poliuretan habok kémiai lebontasaval,
szolvolizissel foglalkozunk (I1d. 7. abra). Célunk a bomlas-
termékek jrahasznositasi lehetdségeinek felderitése. Ezen
tal kutatocsoportunk részt vesz PET és epoxigyanta kor-
nyezetbarat kémiai lebontasaban is. A lebontast szuperkriti-
kus allapott vizzel végezziik, amelynek elénye a rendkiviil
gyors, majdnem pillanatszerii reakcio.

7. Abra. Poliuretan habok glikolizissel t6rténd bontasanak termékei.
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10. Természetes stabilizatorok

A polimerek, feldolgozasuk soran magas hémérsékleten
oxigénnel reagalhatnak, ami a lancok szerkezetének meg-
valtozdsdhoz ¢és a termék tulajdonsdgainak romlasédhoz
vezethet. A degradacié mértékének csokkentésére az eld-
allitas, illetve feldolgozas soran a polimerhez stabilizatort
adnak. Aggodalomra adhat okot az iparban leggyakrabban
alkalmazott stabilizatorokkal kapcsolatban, a szintetikus
fenolos antioxidansok reakciotermékeinek esetlegesen ne-
gativ hatdsa az €16 szervezetekre. Kutatocsoportunk olyan
természetes eredetli modern stabilizatorok fejlesztésén dol-
gozik, amelyek nem karositjak a kdrnyezetet, illetve az €16
szervezetet, ha kikeriilnek az anyagbol. Ilyen antioxidasok
kozé tartoznak példaul a kurkumin, amely elterjedten al-
kalmazott fiiszer, élelmiszeripari segédanyag és a termé-
szetgyogyaszatban alkalmazott anyag (1d. 8. abra), a dihid-
romiricetin, a kvercetin, a szilimarin, a t-resveratrol és a
rutin®*3°, Ezek az antioxidansok megtalalhatok kiilonboz6
gyliimdlcsokben, zoldségekben, levelekben és magokban.
Sikeresen alkalmaztuk Oket polimeromledékek stabiliza-
lasara kimutatva, hogy sok esetben hatékonyabbak, mint
a hagyomanyosan alkalmazott ipari antioxidansok. A sta-
bilizatorok mellézése, illetve nem megfeleld stabilizatorok
alkalmazasa komoly akadaly az {jrahasznositott mianya-
gok elterjedésében. Laboratoriumunkban ezért vizsgaljuk
ujrahasznositott polimer granulatum utélagos stabilizala-
sdnak lehetdségeit, ezzel tamogatva a korkords gazdasag
eléremozditasat.

8. Abra. A kurkumin természetes eredete, a kurkuma.

11. A Kkutatason tul

Azontul, hogy csoportunk magas szinvonalu oktatdsi és
kutatasi tevékenységet folytat a miianyagok jellemzésével,
feldolgozasaval, fejlesztésével és alkalmazasaval kapcsolat-
ban, kiilonb6z6 konferenciak, workshopok szervezésével és
platformok 1étesitésével nemzetkozi szinten is részt valla-
lunk a fenntarthaté gazdasag kutatasi iranyzatainak kijelo-
1ésében €s egy nemzetkozi szintli 6sszefogas kialakitasaban.
Minden masodik évben megszervezziik Magyarorszagon
a BiPoCo konferenciat (International Conference on Bio-
based Polymers and Composites), amelyen a vilag minden
tajarol érkezd, nemzetkozileg elismert eléadok bemutatjak
az aktualis kutatasi iranyzatokat és lehetOségeket a bio-
polimerek és biokompozitok, valamint a biomassza alapu
gazdasag teriiletén. A 9. abran a legutobbi, 2024 szeptem-
ber elején rendezett konferencia résztvevdirdl késziilt cso-
portkép lathato. Ezen tul a konferencia lehetdséget teremt a

konstruktiv parbeszédre a teriileten érdekelt kutatok €s ipa-
ri szereplok szamara. A csoport altal szervezett BIOEAST
Kezdeményezés Kozép- és Kelet-Eurdpa orszdgaiban tamo-
gatja a biomassza termelését és feldolgozasat érintd szakpo-
litikak tudasalapu Osszekapcsolasat, valamint a kutatasi és
innovacios kapacitasok erésitését.

9. Abra. A 2024-ben Esztergomban megrendezett BiPoCo konferencia
résztvevoi.
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Research activity at the Laboratory of Plastics and Rubber Technology

The Laboratory of Plastics and Rubber Technology (MGL) is a
group of the Department of Physical Chemistry and Materials
Science, which mainly teaches students of the Faculty of Chemical
Technology and Biotechnology at BME, training qualified en-
gineers for the plastics industry. Our laboratory works in close
collaboration with the Polymer Chemistry and Physics Research
Group of the HUN-REN Research Centre for Natural Sciences.
An important part of our work is the cooperation with national
and international industrial companies, where we work on solving
specific industrial problems. In addition to teaching and industrial
activities, the group has been carrying out high-quality basic and
applied research for decades, with a focus over the last 10 years
on the research and development of materials and solutions that

can be integrated into the circular economy. We actively explore
the possibilities of the chemical recycling of various plastics, such
as PET and polyurethane, and the use of natural-based stabiliz-
ers. Much of our research focuses on naturally derived materials.
We have successfully developed hybrid biocomposites and natu-
ral-based nanomaterials. Our laboratory has also pioneered the
development of biocompatible and biodegradable materials for
biomedical applications. In addition to our high-quality teach-
ing and research activities, our group is also involved in setting
research directions for the sustainable economy and building an
international network of connections by organizing conferences,
workshops, and platforms at the international level.
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Kutatocsoport aramlasos kémia teriiletén végzett kutatasai
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1. Bevezetés

A hagyomanyos szerves kémiai szintetikus moddszerek
tobbsége szakaszos reakciovezetésre épiil, melyet labora-
toriumi kornyezetben gomblombikokban, ipari szinten pe-
dig nagyméreti tartalyreaktorokban valdsitanak meg. Az
ezredforduld 6ta azonban egyre nagyobb figyelmet kap az
aramlasos kémia, amit jol mutat az elmult két évtizedben
megjelent publikaciok novekvo szama is (1. dbra). Az dram-
lasos technoldgia szdmos eldnnyel rendelkezik, igy mind az
akadémiai kutatasok, mind a gyogyszeripar egyre nagyobb
figyelmet fordit ra, és napjainkra a szintetikus kémia egyik
legkorszeriibb ¢és legdinamikusabban fejlodé teriiletévé
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1. Abra. Az elmult 25 évben az dramlasos kémia teriiletén évente
megjelent cikkek szama (Web of Science ,,flow chemistry” éves talalatai
2000 és 2024 kozott)

1.1. Az aramlasos kémiarol roviden

Az 4dramlasos kémia lényegét egy egyszeri, egylépéses re-
akcio6 kivitelezésére alkalmas 0sszeallitason keresztiil lehet
a legkdnnyebben szemléltetni (2. abran). A reagensek ho-
mogén oldatait pumpak segitségével taplaljuk be vékony,
kisatmér6jii csoveken keresztiil egy haromagas keverde-
lembe (7-keverdbe). Az egyesitett oldat a keverdelembdl
egy flthetd reaktortérbe aramlik, ahol a pumpak altal beal-
litott aramlasi sebesség és tartozkodasi idé mellett jatszodik
le a reakcio. Ezt kdvetden az elegy egy nyomasszabalyozo
szelepen (BPR — back pressure regulator) keresztiil tavo-
zik, majd egy termékgyijtd tartalyban keriil dsszegyfijtés-
re. Kiemelendd, hogy az dramlasos kémia egyik f6 elonye a
nagyfokt modularitas, igy az alapvetden egyszerii rendszer
elemeinek valtoztatasaval a szintézislépésekhez igazodva
szamos eltérd, akar osszetett rendszer is felépitheto.

*  Tel.: 436 1 363 1111/5886; e-mail: balint.erika@vbk.bme.hu
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2. Abra. Egy alapvet6 aramlasos kémiai rendszer felépitése

A folyamatos technologiai megvaldsitas szamos elonyt
kinal a hagyomanyos, szakaszos eljarasokkal szemben. A
tobblépéses, szakaszos szintézisek soran a koztitermékek
izolaldsa gyakran iddigényes, miel6tt azokat a kovetkezd
reakciolépésben felhasznalhatnank. Ezzel szemben a fo-
lyamatos reaktorokbol kilépd termékelegy gyakran koz-
vetleniil, tovabbi miveletek nélkiil vezetheté a kovetkezd
reaktorba, ahol tovabbi reakcidba vihetd. Az aramlasos
rendszerek kis reaktortérfogatuk révén nagyobb biztonsa-
got nyujtanak, mivel a veszélyes és/vagy toxikus reagen-
sek kis mennyisége vesz csak részt a reakcioban (pl. hid-
rogénezés, diazotalas, 6zonizalas, illetve azidokkal vagy
cianidokkal végzett reakciok esetén). Tovabba a kis mére-
tek, hatékonyabb és precizebb hémérséklet-szabalyozast
tesznek lehetévé, és akar az olddszerek forraspontja felett
is biztonsagosan dolgozhatunk nyomadsszabalyzo szelep
beépitésével, valamint a reakciokoriilmények pillanatsze-
rii valtoztatasa gyors optimalizalasra is lehetdséget ad.
Emellett az aramlasos kémiai technologia méretndvelése és
automatizalasa konnyen megvalosithatd, mikdzben lehetd-
ség nyilik kiilonféle analitikai, tisztitasi, feldolgozasi vagy
formulacids [épések beépitésére is a folyamatba. Ez nem-
csak a melléktermékek és hulladékok mennyiségét csok-
kenti, hanem hozzajarul egy robusztus és hatékony gyartasi
folyamat kialakitasahoz is. Fontos azonban kiemelni, hogy
minden reagenst homogén oldat forméajaban kell betaplalni,
¢és a csapadékképzodést a reakcidk soran el kell keriilni, mi-
vel az eltdmitheti a csoveket és a reaktorokat. A technologia
nagy beruhazasi koltségei ugyanakkor hatranyt jelentenek,
igy a meglévo, jol bevalt szakaszos gyartastechnologidk at-
alakitasat és ujraengedélyeztetését alapos mérlegelés elozi
meg. Ezek alapjan az aramlasos kémia gyogyszeripari tér-
hoditasa jelenleg az ujonnan bevezetett hatdanyagok gyar-
tasanal, valamint azon hatéanyagok esetén keriil eldtérbe,
melyekbdl éves szinten kisebb mennyiséget gyartanak.
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1.2. Sokszini aramlasos kémia

Az aramldsos kémiai rendszerek sokszintisége elsésorban
a felhasznalt modulok valtozatossaganak koszonhetd, mely
lehetove teszi a rendszerek egyéni testreszabasat a kiilonféle
szintézisek igényei szerint.! A reagensek adagolasahoz hasz-
nalhatunk fecskendépumpékat vagy HPLC-pumpakat, mig
a reakcioé kivitelezéséhez kistérfogatti chip-reaktorok, fluo-
ropolimer vagy rozsdamentes acélbol késziilt cséreaktorok,
valamint toltott agyas reaktorok is elérhetdk. Utobbiak gyak-
ran immobilizalt Pd-, Pt- vagy Raney-Ni katalizatort, esetleg
szilard bazisokat tartalmaznak. Mindezen reaktortipusok
kombinalhatok foto- vagy elektrokémiai modulokkal is, il-
letve lehetdség van kétfalt csovek (,,cs6 a csdben”) alkalma-
zasaval heterogén, gaz-folyadék fazist reakciok kivitelezé-
sére is. A reaktorok fiitése leggyakrabban olajfiirddvel vagy
termosztald egységgel torténik, de van példa mikrohullama
(MW) vagy induktiv fiitési technikakra is. Alkalmazhatok
még a reaktor utdn beépithetdé nyomasszabalyozé elemek is
talfitott reakciok kivitelezéséhez. A feldolgozas érdekében
hasznalhatok csapdaoszlopok (pl. vizmegkotd), vagy folya-
dék-folyadék fazisszeparatorok folyamatos extrakciokhoz.

A kortars szakirodalomban szamos példat talalunk, mely
bemutatja az aramlasos kémia sokszinliségét és hatarait
(3. abra). Ilyen példaul a fémorganikus reakciok kivitele-
zése masodperces tartozkodasi id6 alatt, kriosztalt koriil-
mények kozott, vagy akar szobahdmérsékleten mikroreak-
torokban.? S6t egyes reakciok végezheték akar 270 °C-os
hémérsékleten is, melyre példa az alifdas makrociklusok
szintézise Seemann és munkatarsai altal.> Szamos példat
talalunk még foszfororganikus kémiara,** elemi bréomot
vagy fluort alkalmazdé modszerekre,®’ illetve kénorgani-
kus kémiara is,® melyekkel biztonsidgosabb koriilmények
kozott alakithatok ki értékes vegyiiletek. Mindezek mellett
szamos biomolekula totalszintézisét is megvalositottak mar
aramlasos kémiai modszerekkel, igy példaul a kismoleku-
lak,” peptidek!® vagy akar komplett fehérjék teriiletén is.!
Ezen a téren kiemelendd hazai eredmények is jelen vannak:
Perczel és Farkas munkatarsaikkal jelentds eredményeket
értek el a pszeudoprolin acilezése'? és fehérjedomének auto-
matizalt szintézise teriiletén.” Ezek mellett talalunk példat
akar ~30 kDa-os fehérjék automatizalt
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3. Abra. Az aramlésos kémia alkalmazasi lehetdségei

totalszintézisére* ¢és mesterséges intelligenciaval (MI)
onoptimalizalo aramlasos kémiai rendszerekre is,'> melyek
integraljak a szintetikus kémiat az 0j digitalizaciés és MI-
alapt trendekbe.

1.3. Gydgyszeripari alkalmazasok

Annak ellenére, hogy a vegyipar szamos teriiletén alkal-
maznak folyamatos technologidkat, a gyogyszeriparban
jelenleg még a szakaszos eljarasok dominalnak. Ennek oka
az igen szigoru szabalyozasi rendszerek és engedélyeztetési
folyamatok. Az dramlasos kémiat, szamos eldnye mellett,
az egyensulyi allapot beallasa utan (feltéve, hogy a betaplalt
anyagok mindsége azonos) konzisztens termékmindség is
jellemzi, mely nagy elényt jelenthet a gydgyszeripar szama-
ra, az azonos gyartasi mindség révén. Latszolag problémat
jelent az ilyen kisméretli technikék alkalmazasa, azonban a
gyogyszeripar fejlddésével egyre hatékonyabb gyogyszer-
molekulak keriilnek kifejlesztésre, mellyel igy csokken a
dozis, azaz az eldallitani kivant hatdéanyagbol kevesebbre
van sziikség. Emellett lehet6ség van tobb aramlasos kémiai
rendszert egymassal parhuzamosan 6sszekapcsolni, mely-
lyel gyakorlatilag linedrisan méretndvelhet6 a gyartas.

Az aramlasos kémiai technologiakra torténd atallast sza-
mos kortars kutatas segiti, melyek célja a kereskedelem-
ben forgalmazott gyogyszerhatdanyagok aramlasos kémiai
szintézisének megvaldsitasa. Ezek koziil az elmult 6t évbol
néhany sikeres példat a 4. dbra foglal 6ssze, melyek a ko-
vetkezOk: a virusellenes vidarabin,'® a nem-szteroid gyul-
ladascsokkentd celekoxib,'” az anesztetikum propofol,'® az
antidiabetikus glibenklamid," az opioid fajdalomcsokkentd
fentanil,®® a gorcsoldo brivaracetam,? a retrovirus-ellenes
dolutegravir,”? a feketehimlé-ellenes tekovirimat® és az
Alzheimer-gydgyszer memantin.?
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4. Abra. Néhany példa gyogyszerhatbanyagok aramlasos kémiai
szintézisére az elmult 6t évbol

Az Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi
Hatosaga (FDA) 2023-ban kozzétette a gyogyszerhatéanya-
gok és gyogyszerkészitmények folyamatos gyartasarol szo-
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16 ajanlasait, mely tobbek k6zott szemlélteti a szabalyozasi
rendszer hajlanddsagat az aramlasos kémia alkalmazasara.?
Ezen ajanlasokban targyalasra keriilt az Un. ,,end-to-end”
tipusu integralt gyartasi modszer is, mely lehetévé teszi,
hogy a hatéanyagok tobblépéses szintézise, a feldolgozasi
és tisztitasi 1épések, valamint a formulacio egyetlen 6ssze-
fiiggd folyamatban valosuljanak meg, igy a gyogyszerha-
téanyag eldallitasan keresztiil eljuthatunk akar a tabletta-
formaig is (5. abra). Noha a gyogyszeripar altalanossagban
véve ettdl a gyartastechnologiatol még messze van, azon-
ban vannak mar példak laboratériumi méretic GMP ,.end-
to-end” folyamatos gyogyszergyartasi technologiakra.?¢?’
On-line/in-line

analizis

Ve

Folyamatos aramu szintézis

(U = U0 | T

Atkristalyositas

Kiindulasi
anyagok

. — |

Orlés, granulalas

Szdrés, szaritas

Gyogyszer |,

Tablettazas

5. Abra. ,End-to-end” folyamatos gyogyszergyartasi technologia
koncepciodja

2. Eredmények

A Budapesti Miuszaki ¢és Gazdasagtudomanyi Egyetem
(BME), Vegyészmérndki és Biomérnoki Karan, a Szerves
Kémia ¢és Technologia Tanszéken miikodd, Innovativ
Gyogyszeripari és Kirotechnologiai Kutatdcsoportunk in-
novativ szintetikus modszerek fejlesztésén dolgozik biologi-
ailag aktiv vegytiletek ¢és gydgyszerintermedierek eléallita-
san, valamint ciklodextrinek kémiai modositasan keresztiil.
Munkank soran gyakran alkalmazunk MW reaktorokat €s
aramlasos kémiai rendszereket, szem el6tt tartva a zoldké-
mia 12 alaptorvényét és a fenntarthatdsagot. A kovetkezok-
ben kutatasi témdink koziil az aramlasos kémia teriiletén
elért eddigi eredményeinket foglaltuk dssze.

2.1. A paracetamol aramlasos kémiai eléallitasa

A paracetamol (3) egy széles korben alkalmazott, nem
opioid fajdalom- és lazcsillapité hatdoanyag. Szerkezetileg
egy para-helyzetii aminofenol-szarmazék, melynek ami-
nocsoportja N-acilezéssel acetil-amid funkciova alakul.
Farmakologiai hatasat elsdsorban a kdzponti idegrendszer-
ben fejti ki, ahol a ciklooxigenaz (COX) enzimek gatlasaval
csokkenti a prosztaglandin szintézist, ezaltal csillapitja a
fajdalmat és a lazat.

Célul thztiik ki egy olyan aramlasos kémiai laborgyakorlat
kidolgozasat, mellyel a BME Vegyészmérnoki képzésének
BSc-hallgatoival megismertetjiik az aramlasos kémia alap-
jait.?® A gyakorlat modellreakcidjaként a paracetamol (3)
elballitasat valasztottuk. Célunk volt annak bemutatasa is,

hogy az aramldsos kémiai rendszerbe hogyan integralha-
t6 in-line analitikai mérés, mellyel valés idében kaphatunk
informaciot a reakcio lejatszodasardl. A gyakorlat soran a
hallgatok a hatdanyag (3) két kiilonboz6 aramlasos kémiai
eléallitasat vizsgaljak, és az egyik reakciot in-line Fourier-
transzformacios infravords spektroszkopiaval (FT-IR) is
nyomonkdvetik.

Az elsd eljaras az N-acilezés klasszikus formajara épiil, mely
soran a p-aminofenolt (1) ecetsavanhidriddel (2) reagaltat-
jak szobahémérsékleten (6. abra). A kisérleti elrendezés két
fecskenddpumpabdl, egy T-keverdelembdl és egy politet-
rafluoretilénbdl (PTFE) késziilt cséreaktorbdl all. A hallga-
tok a kidramlo termékelegyet vékonyréteg-kromatografiaval
(VRK) ¢és gazkromatografiaval (GC) analizaljak. Emellett
a reakcidelegy Osszetételét Bruker ALPHA II FT-IR spekt-
rométerrel valos id6ben is vizsgaljak. A mért spektrumok
alapjan jol nyomon kdvethetd a reaktansok fogyasa és a pa-
racetamol képzodése (3) (pl. az Gj, 1133 cm™ hullamszamu
sév megjelenésével). A reakcio6 rovid id6 alatt, 5 perces tar-
tozkodasi id6vel és teljes konverzioval jatszodik le.

H

NH, o o N
A 1,5 perc g
HO/©/ * Me)j\OJ\Me > HO/©/ o
2

1
3 ekv. 3

Reagens 1

. PTFE

R
w— Y
» id=15mm FTR
3

analizis

Vo=4mlL

6. Abra. A paracetamol (3) dramlasos kémia szintézise p-aminofenol
(1) és ecetsavanhidrid (2) reakciojan keresztiil (A: reakcidegyenlet, B:
aramlasos kémiai elrendezés, C: foto az dsszeallitott rendszerrol)

A masodik szintetikus Ut egy transzamidalasi reakcion ala-
pul, mely soran a p-aminofenol (1) ammonium-acetattal (4)
reagal ecetsavas kdzegben, 120 °C-on, 30 perces tartoz-
kodasi id6 mellett (7. abra). A reakcid soran az ammoni-
um-acetatbol (4) in situ képz6d6 acetamid az acilezd agens.

H
o N
Py 120 °C, 30 perc, O’ Y
Me” “ONH, ~ | ho o

3

S

olajfiirds
id.=15mm
Ve=4ml

7. Abra. A paracetamol (3) dramlasos kémiai szintézise p-aminofenol
(1) és ammonium-acetat (4) reakciojan keresztiil (A: Reakcidegyenlet, B:
Aramlésos kémia elrendezés, C: Foté az dsszeallitott rendszerrél)
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Mivel a reakcio forraspont felett megy végbe, igy a rend-
szerbe egy BPR nyomdsszabalyozd szelep is beépitésre
keriil. A szintetikus rendszer elrendezése hasonlé az elsé
kisérlethez, a reakcio lejatszodasat a hallgatok VRK és GC
modszerekkel kovetik és értékelik.

Mindkét kisérlet soran a hallgatok elsajatitjak az aramlasos
kémiai rendszerek Osszeallitasat, az anyagaramlasi szami-
tasokat, valamint a szintetikus reakciok analitikai nyomon-
kovetését is. Az FT-IR analizis révén pedig bepillantast
nyernek az in-line folyamatellendrzés (,,Process Analytical
Technology”, PAT) alapelveibe, amely az aramlasos ké-
mia mellett a mai modern gydégyszergyartas masik fontos
kulcseleme.

2.2. N-alkil-izoindolin-1-on-3-foszfonatok eloallitasa

Kabachnik—Fields-reakciét koveté gytirtizarason
keresztiil folyamatos MW reaktorban

Napjainkban a MW technika alkalmazasa szamos szerves
szintetikus reakcidban, s6t tobb ipari teriileten is elterjedt
(példaul az élelmiszeriparban hatékonyan hasznaljak kii-
l6nféle szaritasi, sterilizalasi és extrakcids folyamatokhoz
is). A szerves kémia teriiletén a technika legfontosabb
elényei kozé tartozik a reakcioidd jelentds csokkentése,
valamint a gyakran elkeriilhetdé katalizatorok és/vagy ol-
doszerek hasznalata. Tovabba tobbkomponensii reakciok
esetén a kivant termékek nagyobb szelektivitassal allitha-
tok eld. Ugyanakkor a MW reaktorok korlatozott geomet-
ridja komoly kihivast jelent az atalakitasok méretndvelésé-
ben. Ezt a problémat folyamatos aramlasa MW reaktorok
bevezetésével lehet hatékonyan megoldani.

Munkank soran egy egyszerli és hatékony MW modszert
dolgoztunk ki izoindolin-1-on-3-foszfonatok (8) szaka-
szos, illetve folyamatos aramu el6allitisara.” A szintézis
a 2-formilbenzoesav, alifas primer aminok és kiilonféle
pult. A reakciokoriilményeket - igy a hémérsékletet, a re-
akcioidot €s a kiindulasi anyagok moldris aranyat - mind
szakaszos, mind pedig folyamatos reakciovezetés mellett
optimalizaltuk. A szakaszos koriilmények kozott kifej-
lesztett szintézis termelékenységének novelése érdekében,
a 2-formilbenzoesav, butil-, ciklohexil- vagy benzil-amin
¢és dietil-foszfit haromkomponensi reakcidjat egy kétcsa-
tornas HPLC pumpabol, egy folyamatos feltéttel ellatott
CEM® MW reaktorbol és egy nyomasszabalyozd sze-
lepbdl allé6 aramlasos kémiai rendszerben is hatékonyan
megvalositottuk.
COOH
@CHO ®

Pumpa "A"

dﬁ-@a HO

1 > " e}
(aramiasos cella J MR
X
P

lasos cella
uy, CEM Nyomésszabalyozé _OEt
s szelep ookt

5

o, ,OEt
/P\

H' OEt
6

+  R-NH

7 8

Pumpa "B"
R = Bu, °Hex, Bn

8. Abra. A 2-formil-benzoesav (5), kiilonb6z6 primer aminok (7) és
dietil-foszfit (6) kondenzacidja folyamatos MW reaktorban

A kisérleti munka soran a 2-formilbenzoesav etanolos olda-
tat (A oldat) és a butilamin és dietil-foszfit etanolos keveré-
két (B oldat) kiilon-kiilon taplaltuk a rendszerbe (9. abra). Az
oldatok 0,25-0,70 ml/perc Osszaramlasi sebességgel érték
el a reaktort (ez 30—10 perc kozotti tartdozkodasi idonek felel
meg). A hémérsékletet a MW reaktor IR érzékeldje szaba-
lyozta. A reaktorbol kiaramld oldatot feltekercselt csében
hutottiik 25 °C-ra egy vizfiirdo segitségével, majd egy nyo-
masszabalyozo szelep beépitésével gylijtottiik dssze. A re-
akcidelegy Osszetételének meghatarozasara a tavozo elegy
egymast kovetd frakcidit GC mérésekkel analizaltuk.

Termékgyijts | =

9. Abra. Az alkalmazott folyamatos MW rendszer és az aramlasos cella

Osszességében a folyamatos aramu kisérletek esetén koriil-
beliil 1,3-2,3-szoros termelékenység novekedést sikeriilt
elérniink a szakaszos eljarashoz képest (1. tablazat). Fontos
azonban megjegyezni, hogy a szakaszos reakciok terme-
I¢kenységét tobb egymast kovetd reakcid nettd reakcidi-
deje alapjan szamoltuk, az egyes kisérletek el6késziiletein
talmenden.

1. Tablazat. A termelékenységi eredmények dsszehasonlitasa

Termelékenység (g/ora)
Vegyiilet

Szakaszos technologia Folyamatos technologia

[o]

_OEt 1,8 2,3

o” TOEt
8a
o
@iéNJHex
OEt 0,6 1,4
o7 TOEt
8b
o
OEt 1,0 1,8
o” TOEt

8c

2.3. A 6-monoamino-6-monodeoxi-f-ciklodextrin
aramléasos kémiai eléallitasa

A ciklodextrinek (CD-k), mint természetes ciklikus oligo-
szacharidok gliikoz alegységek makrociklusos gytiriijébol
allnak, melyeket a-1,4-glikozidos kotések kotnek Ossze.*
Hérom f6 tipusuk van: a-, B- és y-CD, attol fiiggéen, hogy
hany gliik6zegységbdl allnak (6, 7 vagy 8). Ezek az iireges,
csonkaktp alak molekuladk kiilonleges tulajdonsagokkal
rendelkeznek: vizben oldhatok, mikdzben apolaros ven-
dégmolekulakat képesek belsé tiregiikbe zarni.>' Ezen tu-
lajdonsaguknak koszonhet6en széles korben alkalmazzak
Oket a gyogyszeriparban, élelmiszeriparban,®® mez6gaz-
dasagban’ és a kornyezetvédelemben is.*

131. évfolyam, 2-4. szam, 2025.



204

A CD-k kémiai modositasa lehet6vé teszi tulajdonsagaik fi-
nomhangolasat. A monoamino CD-k, mint példaul a 6-mo-
noamino-6-monodeoxi-B-CD (12) kiilondsen értékes, mivel
az aminocsoport lehetdséget biztosit tovabbi kovalens mo-
dositasokra vagy konjugaciora (pl. fluoreszcens jeloléssel
vagy biologiailag aktiv molekuldkkal). Ennek kdovetkezté-
ben ezen vegyiiletek alkalmasak gyogyszerhordozok, szen-
zorok vagy akar biomolekulak célzott szallitasara is.*

Hagyomanyosan a CD-ek modositasat szakaszos eljaras-
sal valositjak meg, ami gyakran iddigényes €és nehezen
szabalyozhato. Kutatocsoportunkban célul tliztiik ki az
elsé aramlasos kémiai eljaras kidolgozasat a 6-monoami-
no-6-monodeoxi-B-CD (12) eléallitasara nativ B-CD-bdl
kiindulva, harom 1épésen, tozilezésen, azidalason és reduk-
cion keresztiil (10. abra).”’

Eldszor a harom reakcidlépést kiilon-kiilon optimalizaltuk
aramlasos koriilmények kozott. A tozilezés soran a B-CD-t
tozil-kloriddal reagaltattuk kis feleslegben vett natri-
um-hidroxid és tetrahidrofuran/viz 2:1 elegyében Asia® re-
aktorban, és szobahdmérsékleten 3 perces tartozkodasi idé
mellett, a szakaszos eljarasokhoz hasonlo eredményt értiink
el. Az azidalas natrium-aziddal N,N-dimetilformamidban
volt hatékony, igy a tozilezés utan beparoltuk a reakcidele-
gyet és oldoszercserét hajtottunk végre, emiatt az elsé két
Iépést nem tudtuk dsszekapesolni. Azonban az azidalas és a
hidrogénezés mar dsszekapcsolhato volt, azzal a feltétellel,

]

OH
[} 0,90 ml/perc

..

0.45 ml/perc

=)

beparlas
_—

NaOH (1,5 ekv.)
oldészercsere {

H,0

V=4ml

TsCl (2,6 ekv.)
THF
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hogy az azidalasi 1épés utan vizet adtunk a reakcioelegy-
hez, a hidrogénezés hatékonysaganak novelése érdekében.
A redukciét H-cube Pro® folyamatos hidrogénezé reaktor-
ban hatékonyan valositottuk meg 10% Pd/C katalizatorral,
DMF/viz 1:4 aranyu elegyében, 25 °C-on 0,3 perces tartdz-
kodasi iddvel.

Az éltalunk kidolgozott aramlasos kémiai eljarasokat az
irodalmi szakaszos modszerekkel dsszevetve (2. tablazat),
megallapithatd, hogy a hozamok mindkét esetben hasonlo-
ak, ugyanakkor aramlasos koriilmények kozott a reagens-
¢és katalizatormennyiség, valamint a reakci6idé jelentOsen
csokkenthetd.

2.4. Kapszaicin és szarmazékainak szintézise
aramlasos kémiai rendszerben

A kapszaicin és szarmazékai (a kapszaicinoidok) a paprikak
csipdsségéért felelds bioaktiv alkaloidok. Foként az élelmi-
szeripar hasznositja 6ket csipds élelmiszeripari adaléka-
nyagaként, ugyanakkor a gydgyszeriparban is alkalmazzak
Oket neuropatias fajdalmak enyhitésére, krémek és keno-
csok hatdéanyagaként. A kapszaicinoidok szakaszos szin-
tézise régi, bevett eljaras, ugyanakkor aramlasos kémiai
eléallitasuk még nem volt ismert. igy egy olyan folyamatos
eljaras kifejlesztése volt a célunk, ahol az eddigi szakaszos
irodalmi példakhoz képest, rovidebb id6 alatt hasonld, vagy
jobb termeléssel allithatok el6 ezek a bioaktiv vegyiiletek. *!

125°C
10 perc

0,4 ml/perc 10 bar

NaNj (1,1 ekv.)

DMF V=4ml

=)

10% Pd/C kat.

6

10. Abra. 6-Monoamino-6-monodeoxi-B-CD (12) aramlasos kémiai elallitasara f-CD-bél (9) kiindulva

2. Tablazat. 6-Monoamino-6-monodeoxi-f-CD (12) korabbi szakaszos, valamint az altalunk kidolgozott aramlasos szintézis dsszehasonlitasa

Szakaszos Folyamatos
Szintetikus 1épés
Reagens, oldoszer Korilmények Termelés® (%) Ref. Reagens, oldoszer Korilmények Termelés® (%)
TsClI (6 ekv.), TsCl (2,6 ekv.),
Tozilezés NaOH (14 ekv.), 0°C, 3 ora 22 [38] NaOH (1,5 ekv.), 25 °C, 3 perc 20
viz viz:THF (2:1)
s NaN; (1,1 ekv.), o , NaN; (1,1 ekv.), 125°C, 10
Azidalas vizmentes DMF 110 °C, 1 6ra 81 [39] DMF pere 81
. L, H, (1 bar), o , H, (1 bar), 25°C,0,3
Hidrogénezés 59 Pd/C Kat. 25°C, 12 6ra 87 [40] 10% Pd/C Kat. perc 93

@ Jzolalt termelések.
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Els6 1épésben szubsztitualt benzaldehidekbdl (13) kiindul-
va Syrris Asia® cséreaktorban oximképzést hajtottunk vég-
re hidroxilamin-hidrokloriddal metanolban, szobahémér-
sékleten, majd a kapott aldoximokat (14) izolalas nélkiil az
H-Cube Pro® folyamatos hidrogénezé reaktorba vezettiik.
Annak érdekében, hogy ndveljiikk a hidrogénezés szelek-
tivitasat a kivant primer aminra nézve, ammoniat is ada-
goltunk a hidrogénezd reaktorba belépd reakcidelegyhez.
A redukcid lejatszodasahoz Raney®-Ni katalizatorral, 120
°C-on mindossze félperces tartdozkodasi idore volt sziikség,
és igy jo termeléssel izolaltunk tiz benzilamin-szarmazékot
(15) (11. abra).

o 7 M MeOH/NH;

@)l\H 0.67 ml/perc 0,22 ml/perc
) '

13
02m
NaOH (1,2 ekv.)
MeOH

120 °C, 1 bar
31 mp

1,56 miiperc

HO-NH?C\O
(1,2 ekv)

MeOH
0,67 milperc

OMe
MeO.
HO' MeO MeO MeO EtO

15a 15b 15¢ 15d 15¢
91% 88% 90% 89% 89%

Y FsC HN cl

[ 159 15h 15i 15j
86% 85% 89% 82% 85%

11. Abra. Benzilaminok (15) dramlasos kémiai elallitasa
benzaldehidekbdl (13)

Végiil a kapszaicinoidok eldallitdsahoz a primer aminokat
hosszu szénlanct karbonsavakkal N-acileztiik. Az H-Cube
Pro® reaktorbol kilépd reakcioelegyet kozvetleniil nem tud-
tuk felhasznalni az acilezésnél, mivel az olddszer (metanol,
és nyomnyi mennyiségii viz) elbontotta az acilezdszert. igy
feldolgozas utan az aminokat izopropil-alkoholban oldot-
tuk, acilezészerként pedig hosszi szénlanct karbonsavak
frissen elkészitett imidazolamid-szarmazékait hasznaltuk.
Az acilezés soran 2-metil-tetrahidrofuranban 70 °C-on,
8 perces tartdzkodasi id6 mellett, kdzepes és jo termelés-
sel jutottunk 14 kapszaicin-szarmazékhoz (17). Ezek ko-
ziil hat az irodalomban addig nem ismert, 1j vegyiilet volt
(12. abra).

gNHz 0.25 mijperc
R

DI (1.15 ekv.
i 25 jc 16 ) i
1 6ra
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1 2:MeTHF </
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(owy 025 milerc
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o o o
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N H H
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o o o
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12. Abra. Kapszaicin és szarmazékainak aramlasos kémiai szintézise

Az altalunk kidolgozott aramlasos kémiai szintézis ered-
ményeit dsszevetetve a szakaszos irodalmi példakkal, ki-
jelenthetd, hogy rovidebb reakcididé mellett hasonlo vagy
jobb termelést értiink el (3. tablazat). Ezen kivil zoldké-
miai szdmitdsokat is végeztiink, és megallapitottuk, hogy
altalanossagban jobb atomhatékonysaggal és alacsonyabb
E-faktorral dolgoztunk. Munkank soran a zdldkémia 12
alapelvébdl pedig hétnek teljes mértékben megfeleltiink (3.
tablazat).

2.5. Aramlasos kémiai reaktorok 3D nyomtatasa és
felhasznalasa szerves kémiai reakciokban

Az aramlasos kémia egyik kihivéasa, hogy a kereskedelmi
forgalomban elérhetd reaktorok, pumpak és egyéb kiegészi-
tok koltsége joval nagyobb, mint a hagyomanyos, szakaszos
szintéziseknél alkalmazott eszkdzoké. Erre nyujthat megol-
dast a 3D nyomtatas, mellyel nemcsak olcsobb reaktorokat
készithetiink, de azok szabadon is tervezhetdk az adott re-
akci6 igényeihez igazitva (13. dbra).

3. Tablazat. Korabbi szakaszos, valamint az altalunk kidolgozott aramlasos szintézis 9sszehasonlitasa

Reakciolépés Termelés (%) T (°C) tvagy t (perc) Atom-hatékonysag (%) E-faktor® Ref.
Oximképzés 76 100 10 55 2,24 [42]
Szakaszos Redukcid 74 10-15 180 37 13,8 [42]
modszerek 530 2535 240 69 422 [43]
N-Acilezés
71¢ 25 480 57 2,60 [44]
’ Oximképzés 95 25 3 64 0,78
Altalunk .
kidolgozott Redukcid 91 120 0,5 89 1,66 1)
aramlasos 60° 70 I 63 1,71
szintézis N-Acilezés
77 70 8 62 1,20

“Ha az oldoészereket ujra felhasznaljuk.
® A keletkezd termék kapszaicin.
¢ A keletkez6 termék nonivamid.
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13. Abra. 3D nyomtatott, polipropilén dramlasos reaktor

A legkozismertebb és legolcsobb, szalhuzason alapuld 3D
nyomtatdsi technologia (,,Fused Filament Fabrication”
— FFF) esetén szamos alapanyagbol (filamentbdl) valaszt-
hatunk (pl. politejsav — PLA, polietilén-tereftalat-glikol
— PETG, poliamid 6 — PA6, polipropilén — PP, vagy akar
polivinilidén-fluorid — PVDF). A nyomtatast kdvetden leg-
tobbszor nincs sziikség utokezelésre, ezért laboratoriumi
kutatasi célra kivalo valasztas, igy munkdnk sordn ezzel a
nyomtatasi technologidval dolgoztunk. Ugyanakkor fontos
megemliteni, hogy néhany kihivassal szembe kell nézniink,
ha aramlasos kémiai reaktorok 3D nyomtatasa mellett don-
tlink: a nyomtatott darabnak eresztésmentesnek kell len-
nie, valamint olyan alapanyagot kell valasztanunk, amely
a legtdbb szerves oldoszernek, savaknak, bazisoknak (akar
fiitott kozegben, nyomas alatt) is ellenall. Az eresztési prob-
Iémat a nyomtatasi beallitasok finomhangolasaval lehet ki-
kiiszobolni, viszont ezeket a paramétereket minden egyes
alapanyag esetén kiilon-kiilon optimalizalni kell. A polime-
rek vegyszer- ¢és hdallésagara vonatkozoan jelenleg kevés
adat all rendelkezésre az irodalomban, ugyanakkor a PP és
a PA6, valamint ezek kompozitjai megfeleld alapanyagok
lehetnek 3D nyomtatott aramlasos kémiai reaktorokhoz.

A felsorolt szempontok figyelembevételével végeztiik el
aramlasos reaktorok tervezését és 3D nyomtatasat PP
alapanyagbol. A reaktorokat a kapszaicin intermedier, va-
nillin-oxim (14a), valamint a nonivamid (18a) szintézisén
keresztiil teszteltiik (14. abra).*! Az utdbbi esetben a reak-
tort 70 °C-os vizfiirdében, 7 bar nyomason lizemeltettiik,
és az eredmények alapjan megallapithato, hogy ebben a két
reakcioban a dragabb kereskedelmi forgalomban kaphato
dramlasos reaktorok kivalthatok az olcsobb, 3D nyomtatott
PP reaktorokkal (4. tablazat).
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14. Abra. Vanillin-oxim (14a) és nonivamid (18a) aramléasos szintézise
3D nyomtatott reaktorokban

4. Tablazat. A kereskedelmi forgalombol beszerezhetd, és a 3D
nyomtatott aramlasos kémiai reaktorokban kapott eredmények
Osszehasonlitasa

Termelés (%)

Reakciolépés

Syrris Asia® reaktor 3D nyomtatott reaktor
Oximképzés 95 93
N-Acilezés 77 73

Annak érdekében, hogy a 3D nyomtatott aramlasos kémiai
modulok jobban elterjedhessenek, sziikség van az alapanya-
gok vegyszer- és hdellendlldsanak széleskorti vizsgalatara,
igy jovobeli terveink kozott szerepel aramlasos reaktorok
nyomtatasa tobbféle filamentb6l (PLA, PP, PP kompozitok,
PA6, PA6 kompozitok, PVDF), majd ezek kémiai és ho-
stabilitasanak vizsgalata nagy hémérsékleten ¢s nyomason.
Terveziink tovabba olyan miiszaki polimerekbdl is nyom-
tatni, mint példaul a PEEK (poliéter-éter-keton), vagy az
ULTEM (poliéterimid), ugyanakkor ezekbdl az alapanya-
gokkal nehéz reprodukalhatéan jo mindségii elemeket ké-
sziteni, 3D nyomtatasuk egyelére még kezdeti szakaszban
jar. Gyogyszeripari alkalmazhatésag szempontjabol a leg-
jobb reaktor-alapanyagok a fémek lehetnek, ugyanakkor
nyomtatasi technologidjuk egyeldre még nagyon koltséges
¢és utdkezelést igényel.

3. Kisérleti rész

A 2.1. fejezetben bemutatott aramlasos kémiai reakciokat
két egycsatornas Chemyx Nexus 6000 tipusu fecskendd-
pumpaval, 4 ml térfogati poli(tetrafluoretilén) (PTFE)
anyagu csOreaktorban, illetve 2.3.-2.5. fejezetek reakcioi
esetén Syrris Asia® tipust folyamatos fecskend6pumpak-
kal és Syrris Asia® tipusu flithetd reaktorokban végez-
tik el (6ssztérfogat 5,6 ml). A hidrogénezési lépésekhez
H-Cube Pro® aramléasos kémiai hidrogénez6 rendszert al-
kalmaztunk (6ssztérfogat 3,5 ml), Knauer Azura® P 2.1S
HPLC-pumpéval.

A 2.2. fejezetben bemutatott MW reakciokat az altalunk ki-
alakitott aramlasos kémiai rendszerben végeztiik, mely egy
300 W teljesitménylit CEM Discover tipusi MW reaktorbol
allt, egy CEM 10 mL-es aramlasi cellaval felszerelve (besu-
garzott térfogat: 7 mL). A rendszer része volt tovabba egy
Gilson 332 tipusu kétcsatornds HPLC-pumpa, egy 250 psi
(17,2 bar) nyomasszabalyozod, valamint egy hiit6kor is (Isd.
9. abra).

A felhasznalt kiindulasi anyagok és oldoszerek minden
esetben kereskedelmi forgalomban elérhetd forrasokbol
kertiltek beszerzésre. Az 9sszeallitott rendszerekhez keres-
kedelmi forgalomban elérhetd elemeket, csoveket (PTFE
vagy PEEK) és csatlakozokat hasznaltunk. Az eldallitott
vegyiileteket izolalas utan 'H és *C NMR, valamint HRMS
mérésekkel jellemeztiik.
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A 3D nyomtatott reaktormodulok tervezéséhez az Autodesk
Fusion szamitogépes modellezd szoftvert hasznaltuk, a
modellek rétegekre szeletelése, valamint a nyomtatasi pa-
raméterek beallitasa az UltiMaker Cura programban tor-
tént. A nyomtatasokat az Ultimaker S7 FFF 3D nyomtat6
segitségével végeztiik el. A PP nyomtatasahoz 0,4 mm-es
atmérdji, Ultimaker gyartmanyt ,,AA” favokat hasznal-
tunk, és a nyomtatdsi asztalt a megfelelé adhézio érde-
kében Magigoo PP adheziv stifttel kezeltilk. Nyomtatasi
alapanyag: Ultimaker PP, 500 g, 2,85 mm filament atmérd
(gyarto: Ultimaker B. V.).

4. Osszefoglalas

A BME Szerves Kémia és Technologia Tanszékén mi-
kodé Innovativ  Gydgyszeripari ¢és Kirotechnoldgiai
Kutatécsoport kutatasainak egyik kozéppontjaban aramla-
sos kémiai technologiak fejlesztése és alkalmazasa all. A
csoport célja olyan 1j, zoldkémiai szempontokat figyelembe
vevd szintetikus eljarasok kidolgozasa, amelyek lehetové
teszik biologiailag aktiv vegyiiletek, gyogyszerhatéanya-
gok és intermedierek hatékony, fenntarthato eléallitasat. Az
aramlasos rendszerek eldnyei - mint a kivalé hdmérséklet-
¢és reakciokontroll, a biztonsagosabb reakcidomegvalodsitas,
az egyszeriibb méretndvelés, valamint az in-line analitikai
technikak alkalmazhatésaga - jol érvényesiilnek a kutato-
csoport altal fejlesztett eljarasokban. A kutatas soran tobb,
oktatas és ipari szempontbdl is fontos szintetikus megkdze-
litést dolgoztunk ki.

A paracetamol kétféle aramlasos kémiai szintézisére kifej-
lesztettlink egy laboratoriumi gyakorlatot, mely soran be-
mutattuk a reakcio in-line FT-IR spektroszkopias nyomon-
kovetését is.

Az N-alkil-izoindolin-1-on-3-foszfonatok eldallitasat haté-
konyan valositottuk meg Kabachnik—Fields-reakciot kovetd
gylrlizarason keresztiil folyamatos MW reaktorban, mely
soran a szakaszos eljarashoz képest 1,5-2-szeres termelé-
kenységndvekedést értiink el.

Csoportunkban elséként dolgoztuk ki a 6-monoami-
no-6-monodeoxi-B-CD  aramldsos kémiai eldallitasat
B-CD-bdél kiindulva, harom 1épésen, tozilezésen, azidalason
és redukcion keresztiil. Az irodalmi szakaszos eljarasokhoz
képest, aramléasos kortilmények kozott jelentdsen csokkent-
hetd volt a reagensfeleslegek mennyisége €s a reakci6ido is.

Elséként valositottuk meg kapszaicin és szarmazékaik
aramlasos kémiai szintézisét is. A kidolgozott haromlépé-
ses aramlasos technoldgiaval, az irodalmi szakaszos eljara-
sokhoz képest, egy gyorsabb és nagyobb hozamu modszert
tettlink elérhetéve, mely a zoldkémia 12 alapelve koziil hét-
nek megfelel.

Igazoltuk tovabba, hogy a kereskedelmi forgalombol dra-
gan beszerezhetd aramlasos kémiai reaktorok koltséghaté-
kony alternativajaként 3D nyomtatott PP reaktorokban is
megvalosithatd a kapszaicin intermedier, vanillin-oxim ¢és
a nonivamid aramlasos kémiai szintézise.

Jovobeli céljaink kozott szerepel kutatasaink kiterjeszté-
se tovabbi biologiailag aktiv kismolekuldk és funkciona-
lis CD-szarmazékok folyamatos szintézisére, valamint a
3D nyomtatott aramldsos rendszerek tovabbfejlesztése,
kiilonos tekintettel az alapanyagok kémiai és héallosaga-
nak vizsgalatara, illetve fejlettebb nyomtathatd polimerek
alkalmazasara.

Koszonetnyilvanitas

Koszonet illeti az egyes kutatasokban résztvevd tarsszer-
zoket és egylittmikddd partnereket. Az elért eredmények a
Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios Hivatal, NKFIH
FK-142712, Piaci KF12020-1.1.2-PIACI-KFI-2021-00234 és
a Nemzeti Laboratorium Pharmalab, RRF-2.3.1-21-2022-
00015 palyazatok tarsfinanszirozasaval, valamint részben
a Servier Kutatointézet és a Nemzet Fiatal Tehetségeiért
Osztondij, NTP-NFTO-22-B-0143 tamogatasaval sziilettek.
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The research work of the BME Innovative Pharmaceutical and Chirotechnological Research Group on the development

and application of flow chemical technologies

At the Department of Organic Chemistry and Technology,
Budapest University of Technology and Economics (BME), the
Innovative Pharmaceutical and Chirotechnological Research
Group among others focuses on the development and application
of flow chemical technologies. The group aims to design novel
synthetic methodologies that incorporate green chemistry prin-
ciples, enabling the efficient and sustainable synthesis of bio-
logically active compounds, active pharmaceutical ingredients,
and intermediates. The advantages of flow chemistry — such as
excellent temperature and reaction control, safer reaction imple-
mentation, easier scale-up, and the integration of in-/ine analytical
techniques — are well demonstrated in the procedures developed
by the group.

During our research, we have developed several synthetic ap-
proaches that are important from both educational and industrial
perspectives. We created a laboratory practice for two types of
flow synthesis of paracetamol, including real-time monitoring of
the reaction using in-line FT-IR spectroscopy.

The synthesis of N-alkylisoindolin-1-one-3-phosphonates was
successfully carried out via Kabachnik—Fields reaction followed
by cyclization in a continuous MW reactor, resulting in a 1.5-2-
fold increase in productivity compared to the batch process.

Our group was the first to establish the flow synthesis of 6-mono-
amino-6-monodeoxy-B-CD from B-CD in three steps: tosylation,
azidation, and reduction. Compared to batch literature methods,
our flow approach significantly reduced reagent excess and reac-
tion times.

The first flow synthesis of capsaicin and its derivatives was also
developed. The three-step continuous process provided a faster
and higher-yielding alternative to batch methods, while meeting
with seven of the twelve principles of green chemistry.

Furthermore, we demonstrated that 3D-printed polypropylene
reactors can serve as cost-effective alternatives to expensive
commercial flow reactors, enabling the synthesis of capsaicin in-
termediates such as vanillin oxime and nonivamide under flow
chemical conditions.

In the future, our goals include expanding our research toward
the continuous flow synthesis of further biologically active small
molecules and functional CD derivatives, as well as developing
3D-printed flow systems with a particular focus on evaluating the
chemical and thermal resistance of various materials and studying
the use of more advanced printable polymers.
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Karboran kémiai kutatasok a BME-VBK-n
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1. Bevezetés

A kutatocsoportunk 2019 6szén jott 1étre Kelemen Zsolt
vezetésével. A kezdeti kihivasok ellenére a csoport gyor-
san és dinamikusan fejlodott, melynek gerincét kezdetek-
tdl fogva a fiatal doktordnsok, valamint az MSc hallgatok
alkotjak. Kutatasunk kézéppontjaban a boran és karboran
vegyliletek allnak. Ellentétben a szén hidrogénnel alkotott
vegyiileteivel, ahol dontéen lancok és gyftiriik alakulnak
ki, a nagyobb tagszamu boranok fbéleg haromdimenzids
klasztereket alkotnak. A bér atomok mellett mas atomok
is részt vehetnek a klaszterek felépitésében, amelyek ko-
ziil a szénnel vald szubsztitucioval kapott karboranok ké-
miaja a leginkabb kutatott. Bar definicié szerint minden
boér, szén és hidrogén atombol felépiilé haromdimenzios
klaszter vegyiiletet karborannak neveziink, ezek koziil az
ikozaéderes klozo-dikarbadodekaboran harom izomerje
kiemelkedik, kdszonhetéen nagy stabilitasuknak, konnyti
funkcionalizalhatésaguknak és alacsony toxicitasuknak.
Emiatt a szakirodalom sokszor karboranként hivatkozik
erre a harom vegyiiletre, és szerves kémiai analdgia alapjan
izomerjeit orto-, meta- és para-karboranként targyalja (1.
abra).! A boranokkal egyiitt ezeknek a vegytleteknek ko-
z0s motivuma a tobbcentrumu koétések dominanciaja, pél-
daul mar a legegyszertibb poliboran, a diboran szerkezete
is két darab haromcentrumu két elektront tartalmazo ko-
téssel értelmezhetd. Nagyobb tagszamu boranok esetében
nem csak harom centrumu kotések, hanem joval nagyobb
mértékl delokalizacio is megfigyelhetd.

%
H H H
~g" g
I N N

B,Hg [B12H121*
klozo-dodekaborat
dianion

VLYY

1,2-CoBygHy,  1,7-C,B 0H1 1,12-C,B1oHs,
orto-Karboran  meta-kar oran para-karboran

OBH @CH
1. abra. A B,H,, [B,,H,,]* és a harom karboran izomer szerkezete

Ennek koszonhetéen a poliboranok tobbsége ugynevezett
3D vagy c-aromas vegyiilet, ami a szerves kémiabdl jol is-

*  Tel.:+36-1-463-5692; e-mail:kelemen.zsolt@vbk.bme.hu

mert 2D m-aromassaggal szamos azonossagot mutat.! Ezen
vegyiiletek nagy stabilitassal rendelkeznek, magneses térben
arnyékolasuk jelentds hatassal van a szubsztituensek kémiai
eltolddasara, valamint elektrofil szubsztitiicidés reakciokba
vihetdek, amely az egyik legfontosabb funkcionalizalasi le-
hetdségiik. Példaként érdemes megemliteni, hogy a [B,H,,]*
anion joval aromasabbnak tekinthetd, mint a benzol.

2. 2D és 3D aromas rendszerek konjugaciojanak
lehetésége

A karboranok kémidjanak kezdetén mar felmeriilt a két
kiilonb6z6é szimmetriaju aromassag, a 2D és 3D aromas
konjugacio lehetdsége, ugyanakkor az ugynevezett benzo-
karboran (2. abra: 1) esetében a kapcsolt gylrli nem mutat
2D aromassagot.> Az elmult évtizedben szamos kozlemény
jelent meg, ahol 6ttagt ciklusokat kapcsolva a karboranhoz
2D/3D aromas konjugaciordl szamoltak be (2. abra).’> A
vegyiiletek aromassagat dontéen a molekulapalyak vizsga-
latabol, valamint a magfiiggetlen kémiai eltolédas (nuclear
independent chemical shift, NICS) indexének kvantum-
kémiai szamitasaval tamasztottak ala. A szamitott NICS
értékek (—5,8) — (-9,9) ppm koriilinek adodtak 2 (X=NH,
0O, S) vegytiletekre, ami jelentdés aromas karakterre utal.
Felmeriil a kérdés, hogy vajon mi lehet az oka annak, hogy
a hattagu gytrts rendszernél (1) nem figyelheté meg a 2D
aromas karakter,

2D/3D aromas konjugacio lehetésége

Negativ hiperkonjugacié hatasa

XGD @Y\

'\
qu @)Y

X, Y =TT - elektrondonor csoportok
OBH QCH OC B

2. abra. Fent: A vizsgalt karboran alapt rendszerek, Lent: A negativ
hiperkonjugéci6 hatdsa a karboran kiilonboz6 kotéseire

mig Gttag heterociklusokat tartalmazod vegyiileteknél (2)
pedig jelentds konjugaciordl szamolnak be. A kérdés megva-
laszolasédhoz behatoan vizsgaltuk a fent emlitett rendszereket
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(2. 4bra: 1, 2) a kvantumkémia eszkoztaraval.® Az aromas-
sadgnak nincs fizikai mérészama, ezaltal vizsgalata komplex
feladat. Schleyer négy kritériumot allapitott meg (energeti-
kai, magneses, geometriai, reaktivitasbeli), amelyek koziil
minél tobb teljesiil, annal nagyobb bizonyossaggal tekint-
heté aromasnak egy vegyiilet. Els6ként az energetikai kri-
tériumot vizsgaltuk meg kiilonb6z6 izodezmikus reakciok
segitségével. A hipotetikus reakciok alapjan a vizsgalt ve-
gyiiletek nem mutatkoztak aromasnak, inkabb a részlege-
sen telitett heterociklusokkal mutattak nagy hasonlésagot.
Itt fontos kiemelni, hogy a vizsgalt vegyiiletek kisérleti 'H
NMR eltolddasai is nagyobb egyezést mutattak a részben te-
litett vegyiiletekkel, mint a megfeleld aromas referencia ve-
gyliletekkel. Kovetkezd kritériumként a karboran kapcsolt
gylrl geometrigjat vizsgaltuk, és megallapitottuk, hogy
nem figyelheté meg az aromas vegyiiletekre jellemzo kotés
kiegyenlitddés, tehat e kritérium szerint sem tekinthetdek
aromasnak a vegyiiletek. Ezek ismeretében felmeriil a kér-
dés, hogy mi okozza a NICS indexek alapjan javasolt jelentds
aromas karaktert. Megvizsgalva a karboran sajat magneses
arnyékolasat, megallapitottuk, hogy a klasztertdl tavolodva
is még jelentdsen tapasztalhato az arnyékolas hatasa, ami a
tavolsag fliggvényében nagymértékben csokken. Egy 6ttagt
gylri kozéppontja — ahol a NICS értéket vizsgaltak — joval
kozelebb talalhato a klaszter kozéppontjahoz, mint egy hat-
tagt gytrd esetében. E kiilonbség volt az, ami félrevezette
a korabbi munkak szerzdit, és egyben ravilagit arra, hogy a
kvantumkémia eszkoztarat megfelel ovatossaggal és szak-
értelemmel kell alkalmazni. Szamitasaink megmutattak,
hogy a rendszer ahelyett, hogy torekedne az aromas konjuga-
cidra, minden eszkdzt bevetve, inkabb kettésgyokként visel-
kedik. Ezen eredményeket a Chemical Science folyoiratban
kozoltik,® a kozleményt késébb egy kiilon cikkgylijtemény-
be is kivalasztottak (Emerging Frontiers in Aromaticity),
valamint az MTA Kémia Osztalya 2022 szeptemberében
megallapitasokat kiterjesztettiikk a bor atomokon keresztiil
kapcsoldédo gytirlirendszerekre is.” Ahogy koézleménytink
cimében is emlitjiik, a szubsztiticidés mintazatot valtoztat-
va sem lehet “kibékiteni” a két féle aromassag kapcsolatat,
a kapcsolt gytirli rendszer nem tekinthetd 2D aromasnak.
Ugyanakkor a rendszer stabilitdsaban jelentds szerepe van
a gyurl fesziiltségnek ¢és a gylrtin 1év6 szubsztituens elekt-
ronkiildé képességének. Jelenlegi munkank soran e megal-
lapitasokat kiilonboz6 foszforheterociklusos vegyiiletekre is
kiterjesztjik."

3. Kémiai kotélhuzas a karboran klaszterekben

Bar mint lathattuk, aromas konjugéacioé nem figyelheté meg
ezen vegyiileteknél, ugyanakkor a klaszterhez kapcsolodo
jo m-elektrondonorok példaul amino- vagy hidroxil-csopor-
tok jelent6s mértékben képesek elektront donalni a klaszter
o* palyaira (2. abra)."" Ez tulajdonképpen a jol ismert hi-
perkonjugacio, ugyanakkor az elektrondonalds iranya nem
a megszokott (c—mn*), hanem ennek forditottja (m—c*),
ezért nevezziik negativ hiperkonjugacionak. Ennek hatasa-
ra szén szubsztitualt o-karboranokban a C-C

N S—S\ Z RS 4
S,Clp, AlCI3 | NaBH, |
— —_— — — —_—
CH,Cl, EtOH
reflux \S—S/ ? HS™ \\
N N ST RN HS. ~
$,Cly, AICl; ’ | NaBH, |
— P E—— —
CH,Cl, EtOH
reflux Ng—g” i HS” \\

0o 4
0 )j\
/AN )k FaC AN IEANP/ANN
| HN CF3 ‘ NaOH ‘
B —— — B —
A Pdy(pba); Pia\ y
I/ \ K3PO, F3C\[(NH \ HoN \\

3. abra. A szintetizalt diszubsztitualt karboran vegyiiletek és az
egykristaly rontgendiffrakcios szerkezetiik

kotés hossza nagymértékben valtoztathato, akar 2,0 A-t
megkdzelité is lehet, amely a leghosszabb C—C kotések
egyike.!? Felmeriil a kérdés, hogy hasonld jelenség meg-
figyelhet6-e a klaszter mas kotéseinél is. Kvantumkémiai
szamitasaink megmutattak, hogy bar nagyobb energia-
befektetés sziikséges a B-B kotések nyujtasahoz, azok
plasztikussaga nagymértékben hasonlit a fentebb targyalt
C—C kotésekhez.!* A biztatd elméleti eredmények titkrében
kezdtiik meg szintetikus munkankat. Kiilonbdz6 amino- és
tiol-csoportokkal szubsztitutalt vegytileteket (3. abra: 3,
4, 5) allitottunk el6, majd egykristaly rontgendiffrakcioval
vizsgaltuk azok szerkezetét (Holczbauer Tamas és Udvardy
Antal fejtette meg a szerkezeteket). A kotések jol korrelal-
tak a szamitott értékekkel, ugyanakkor jelentds kotéshosz-
szabbodast nem figyelhettiink meg.

HS [
RS/a\" KOtBu k/e
| 2.2.2-Kripténs

HS/ ?\ THF
4 OBH QCH B
55 S
Y \ et

4.abra. Fent: Deprotonalasi reakcio a 2.2.2-kriptans jelenlétében
Lent: A kapott egykristaly rontgendiffrakcios szerkezet
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Nagymértékli valtozashoz, az elméleti szamitasok elérejel-
zése alapjan, negativ toltésti donor atomok sziikségesek. Itt
szintetikus megfontolasok szempontjabdl fontos volt meg-
talalni a toltés és a nukleofil karakter kozti kompromisz-
szumot, ugyanis erés nukleofilek jelenlétében a karboran
vegyiletek bomlast szenvedhetnek. Valasztasunk a tiol-cso-
portok deprotonalasara esett. Szamos lehetéség koziil a kali-
um-ferc-butoxiddal valé deprotonalas bizonyult a leghatéko-
nyabbnak. Azért, hogy a szubsztituens negativ t6ltését minél
kevésbé arnyékolja az ellenion, a kaliumiont kiilonb6z6 mo-
don komplexaltuk, koronaéterrel (18-korona-6) és kriptans-
sal (2.2.2-kriptans) is. Erdekes modon még ez utobbi sem bi-
zonyult elég hatékonynak, a kapott kristaly szerkezetben (6)
a karboran egység koordinalodott egy kalium ionhoz.

4. Aggregacié-indukalt emisszié karboran
vegyiiletekben

Az alapkutatasi teriileteken kiviil a karboran vegyiiletek-
nek szamos alkalmazasi lehetdségiik ismert, melyek koziil
talan a fluoreszcencian alapuld a legdinamikusabban fejl6-
dé teriilet. Szamos orto-karboran kapcsolt fluorofort tartal-
maz6 rendszer ugynevezett aggregacid-indukalt emissziot
(AIE) mutat.!'*" Ez a jelenség egy ellentétes folyamat a jol
ismert aggregacio-indukalt kioltassal, ahol a rendszer kvan-
tumhatasfoka drasztikusan csdkken a koncentracié ndve-
kedésével. Ezen rendszereknél a molekulak egymas kozti
kolcsonhatasanak (példaul m-n kolcsonhatasok) kdszonhe-
téen a fluoreszcencia kioltédik. Ezzel szemben az aggre-
gacio-indukalt emissziot mutaté anyagok nem, vagy csak
nagyon gyengén fluoreszkalnak hig oldatban, ugyanakkor
aggregalt allapotban vagy szilard fazisban intenziv fluo-
reszcenciat mutatnak. A jelenséget el6szor az 6ttaga szili-
cium atomot tartalmazd heterociklusok, a szilolok esetében
dokumentaltak." A hexafenilszilol (5. abra) esetében oldat
fazisban a molekula gerjesztett allapotban a fenilcsoportok
forgdsa révén nem-sugarzasos folyamat soran hatékonyan
le tudja adni folosleges energidjat. Ugyanakkor aggregalt
vagy szilard allapotban a molekulak fenilcsoportjai sszeg-
abalyodnak, nem tudnak elforogni. igy a rendszer nem ké-
pes leadni felesleges energidjat hoként, helyette jelentds fé-
nyemissziot tapasztalhatunk. Orto-karboran szarmazékok
esetében (példaul: 1-antracenil-o-karboran) nem forgasos
mechanizmus, hanem a C—C kotés megnyulasa (5. dabra)
okozza a fluoreszcencia kioltasat hig oldatban. Gerjesztés
soran a fluoroforrol a karboran egység C—C lazito palyajara
torténik az elektronatmenet, aminek hatasara a C—C kotés

OBH QCH gC
-karboran

hexafenilszilol 1-antracenil-0

5.abra. A fluoreszcencia kioltodasanak példaja szilol valamint szénen
szubsztitualt karboran vegyiiletek esetén

o h Ph
/ \ + Li-m-karboran / \
—_—
T SiMe; MeSi
Ph/S\CI Fh

>

Me3Si

OBH QCH QC

lathato fény 254 nm 366nm 7

e
\ =l

6.abra. Fent: Karboran szubsztitualt szilol szarmazék (7) eléallitasa,
Lent: Karboran szubsztitualt szilol szarmazék kristalya lathato ¢s UV
fénnyel megvilagitva

jelentésen megnyulik, a klaszter fel is nyilik. Ezen folya-
mat gatolt aggregalt allapotban, emiatt figyelheté meg a
fluoreszcencia. Felmeriil a kérdés, hogy hogyan viselke-
dik egy olyan rendszer, ahol két AIE egység is jelen van.
Ennek felderitésére szamos karboran szubsztitualt szil-
olt allitottunk el6,'® amelyeknek fotofizikai tulajdonsagait
vizsgaltuk. Ezen vegyiiletek gyenge fluoreszcenciat mu-
tattak hig oldatban, ugyanakkor szilard fazisban jelent6s
emissziot tapasztaltunk. Bizonyos szarmazékok (6. dbra:
7) esetében 100%-os kvantumhatasfokot sikeriilt elérni.
Kvantumkémiai szamitdsaink megmutattak, hogy a szilol
egység felelds a vegyiiletek AIE aktivitasaért, amely alap-
jan kijelenthetjiik, hogy a karboran egység direkt moédon
nem vesz részt a gerjesztésben, ugyanakkor jelentds hatas-
sal van a kristaly szerkezetben megfigyelhetd szupramole-
kularis elrendez6désre, ami befolyasolja ezen vegyiiletek
kvantumhatasfokat.

5. Egyiittmiikédések

A csoport szamos hazai és nemzetkdzi csoporttal egyiitt-
mitkodik, melyek koziil kiemelendd a ferrocénofanok ké-
migjanak vizsgalata prof. Rudolf Pietschnig kutatocsoport-
jéval (Kassel, Németorszag). Doktorans hallgatéink tobb
alkalommal tolthettek el egy-két honapot Németorszagban,
ahol az ottani szintetikus munkaba is bekapcsolodhattak.

6. Human és anyagi eroéforrasaink

A csoport létrejotte az MTA Prémium Posztdoktori prog-
ramjanak anyagi tdmogatasaval valdsult meg 2019-2022
kozt, majd a munkankat tobb nemzetkdzi palyazat (TKP-
DAAD 2021-2022, CELSA 2022-2024 csereprogram) és
egy jelenleg is futd6 OTKA palyazat (OTKA-FK 2024-
2027) is segiti. Mind a kari TDK-n, mind pedig az OTKD-n
szamos kiemelkedd eredményt értek el a csoportban dol-
gozd hallgatok (Balogh Marcell Janos: OTDK 1. helyezés
2025; Kovacs Maté Barnabas: OTDK 2. helyezés 2021,
Bartek Maté: OTDK kiilondij 2025). Doktoransaink pe-
dig minden évben a doktori kivalésagi palyazatok (UNKP,
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DKOP, EKOP) nyertesei. A kutatécsoportvezeté munka-
jat az elmult években Bolyai Janos Kutatasi Oszténdijjal,
Akadémiai Ifjusagi Dijjal, valamint Pungor Ernd Dijjal is-
mertek el.
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24-3-BME-64), melyet a Kulturalis ¢és Innovacios
Minisztérium, valamint a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és
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Hivatkozasok

1.  Grimes, R. N. Icosahedral Carboranes; 2016.
ISBN: 978-0-12-801894-1

2. Matteson, D. S.; Hota, N. K. J. Am. Chem. Soc 1970, 1067
(1967), 2893-2897.
https://doi.org/10.1021/ja00741a012

3. Wright, J. H.; Kefalidis, C. E.; Tham, F. S.; Maron, L.;
Lavallo, V. Inorganic Chemistry 2013, 52 (10), 6223—-6229.
https://doi.org/10.1021/ic400786a

4. Chan, T. L.; Xie, Z. Synthesis, Structure and Aromaticity of
Carborane-Fused Carbo- and Heterocycles. Chem. Sci. 2018,
9(8), 2284-2289.
https://doi.org/10.1039/C7SC04722C

5. Yang, X.; Zhang, B.; Zhang, S.; Li, G.; Xu, L.; Wang, Z.; Li,
P.; Zhang, Y.; Liu, Z.; He, G. Org. Lett. 2019, 21 (20),
8285-8289.
https://doi.org/10.1021/acs.orglett.9b03047

Carborane Chemistry Research at BME-VBK

At the Department of Inorganic and Analytical Chemistry, our re-
search group focuses on the synthesis, functionalization, and ap-
plication of carboranes — boron-rich clusters with unique three-di-
mensional aromaticity and exceptional thermal and chemical
stability. Our work spans from fundamental studies of bonding
and reactivity to the design of novel carborane-based fluorescent
materials. We have demonstrated that the conjugation between the
3D aromatic carborane unit and the fused ring system was over-
estimated. These findings were published Chemical Science the
flagship journal of the Royal Society of Chemistry and was later
included in the themed issue Emerging Frontiers in Aromaticity.
Additionally, this publication was selected as the Publication of
the Month by the Section of Chemical Sciences of the Hungarian
Academy of Sciences in September 2022. Last year, we published a
full paper showcasing that the overall stability of carborane-based

6. Buzsaki, D.; Kovacs, M. B.; Hiimpfner, E.; Harcsa-Pintér,
Z.; Kelemen, Z. Chem. Sci.2022, 13 (38), 11388—11393.
https://doi.org/10.1039/D2SC03511A

7. Chen, Z.; Wannere, C. S.; Corminboeuf, C.; Puchta, R.; Von
Ragué Schleyer, Chem. Rev. 2005, 105, 3842-3888.
https://doi.org/10.1021/cr030088

8. Sola, M.; Fernandez, I.; Merino, G. Chem. Sci. 2023, 14 (36),
9628-9629.
https://doi.org/10.1039/D3SC90163G

9. Buzsaki, D.; Gal, D.; Harcsa-Pintér, Z.; Kalabay, L.;
Kelemen, Z. Chem. Eur. J. 2024, 30 (61), €202402970.
https://doi.org/10.1002/chem.202402970

10. Gal, D. Szantai, L., Buzsaki, D. Kelemen. Z. submitted
https://doi.org/10.1021/acs.orglett.5c01374

11. Oliva, J. M.; Allan, N. L.; Schleyer, P. v. R.; Vifias, C.;
Teixidor, F. J. Am. Chem. Soc. 2005, 127 (39), 13538—-13547.
https://doi.org/10.1021/j2052091b

12. Li, J.;; Pang, R.; Li, Z.; Lai, G.; Xiao, X.; Miiller, T. Angew
Chem Int Ed 2019, 58 (5), 1397-1401.
https://doi.org/10.1002/anie.201812555

13. Buzsaki, D.; Gal, D.; Szathmari, B.; Holczbauer, T.;
Udvardy, A.; Szilagyiné, J. K.; Kargin, D.; Bruhn, C.;
Pietschnig, R.; Kelemen, Z. Inorg. Chem. Front. 2025, 12
(5), 1822-1830.
https://doi.org/10.1039/D4QI02566K

14. Hong, Y.; Lam, J. W. Y.; Tang, B. Z. Chem. Soc. Rev. 2011,
40 (11), 5361-5388.
https://doi.org/10.1039/C1CS15113D

15. Nuiez, R.; Tarrés, M.; Ferrer-Ugalde, A.; De Biani, F. F.;
Teixidor, F. Chem. Rev. 2016, 116 (23), 14307-14378.
https://doi.org/10.1021/acs.chemrev.6b00198

16. Szathmari, B.; Hessz, D.; Zambo, D.; Bruhn, C.; Pietschnig,
R.; Udvardy, A.; Szabo, P.; Holczbauer, T.; Balogh, M. J;
Kelemen, Z. Chem. Eur. J. 2025 €202404462.
https://doi.org/10.1002/chem.202404462

ring systems is influenced by negative hyperconjugation and ring
strain. We further demonstrated that hyperconjugation can occur
not only through the carbon vertices of the borane cluster but also
through the boron vertices, requiring much stronger n-electron
donor substituents. Our synthesized compounds demonstrated
the possibility of precise tuning of different bonds within the
cluster. Beyond fundamental research, we explored more applied
topics, e.g. synthesizing fluorescence carborane-decorated siloles
These systems incorporate two aggregation-induced emission
active units — silole and carborane. It was clearly demonstrated
that the silole unit primarily driving the photophysical properties.
Remarkably, certain derivatives achieved 100% quantum yield,
making them ideal candidate for different applications. In parallel
with our carborane studies, we have extensively investigated fer-
rocenophane compounds.
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1. A szerkezeti biologia fejlédése az elmult évtizedben

A sejtben 1évé makromolekulak szerkezetének pontos
ismerete elengedhetetlen a miikodésiik megértéséhez.
A szerkezeti biologia nagyszamu kisérletes és szamita-
sos eljarast kinal a biomolekuldk szerkezeti megismeré-
séhez, mely kapcsolodd kisérletes vizsgalatokkal egyiitt
az €16 szervezetek mikodésének jobb megértését célozza.
Az elmult évtized sordn a szerkezeti biologiai mddszerek
kiemelkedd fejlodésének lehettiink tanui. A kisérletes mod-
szerek, valamint neuralis halézatok altal vezérelt, mester-
séges intelligencian alapulod adatelemzési és szamitasi in-
novaciok uj tavlatokat biztositottak Osszetettebb biologiai
folyamatok szerkezeti alapti megértésében, és rendkiviil
megnovelték a szerkezetmeghatdrozas folyamatainak haté-
konysagat. Erdemes szamba venniink e fejlédési folyamat
néhany lényeges mérfoldkdvét, a rontgenkrisztallografia, a
kriogenikus elektron-mikroszkopia és mesterséges intelli-
gencia alapu szerkezeti modellezés terén.

A rontgenkrisztallografia, a biomolekuldk és rontgen-
sugarak diffrakciés kolcsonhatasan alapuléo képalkotd
eljaras mar hagyomanyos szerkezeti biologiai technika-
nak tekinthetd. A krio-EM ¢és a mesterséges intelligencia
alapu szerkezetmodellezés ugrasszerli fejlédése ellenére
a szinkrotron rontgenkrisztallografia tovabbra is a nagy
felbontasu szerkezetmeghatarozas fontos modszere. Ez
utobbi modszer széles korben vald elterjedését a kozel-
mult technologiai fejlesztései is eldsegitették, amik no-
velték az ateresztoképességet, a felbontast, megoldast
kinaltak a kihivast jelentd kristalyok mérésére, valamint
felhasznalobaratabba tették a szerkezetmeghatarozast.
Az 1j, negyedik generacids szinkrotronok nagyobb in-
tenzitdsu és koherencidju rontgen sugarzast biztositanak
a kisérletes vizsgalatokhoz.! Mindez, a mikrofokusz su-
garforrasok fejlédésével,” valamint a korabbinal gyor-
sabb adatkiolvasast és alacsonyabb zajszintet biztositd
hibrid pixel detektorok (EIGER, PILATUS) alkalmaza-
saval® egyiittesen teszi lehetévé az eredményes adatgytij-

tést a korabban kihivast jelentd mikrokristalyok, inho-
mogén egykristalyok, valamint rosszabbul diffraktalo
kristalyok esetén is. A rontgen szabadelektron-lézerek
fejlodése (X-ray Free Electron Laser, XFEL) hatékonyabb
id6felbontas elérését, valamint a sorozatos femtoszekun-
dumos krisztallografia (SFX) révén sugarzas okozta ka-
rosodas nélkiili szerkezeti vizsgalatokat tett lehetdvé.
A szinktrotron forrasoknal elterjed6 automatizalt valos-ide-
jU adatfeldolgozasi és modellépitési szoftvercsomagok (pl.
DIALS, xia2 3dii, AutoPROC) jelentésen csokkentették a
kristalytol a szerkezetig jutdshoz sziikséges id6t. Szintén
a szerkezeti biologusok munkajat egyszertisitheti, hogy a
kozelmultban a Diamond szinkrotron bevezette a teljesen
feligyelet nélkiili adatgyijtési modot (Unattended Data
Collection, UDC), amely a helyszini, illetve tavoli kap-
csolat soran a felhasznalok altal vezérelt adatgyiijtési mo-
dot valthatja ki. A szerkezetmegoldo szoftvercsomagok
fejlddése emellett a rontgenkrisztallografia, krio-EM ¢és
Alphafold szerkezeti modellezés modszereinek integralasat
is biztositja.*¢

A kriogén elektronmikroszkopia (krio-EM) a biomole-
vé a mintak gyors lefagyasztasat kovetd elektronszorodas
kolcsonhatas nagy felbontast szerkezetelemzése révén. A
mddszer az elmilt évtizedben rendkiviil jelentds fejlodésen
ment keresztiil és mostanra a szerkezeti biologiai k6zosség
egyik, ha nem leghatékonyabb médszerének tekinthetd. A
krio-EM ateresztéképessége, és az elérhetd felbontas javu-
lasa egyarant rendkiviil latvanyos, koszonhetden a hardver,
a mintael6készités, az adatgytijtés és a szamitogépes elem-
z¢s terén elért szinergikus fejlesztéseknek. A hardver olda-
lardl érdemes megemliteni az ugynevezett direkt elektron
detektorokat, melyek forradalmasitottak a technikat. Ezek
segitségével ,,filmeket” tudunk rogziteni, amelyek alkal-
masak arra, hogy szamitasosan kikiiszoboljiikk a moleku-
lak mozgasabol eredé homalyossagot’. A felbontoképesség
robbanasszerli fejlddésének (an. resolution revolution)® és
a technika széles korii elérhetdségének’ koszonhetben a jo

*  Fészerzok. E-mail: nyiri.kinga@vbk.bme.hu, nagy.gergely.nandor@vbk.bme.hu
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felbontasu szerkezetek krio-EM-mel torténé meghataroza-
sa rutinszertivé valt a szerkezeti bioldgusok széles kdzos-
ségének. Az egyrészecske kriogén elektron-mikroszkopia
soran eddig elért legnagyobb felbontas 1,09 A, ami valo-
di atomi szintl feloldoképességet jelez. Az egész sejtekrol
valo krio-EM képalkotas és az in situ szerkezeti vizsgalato-
kat célz6 krio-elektrontomografia (krio-ET) szintén rendki-
viili fejlédésen ment keresztiil és varhatdan tovabbi attorés
kiiszobén all, lehetdve téve a komplex biologiai rendszerek
miikodésének szerkezeti alapii megismerését."

A kisérletes  szerkezeti  modszercket — kiegészit-
ve meghatarozd szerepet nyert a szerkezetbecslés is.
A DeepMind 2020-ban bemutatott AlphaFold szerkezeti
modellezés az ismert szekvencia és szerkezeti informaci-
okra tamaszkodva mesterséges intelligencia segitségével
kozel kisérleti pontossagot ért el a szerkezet eldrejelzésé-
ben.”? Jelenleg szamos tovabbfejlesztett, felhasznalok sza-
mara elérheté szerkezeti modellezé algoritmus, valamint
a tobb, mint kétszazmillid szerkezeti modellt tartalmazo
AlphaFold DataBase konyvtar'® a szerkezeti alapt hipoté-
zisek széleskorli bazisat biztositja, ami jelentds segitséget
jelent orvosbiologiai kutatasok felgyorsitasahoz.

A fenti bevezetdben bemutatott modszerek a szerkezeti
bioldgiai kutatasok fontos részét képzik, amelyek egy-
mast kiegészitve alkalmazhatok a felmeriilé élettudoma-
nyi kérdések szerkezeti alapon valé6 megvalaszolasara.
A tovabbiakban a kutatdcsoportunkban folyd szerteagazo
tudomanyos munkak eredményeit bemutatva szemléltetjiik
ezen modszerek széleskorli felhasznalhatdsagat.

2. A Genom metabolizmus és Biostruct csoport

A Biostruct laboratérium 2011 6ta miikddik a Budapesti
Miszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem Alkalmazott
Biotechnologia és  Elelmiszertudomanyi — Tanszékén.
A fehérjekristalyositas kisérleteket nagy ateresztoképeségii
kristalyositd screenek alkalmazasaval egy Mosquito nano-
literes folyadékkezeld robot (TTP Labtech) segiti, mig az
Osszeallitott kristalyositd talcak tarolasat és automatikus
fotozasat egy Rock Imager kristaly talca ‘hotel’ rendszer
végzi (Formulatrix). A labor SuperNova egykristaly ront-
gendiffraktométer (Agilent Oxford Diffraction) hazi ront-
gen sugarforrassal is rendelkezik, mely egykristalyok ront-
gendiffrakcio tesztjét, valamint teljes adatkészlet felvételét
teszi lehetdvé. A labor kordbban mar bemutatasra keriilt
a Magyar Kémiai Folyoirat 124. évfolyam kiadasaban', a
jelen tanulmany az azota tortént szerkezeti biologiai kuta-
tasokat mutatja be. Megjegyzendd, hogy a Biostruct labor
e kutatasok mellett a szerkezeti biologiai oktatas fontos pil-
lére is, kiilonféle egyetemi kurzusok (pl.: Analitika labor,
Modern szerkezetfelderitési modszerek, Projekt feladatok)
valamint rendszeresen szolgalt tudomanynépszerisitd
programok (Kutatok Ejszakaja, Lanyok Napja, BME Nyilt
Nap) helyszineként.

3. A dUTPaz fehérje tipusiu inhibicioja

A dUTPaz fehérje a dUTP nukleotid hidrolizisét katalizalja,
ezaltal a dUTP/ATTP szintet alacsonyan tartja. Mivel osz-
t6do sejtekben a polimerazok altal DNS-be beépitett uracil
mennyiségét ezen nukleotidok sejtbéli aranya hatarozza
meg, igy a dUTP4z a dUTP lebontasaval megelézi az ura-
cil esetleges beépiilését a genomba, ezaltal fontos szerepet
jatszik az orokitdanyag preventiv védelmében.” ¢ A dUT-
Paz fehérje hianya 6rvény-és fonalférgekben, ecetmuslica-
ban és egérben egyarant letalisnak bizonyult.”?° A human
dUTPaz fehérje Y54C mutécioja pedig dsszefiiggésbe hoz-
hato diabétesz és csontveld elégtelenség kialakulasaval.?!
Kimutattuk, hogy a mutacio kovetkeztében a szubsztrat
kotddése és az enzimaktivitas valtozatlan azonban a fehérje
héstabilitasa jelentésen csokken, ami magyarazhatja, hogy
miért tapasztaltak a mutans fehérje mennyiségének csokke-
nését nyal modellben.?* %

A dUTPaz inhibitorok fejlesztése a patogén mikroorganiz-
musok elleni kiizdelemben és a human daganat terapiaban
is kutatasok fokuszaban all.>* 2010-ben azonositottak egy
olyan Staphylococcus aureus patogenitasi szigetek (SaPI)
életciklusat vezérld fehérjét (Stl), amelynek mukodését a
f11 bakteriofdag dUTPazzal valoé kdlcsonhatas szabalyoz-
za.® Ez a bakteriofag dUTPaz szekvencidja alapjan ha-
sonld mas bakterialis és eukariota dUTPazokhoz, viszont
tartalmaz egy fagokra jellemzd szekvencidba beékel6dd
szegmenst, igy az elsé megkozelitésben a kélcsonhatast eh-
hez a szegmenshez kototték. A fag dUTPaz szerkezetének
meghatarozasaval megmutattuk, hogy ez az inszert egy a
dUTPazokra jellemz6 mag szerkezetbdl kinyulo, elkiiloniilt
mini domént alkot®® (1. Abra) és tovabbi vizsgalataink ki-
mutattak, hogy nincs esszencialis szerepe az Stl fehérjével
valo kélcsonhatasban.?’

1. Abra. A f11 bakteriofag dUTPaz szerkezete (PDB ID:4GV8)%.

A trimer fehérje harom alegysége a sziirke szin kiilonb6z6 arnyalataival
lett szinezve, a kristalyositashoz hasznalt szubsztratanalog (AUPNPP)
fekete palcikaként, mig a kofaktor magnézium ion sziirke gémbként
van megjelenitve. A fagra jellemz6, Stl kolcsonhatas specificitasaért
felelds inszert fekete szalagmodellként lathato, ezen régi6 evoluciésan
konzervalt dUTPaz szerkezetbdl (térkitoltd modell) nyulik ki, mintegy
6nallé minidomént alkotva. Jol lathato, hogy a kép kozepén talalhato
szubsztratkoto zseb két alegység kozos felszinén helyezkedik el.

A zsebet a harmadik alegység karboxi terminalis régidja zarja.

Ezen szakasz elhelyezkedését konformacios flexibilitasa miatt a
kristalyszerkezetben nem lehetett meghatarozni.
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Emellett fluoreszcens stopped-flow gyorskinetikai mod-
szerrel kimutattuk, hogy az Stl fehérje a fl11 fag dUTPaz
lassan, de erésen kotédé kompetitiv inhibitora,”® igy az
els6 ismert fehérje tipusu dUTPaz inhibitor. Eredményeink
alapjan a fag dUTPaz csak azutan képes kolcsonhatasba
1épni az Stl fehérjével, miutan elhidrolizalta a sejtbéli dUTP
nagy részét. Ez a modell ramutat a kdlcsonhatas esetleges
evolucids eldnyére, hiszen a patogenitdsi sziget csak ura-
cil-mentes kdrnyezetben replikalddik, ami biztositja gene-

sy

zontalis transzferét.

Erdekes modon az Stl fehérje ugyan nem minden fajta fig
dUTPazzal 1ép kolcsonhatasba, azonban a mikobakteridlis
dUTPaz aktivitasat otodére csokkenti.?” Emellett az Stl-t
Mycobacterium smegmatis sejtben expresszalva a sejtbeli
dUTP szint megemelkedését figyeltik meg, amely zavart
okozott a mikobaktérium koloniaképzésében is. Tovabba
az Stl fehérje kiillonb6z6 mértékben gatolja az Escherichia
coli, ecetmuslica (Drosophila melanogaster) és a human
dUTPazokat, a legerésebb kdlcsonhatast és teljes mértéki
inhibiciot azonban a f11 bakteriofag dUTPaz esetében ta-
pasztaltuk 28 30-32

A fent bemutatott trimer dUTPazok aktiv zsebét két alegy-
ség alkotja, amelyet a harmadik alegység karboxi-termi-
nalis régidja zar le katalizis soran. Ez a zar6déas-nyilas a
karboxi terminalis régid flexibilitasatol fiiggden kiillonb6zo
mértékll konformacio valtozast jelent az enzim szerkezeté-
ben.? Az E. coli dUTPaz fehérje esetében ezen atlapold un.
kar régié flexibilitasanak csokkenését eredményezé pont-
mutéci6 novelte mind az Stl inhibitorhoz val6 kotédés erds-
ségét, mind az aktivitas gatlas mértékét.?! gy feltehetéleg
a dUTPaz-Stl kolcsonhatas erdssége mellett, az aktiv hely
zarddasa soran bekovetkezd konformaciovaltozas kinetika-
ja is modulalja az Stl altal kifejtett inhibicié mértékét.

A Kardos Jozsef kutatdcsoportjaval egyiittmikodésben
(ELTE, Budapest) végzett szinkrotron radiacids cirkularis
dikroizmus vizsgalataink kimutattak, hogy az Stl fehérje
foként alfa helikalis térszerkezetii. A fehérje amino és kar-
boxi terminalis szegmenseit vizsgalva kimutattuk, hogy a
DNS koétésért az amino terminalison talalhatd hélix-csa-
var-hélix motivum felelds, azonban ez a motivum nem
sziikséges a dUTPéazzal vald kolcsonhatashoz.** Tovabba
igazoltuk, hogy a fehérje dimereket képez, és a dimerizaci-
6s felszin a karboxi terminalis részen talalhato.*

2017-ben Hill és munkatarsai felfedezték, hogy az alta-
lunk vizsgalt Stl fehérje a foként b-redds szerkezetii tri-
mer dUTPazoktdl szerkezetiikben teljesen kiilonbozo,
a-helikalis, dimer dUTPazokkal is kolcsonhatasba 1ép.*
Ez alapjan feltételezhetd volt, hogy az Stl egy a szubsztratot
mimikalo szegmenssel rendelkezik, amivel kapcsolodik a
dUTPazokhoz. Azonban Antoni J. Borysik (King’s College,
London) csoportjaval egyiittmtikodésben HDX-MS (hid-
rogén-deutérium cserés tomegspektrometria) modszerrel
kimutattuk, hogy az Stl fehérje két kiillonbozo szegmense

1ép kdlcsonhatasba a trimer illetve a dimer dUTPazokkal.*
(2. Abra) Az, hogy ez az Stl fehérje kiilonboz6 szegmensei
révén barmely tipust dUTPazt képes felismerni, arra utal,
hogy az uracil-mentes kdrnyezet elényt jelenthet a patog-
enitasi szigetek terjedésében.
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2. Abra. Az Stl fehérjén HDX-MS moédszerrel detektalt tomegvaltozas
trimer (fels6 panel, PDB ID: 4GV8) illetve dimer (alsé panel, AlphaFold
szerver) fag-eredetiit dUTPazzal valo kdlcsonhatas kovetkeztében.

A fehérjék alegységei a sziirke kiilonboz6 arnyalataival szinezve.

A szubsztratanalog ({UPNPP) fekete palcikaként a kofaktor magnézium
ion gdmbként van abrazolva.®

2018-ban Dimitri I. Svergun kutatocsoportjaval kollabora-
ciéban (DESY, Hamburg) méretkizarasos kromatografiaval
kombinalt kisszogli szinkrotron radidcios rontgenszoras
(SEC-SAXS) vizsgalattal meghataroztuk a human dUTPaz
és az Stl fehérje komplexének kis felbontasu szerkezetét.>
A kapott szerkezeti modell egyértelmtien arra utal, hogy a
komplexképzddés megzavarja az Stl fehérje dimerizacidjat.
Ez alapjan feltételezhetd, hogy a trimer fag dUTPazok a
patogenitasi szigetek atirodasat az azt szabalyoz6 génsza-
kaszhoz kot6do Stl represszor dimer megbontasaval képe-
sek inicidlni. Kotédési kinetikai méréseink alapjan megha-
taroztuk, hogy az Stl dimerizacié disszociacios egyensulyi
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allanddja Ky, = 0.12 nM.”” Ennek fényében a fag dUTPa-
zok tehat csak egy Osszetett és finomhangolt interakcids ha-
l6zat révén lehetnek képesek a patogenicitasi sziget represz-
szor dimerjének megbontasara.

A huméan dUTPaz esetében az Stl fehérjével vald kdlcson-
hatas er0ssége és az enzimgatlas mértéke (70%) is kisebb,
mint a fdg dUTPaz esetében (kdzel 100%). Annak érde-
kében, hogy az Stl-t mint a human dUTPaz térben és idd-
ben szabalyozhat6 szelektiv inhibitoraként hasznalhassuk
human sejtes kisérletekben a human dUTPazra kifejtett
Stl-altali gatlast tobbféle stratégia alapjan kiséreltiik meg
novelni.® A dimerizacidés domén eltavolitasa, illetve a di-
merizaciot gyengitd specifikus pontmutaciok nem eredmé-
nyeztek jelentds névekedést az inhibicié mértékében. Ezzel
kimutattuk, hogy az Stl karboxi terminalis doménje teljes
egészében fontos szerepet jatszik a human dUTPaz inhibi-
cidjaban. Az altalunk meghatarozott dUTPaz-Stl kristaly-
szerkezet alapjan specifikus pontmutaciokat terveztiink a
kolcsonhatas erdsitésére (3. Abra, 1. Tablazat). Itt megjegy-
zendd, hogy a kristalyositashoz az Stl C-terminalis régidjat
nem tartalmazo fehérjekonstruktot hasznaltunk, mivel a
teljes hosszisagu Stl fehérje az amino és karboxi terminalis
domének kozotti szakasz flexibilitasa® kovetkeztében nem
kristalyosithato.

3. Abra. A human dUTP4z az Stl fehérje amino terminalis szegmensével
(StINT) alkotott komplexének rontgendiffrakcios modszerrel meghatarozott
szerkezeti modellje (PDB-kod: 8CS8I). A konnyebb atlathatosag kedvéért
a trimer dUTPaz (szalag model és attetsz0 felszin) mellett a harom
kolesonhato Stl lancbol csak egyet abrazoltunk szalag modellként.
A tervezett mutaciok helyét nyilakkal és sotétitéssel jeloltiik. A kialakulo
0j kolesonhatasokat az 1. Tablazatban mutatjuk be.

1. Tablazat. A human dUTPazzal valo kolcsonhatas erdsségének
novelésére tervezett Stl mutaciok

Stl mutacié Lehetséges 1j kolcsonhatasa human dUTPazzal

Y106K

Y106k polaris vagy ionos kdlcsonhatas Aspl104
V55S polaris kolcsonhatas Glul44

S114E

. polaris vagy ionos kélcsonhatas Lys91
Y116R polaris vagy ionos kdlcsonhatas Aspl127

Az eléallitott Stl pontmutansok elvarasainktol eltéréen
nem javitottdk a human dUTP4z inhibicié hatékonysagat.
Feltételezésiink szerint ez a megkdzelités a fehérje atlapold
karjanak flexibilitasa, azaz a fehérje inherens tulajdonsaga
miatt volt sikertelen.

A dUTPaz és Stl fehérje kozotti kdlesonhatas mélyebb meg-
értése érdekében a teljes hosszusdgu fehérjék altal alkotott
komplex térszerkezetének megfejtésére krio-EM kisérlete-
ket végeztiink (Jiri Novacek, CEITEC, Brno), ezek eredmé-
nyének kiértékelése jelenleg folyamatban van.

Tovabba vizsgaltuk azt is, hogy az Stl fehérje amino termi-
nalis szegmense (StINT) képes-e jobban vagy legalabb a vad
tipushoz hasonld hatékonysaggal gatolni a M. tuberculosis
dUTPazt (MtDUT). A szerkezeti vizsgalatokhoz ebben az
esetben is az StINT amino terminalis szegmenst hasznal-
tuk. A MtDUT-StINT komplex kristalyszerkezet (PDB-kod:
8P80) alapjan elmondhato, hogy az StINT fehérje a MtDUT
aktiv centrumaba kotodik (4. abra/A), itt alakul ki az els6d-
leges kolcsonhatasi felszin a két fehérje kozott a korabban
ismert dUTP4az-N-terminalis Stl komplex szerkezetekhez
hasonloan.**-#!

—e— M(DUT - sti"T
..... MEDUT - StiNT

Aktivitas (%)

0 100 200 300 400
Cst"" vagy csyw (NM)

90°

4. Abra. A M. tuberculosis dUTPaz Stl altali gatlasa. A) A MtDUT-
StINT komplex kristalyszerkezete (PDB-kod: 8P80). A trimer MtDUT-
hoz (s6tétsziirke) harom StINT (vilagosszirke) kotédik. B) A MtDUT
enzim aktivitas gatlasa a két Stl varians altal. C) A MtDUT enzim
teljes hossz Stl fehérjével alkotott komplexének AlphaFold modellje.
A fehérjék megjelenitése az A) panelhez hasonld, az Stl fehérje N-és
C-terminalis doménjeit jelolve, a fehérje komplex két orientacioban
lathato.

Ezaltal az inhibitor sztérikusan gatolja a szubsztrat bekd-
tédését. Kiilonbozo biokémiai €s biofizikai médszerek se-
gitségével kimutattuk, hogy a StINT fehérje kevésbé képes
gatolni a MtDUT-ot, mint a teljes hossza Stl fehérje (StIVT),
az enzim aktivitasat nagyjabol csak a felére csokkenti (4.
Abra/B), és szubsztrat mentes kornyezetben is gyengébb
kotodést mutat, amely kiilonbség a disszociacios ratakban
mutatkozik meg (2. tablazat).
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2. Tablazat. Az Stl variansok és MtDUT kozotti kolesonhatas kinetikai
paraméterei, bioréteg interferometria (BLI) mérések alapjan

. . KD k(m koﬁ
Ligandum  Analit (M) M s)(109) ()(10%)
StiVt MtDUT <1 2,70+0,01 <0,01+0,01
StINT MtDUT 190+1 5,42+0,01 10,28+0,04

A szerkezeti modellezés fejlédését kihasznalva probaltunk
magyarazatot talalni arra, hogy az Stl fehérje C-terminalis
doménje hogyan jarul hozza az er6sebb MtDUT-tal vald
kolcsonhatashoz és gatlashoz. Ehhez AlphaFold modelle-
ket alkalmaztunk, amik azt sugalljak, hogy a két fehérje
kozotti kolesonhatas kialakuldsa soran az Stl karboxi ter-
minalis domének (StIT) egymas kozott 1étrehozhatnak egy
oligomerizacids felszint (4. abra/C), ami altal ndvekszik az
aviditas, és ez magyarazhatja a teljes hosszu Stl fehérje er6-
sebb kotddését.*? Ezt a hipotézist a tovabbiakban krio-elekt-
ronmikroszkopias modszerrel tervezziik vizsgalni.

4. Zebrahal dUTPaz szerkezeti és élettani vizsgalata

A zebrahal, mint modellorganizmus ma nagyon népszeri a
kutatok korében, mivel kdnnyen, alacsony koltségen fenn-
tarthatd, fejlodése meglehetdsen gyors, €s jo tuléloképessé-
get mutat a kiilonb6zd megtermékenyités utani eljarasokkal
szemben. Mindezek mellett tovabbi eldénye, hogy olyan ge-
rinces faj, amely 70%-o0s homologiat mutat az emberi gen-
ommal. Tovabba az embridk az anyaallaton kiviil fejléd-
nek és atlatszok. Ezen eldnyok kovetkeztében ez a modell
jol alkalmazhaté az embrionalis fejlédés vizsgalatara.*-4
Eredményeink azt mutattdk, hogy a korai embrionalis fej-
16dés soran a genomi uracilszint és a sejten beliili dUTP
szint igen magas zebrahalakban. Emellett azt tapasztaltuk,
ha ezeket a szinteket a dUTPaz megtermékenyitett petesejt-
jeibe torténé mikroinjektalasaval csokkentjiik, az az emb-
riokra nézve letalis. Annak érdekében, hogy minél jobban
megértsiik ezt a folyamatot tobbek kozott a zebrahal dUT-
P4z enzim izoformadit karakterizaltuk. Termofluorimetrias
héstabilitas vizsgalataink és spektrofotometriai alapu enzi-
maktivitas méréseink soran azt tapasztaltuk, hogy az izo-
formak kiilonbozo stabilitassal és aktivitassal rendelkeztek.
Emellett a zebrahal dUTPaz rontgen krisztallografias szer-
kezetét is meghataroztuk egy szubsztrat analoggal (AUPN-
PP) komplexben. A zebrahal dUTPaz szerkezete igen nagy
hasonlésagot mutat a human dUTPazhoz. A szerkezetben
jol azonosithaté a fehérjelancok és a szubsztrat konforma-
cidjanak Osszefiiggése, mivel a trimer dUTPaz harom aktiv
helyén a szubsztrat €s a karboxi terminalis kar tobbféle té-
réallast vesz fel. Egyes szubsztratkotd zsebek esetében a fe-
hérjelanc kaboxi terminalisa nem zarja az aktiv centrumot,
ekkor a szubsztrat egy nem hidrolizalhato, ¢ransz konfor-
macidt vesz fel és a reakcid lejatszodasahoz szitkséges mag-
nézium ion kofaktor sincs jelen (5. Abra/A). Amennyiben az
aktiv helyet a karboxi terminalis régid zarja a szubsztrat a
hidrolizishez megfelelé gauche konformaciot vesz fel és a
magnézium ion kofaktor is bekétddik (5. Abra/B).

A B Mg?*

Ser161

Phe159

dUPNPP dUPNPP
trans gauche

5. Abra. A zebrahal dUTPaz szubsztrat analég konformaciés
flexibilitasa A zebrahal dUTPAaz kristalyszerkezet egyik aktiv helyén

a dUPNPP szubsztrat analog az enzim mitkddésben fontos szerepet
jatszo C-terminalis karjanak tavollétében a katalizisre alkalmatlan

trans konformaciot vett fel. Ugyanazon kristalyszerkezetben az enzim
C-terminalis karja (Phel59, S161) és Mg** kofaktor a dUPNPP szubsztrat

5. Onkogén mutaciét hordozé KRAS fehérjék
kolesonhatasainak vizsgalata

Csoportunk a Semmelweis Egyetemmel, az Eo&tvos
Lordand Tudomanyegyetemmel, a KINETO Lab és a
Fototronic  Kft-kel valé egytittmiikodés (Rasopatia
konzorcium) keretében a KRAS fehérje onkogén mu-
tansaira specifikus inhibitorokat fejleszt.® A KRAS
fehérje a sejt novekedését, és osztddasat szabalyozo jelat-
viteli folyamatok kulcsfontossdgti eleme, mutéciéi a daga-
natos megbetegedések kozel egyharmadaban vannak jelen.
A KRAS fehérje molekularis kapcsoloként mitkodik, aktiv
formaban GTP-t, inaktiv allapotban GDP-t két. A jelatvitel
lecsengése a GTPaz aktivalo fehérjékkel (GAP) valo kol-
csonhatas kovetkeztében valosul meg, az onkogén mutan-
sok esetében azonban ez a folyamat jelentdsen gatolt.

Ezen probléma egyik kezelési stratégidja a GDP kotott al-
lapot rogzitése a mutans aminosavhoz szelektiven kapcso-
16d6 agensek altal. A G12C mutans KRAS fehérje esetében
nagy ateresztd képességii sziir6vizsgalatot végeztiink egy
585 elemti diverz fragmens vegyiilettaron, hogy felmérjiik,
mely vegytiletek képesek a mutans ciszteinnel reakcioba
lépni.”’ Az igéretes talalatok méretnovelését kovetden nuk-
leotidcsere vizsgalatokkal szrtiik a vegyiiletek hatékony-
sagat. Ot vegyiiletet ezutan allat modellben is teszteltiink,
amelybdl ketté hatékonynak bizonyult, ezek tovabbi vizs-
galata jelenleg is zajlik.

Egy masik lehetséges megkozelités a KRAS-GAP komp-
lex kolcsonhatasanak erdsitése a mutans KRAS fehérjék
esetében. Ilyen vegyiiletetek utan kutatva Grolmusz Vince
(ELTE, Budapest) kutatocsoportjaval egytiittmitkdésben,
in silico szurési modszert alkalmazva, igéretes jelolteket
talaltunk a kovalens molekuldkkal nehezebben célozhato
G12D mutans KRAS fehérje GAP-pal valo kolcsonhatasa-
nak javitasara.*® Emellett Rosta Edinaval ¢és munkatarsaival
kollaboracioban (University College London) vizsgaltuk a
G12 mutans KRAS fehérjék GAP fehérjék altal el6segitett
GTP bontasanak mechanizmusat.*
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6. Tovabbi kutatasi témak az elmult évtized soran

A fentebb részletezett kutatasok mellett szamos tovabbi
szerkezeti biologiai vizsgélat folyt az ABET Biostruct labo-
ratoriumban kiilonboz6 akadémiai és ipari partnerekkel ko-
z0sen, melyeket e bekezdésben egészen rovid dsszefoglalod
ismertet. Leveles Ibolya a BME SZKTT Szupramolekularis
Kémia Kutatdcsoportjaval vald egyiittmikodés soran uj
kiralis koronaéterek rontgenkrisztallografias szerkezet-
meghatarozasat végezte el.’*>2 Hegedlis Tamas kutatdcso-
portjaval egyiittmtikodve Ibolya hozzdjarult a cisztikus
vizsgalatahoz, mely soran a fehérje funkciojat meghataro-
z6 konformacios valtozasait krio-EM szerkezetek mole-
kuladinamikai (MD) vizsgalataval deritették fel.*> Emelett
fehérjekristalyositas és hazi rontgen sugar kisérletekkel ja-
rultunk hozzé az SH3 domén fehérjék tirozin foszforilacio
inhibicios mechanizmuséanak feltarasahoz. >

Az elmult évben egy iparilag relevans enzim szerkeze-
te is meghatarozasra keriilt a Biostruct Laboratoriumban.
A Dr. Bata Zrt.-vel egytittmiikddésben hataroztunk meg az
els6 ismert fumonizin észteraz szerkezetet rontgen-krisz-
tallografia Utjan.® Ez az enzim képes a fumonizin Bl
mikotoxin lebontasara, igy alkalmazhaté ilyen modon
szennyezett ¢élelmiszerek és takarmanyok enzimatikus
detoxifikalasara. A szerkezet meghatarozasa lehetové tet-
te a tovabbi dokkolasi modellezéseket, amivel kozelebb
keriiltiink az fumonizin észterdz miikddésének megérté-
s¢hez, ami elengedhetetlen a késObbi nagyléptékli ipari
felhasznalashoz.

A Biostruct laborbol kiindulva Nagy Gergely 2017-t6l
2022-es visszatéréséig Oxfordban a Division of Structural
Biology (STRUBI) intézet Yvonne Jones altal vezetett
kutatécsoportjaban  végzett posztdoktori kutatasokat.
A szemaforin-plexin extracellularis jelatvitel szerkezeti bio-
ceptor fehérjék egy kiilonleges kélcsonhatasi elrendezésére,
mely soran a két fehérje egyazon sejtmembranon elhelyez-
kedve 1ép kolesonhatasba.’® Emellett fehérjekrisztallografia
révén azonositotta a Semaphorin-5A fehérje glitkozaminog-
likan kotohelyét, majd egyiittmikddd partnerivel egyiitt
meghatarozta e fehérje-proteoglikan kdlcsonhatas specifi-
citasat, valamint in vivo szerepét a neuronalis progenitor
sejtek vandorlasa soran.”’

Szintén a Biostruct laborbol kiindulva Kéhegyi Bianka 2017
januarjaban fél évig a fehérjekrisztallografia rejtelmeirdl ta-
nult tovabb az ESRF (Grenoble, Franciaorszag) laborjaban,
majd szeptember végén Cambridge-ben, az MRC LMB,
Ingo Greger altal vezetett csoportjaban kezdte meg dokto-
ri tanulmanyait. A memdria, illetve tanulds folyamataban
kulcsfontossagu fehérjék, az AMPA receptorok kiilonb6zo
komplexeit vizsgalta krio-elektronmikroszkoppal. Tébbek
kozott sikeresen megfejtette a hippokampusz egyik jellem-
z6 komplexének nyitott és deszenzitizalt allapotban tigyne-
vezett single particle elemzés technika alkalmazasaval.™®

7. Krio-EM centrum Pécsen

Az utobbi évtizedekben a Krio-elektronmikroszkopia for-
radalmasitotta a szerkezeti biologiat: lehetGséget nyujt
olyan kérdések megvalaszolasara, melyek korabban elkép-
zelhetetlennek tiintek. Ennek megfelelden 2022 decembe-
rében megsziiletett az a dontés, hogy Magyarorszagon is
sziikséges egy 300 keV-os krio-eletronmikroszkop, illetve
az ahhoz kapcsolodd infrastruktira kialakitasa Pécsett,
mely majd nyitva all az orszag kutatdi szamara. A projekt
vezetdje Cz¢h Boldizsar lett, akinek munkajat a Szakmai
Tandcsado Testiiletének tagjaként Vértessy Beata is segi-
tette. A kialakuloban 1évé méréallomashoz 2025 januarban
volt kollégank, Koéhegyi Bianka csatlakozott elsé munka-
tarsként. Marciustdl pedig Horvath Péter 10 évnyi kiilfoldi
krio-elektronmikroszkopos tevékenysége utan a Ilétesit-
mény vezetdi tisztségét tolti be. Eldrelathatéan 2026-ban
érkezik meg a miiszer, azonban a kdzpont addig is rendel-
kezésre all a technikaval és mintael6készitéssel kapcsolatos
kérdések megvalaszolasaban.

Koészonetnyilvanitas

Nyiri Kinga koszonettel tartozik a UNKP-20-4-II-
BME-311, OTKA PD 134324, MEC-R-21-141624 és BME
’Vissza a tudomanyba’ palyazatok altal biztositott kutatasi
tamogatasért. A KRAS fehérje inhibitorainak kutatasa az
NVKP 16-1-2016-0020 projekt keretében tortént. A dUT-
Paz-Stl krioelektronmikroszkopias és SEC-SAXS kisérle-
teket az INEXT-Discovery (PID: 19027 ill 1551) tamogatta.
A kozlemény a Bolyai Janos Kutatasi 6sztondij (NGN) és
a Varga Jozsef Alapitvany Somogyi Mihdly palyazatanak
tamogatasaval (NGN) késziilt. Kéhegyi Bianka koszonet-
tel tartozik a Pécsi Tudomanyegyetem Szentagothai Janos
Kutatokozpont Szentagothai Janos Tehetségtamogatd prog-
ram, illetve a KrioEM Kompetencia Kézpont kialakitasa a
Pécsi Tudomanyegyetemen cimii projekt (2022-1.1.1-KK-
2022-00001) altal nyujtott tamogatasért. A C1341189 szamu
projekt a Kulturalis és Innovaciés Minisztérium Nemzeti
Kutatasi Fejlesztési és Innovacios Alapbol nyujtott taimoga-
tasaval, a KDP-2021 palyazati program finanszirozasaban
valdsult meg.
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Structural biology studies in the BME ABET Biostruct Laboratory

Over the past decade, structural biology has undergone remark-
able technological and methodological advances, greatly en-
hancing our understanding of macromolecular structures and
their roles in cellular processes. This review summarizes major
developments in experimental and computational structural bi-
ology techniques, including X-ray crystallography, cryogenic
electron microscopy (cryo-EM), and Al-based structure predic-
tion methods such as AlphaFold. X-ray crystallography, though
long established, continues to play a key role in high-resolution
structure determination due to improvements in synchrotron radi-
ation sources, hybrid pixel detectors, and automation. Meanwhile,
cryo-EM has achieved near-atomic resolution and has become
widely accessible, revolutionizing the study of complex biological
systems and in situ structures through cryo-electron tomography.
Complementing experimental approaches, AlphaFold has dramat-
ically advanced the accuracy and accessibility of structure predic-
tion, offering over 200 million models that support biomedical re-
search and hypothesis generation. Using these advanced tools, the
Genome Metabolism and Biostruct group at Budapest University

of Technology and Economics has explored the structural basis of
dUTPase inhibition, a key enzyme that prevents uracil incorpora-
tion into DNA by hydrolyzing dUTP nucleotides. We character-
ized the interaction of dUTPase enzyme with its unique protein
inhibitor, Stl, from bacteriophage ¢11, identifying distinct struc-
tural elements involved in competitive inhibition across different
species, including human and Mycobacterium tuberculosis. We
probed to enhance Stl inhibition of human dUTPase via rational
mutagenesis; however, the structural flexibility of Stl limited the
feasibility of this approach. Further investigations involved cryo-
EM and HDX-MS analyses, revealing the modular binding modes
of Stl to trimeric and dimeric dUTPases. Additionally, structur-
al and physiological studies in zebrafish embryos demonstrated
the critical role of dUTPase in early development, highlighting
conserved enzymatic mechanisms across species. These multi-
disciplinary studies emphasize the power of integrated structural
biology in understanding enzyme regulation, host-pathogen inter-
actions, and potential therapeutic interventions.
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