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(Nem azé, aki akarja, sem nem azé, aki fut, hanem a kényoriild Istené.)

Prologus helyett

Ez az irds az MTA-n — 2010 oktdberében levelezd tagga
valasztasom kapcsdn — tartott székfoglalé eléadasom
Osszefoglaloja. A cikk a Magyar Kémiai Folyoirat
foszerkeszt6je, dr. Sohar Pal akadémikus, évek ota tartd
kedves unszolasanak, atyai noszogatdsanak kdszonhetden
késziilt el. A dolgozat nem egy szokasos kutatasi
eredmény tudomanyos Osszefoglaldja, nem az elért
szakmai eredmények szaraz bemutatasa, inkabb a szerzd
toprengéseinek és gondolatainak kelevéz gylijteménye
szerves molekulakrol, azok térszerkezetér6l és belsd
mozgasarol, valamint a molekuldk megismerhetdségérdl,
megtapasztalasarol, 1athatosagarol.

Utazas a mélybe

Akivancsi ember rendszerint szereti az egzotikus utazasokat.
Sokak szamara ez egy mesés tavoli vidék bebarangolasat,
esetleg egy afrikai kirandulast jelentene. Felkerekedik és
hajora, repiilére szall, talan csak kerékparra iil, vagy feldlti
turabakancsat és nekivag az ismeretlennek, bejarja Ungot,
s Baranyat. Vannak aztan olyan ,utazok” is, akik egy
tapodtat sem mozdulnak ki otthonukbol, pedig bejarhatnak
az elgondolt tajakat, megismerhetnék személyesen is az
ahitott helyet. Nem teszik, nem hajoznak 0j vizekre, nem
kalandoznak 1) vidékekre, am egy izgalmas konyv és a
képzeletiik segitségével jarjak az ismeretlent. Fantazidjuk
és képzelderejiik segitségével utaznak a pampak végtelen
siksagain, jarjak a hegyeket, eveznek eziisttiikrti tavakon.

Olvas6 vagy ird, mindkettd lehet ilyen, mint példaul Karl
May, aki vilaghirii ,,uti beszamoloit” ugy vetette papirra,
hogy kozben otthonabol ki sem Iépett. Vannak, akik
megtehették volna, de nem utaztak, csak képzeletben.
Megint masok viszont sziikségszeriien lettek helyben
maradasra karhoztatva, mivel utazasuk célja elérhetetlen.
Verne Gyula példaul a Fold kozepe felé vette volna utjat, ha
tehette volna, de nem utazhatott, s almai almok maradnak
talan orokre. A hires német és francia irdk mellett, kiket
létez6 tajak ihlettek meg, vannak olyanok, mint példaul
Karinthy Frigyes, aki a koponyaja koriil utazott, s irta le
kalandjait. Utazni tehat lehet a valdsagban, vagy csak a
képzelet szarnyan, a jelenben vagy akar mas idében.

Am az ut, amire most Ont invitalom, kedves Olvasé, mas
természetli. Minden betlije a nagybetiis valosagrol szol, mégis
komoly szellemi erdfeszitést igényel a megértése. Nem kell
fizikailag megmozdulnia, mégis ismeretlen vilagba vezetem

a gondolat szarnyan: tudasunk és ismereteink alapjan a
mikrokozmoszba utazunk. A spektroszkopiai mérések,
adatok ¢és tények, a ridegen fegyelmezett tudomanyos
valésag talajan dllva, am az On olvaséi fantaziara is
alapozva, szeretnék betekintést nydjtani a mikrokozmoszt
felépitd molekulak vilagaba. A képzelderének is teret
hagyva, személyessé téve utazasunkat, kalandozzunk el
abba a valovilagba, amit a molekulak uralnak, ahol 6k toltik
ki a teret. Utazzunk hat ezuttal k6zdsen, de ne a koponyank
koriil, hanem a képzeletiink segitségével a mikrokozmosz
felé.

A szerkezetkutaté vildga: a mikrokozmosz kincsei

Eletiink szokasos és kézenfekvd tavolsigegysége a méter.
A legtdbb ember testmagassaga 1,5 és 2 m lehet, lakasunk
és munkahelyiink szobdi is par méter szélesek, hosszuak és
magasak, s aligha futunk szdz méternél tobbet esetenként
a busz utan. Talan tudjuk, hogy a csillagészatban hasznalt
tavolsagegység — az atlagos Nap-Fold tavolsag, — az 1
méteres referenciarendszernél 150 millidrdszor nagyobb.
Persze erre legtobbszor aligha gondolunk. Egy nyari
¢jjelen ugyan elmerenghetiink a csillagok messzeségén,
az ottani tdvolsagok o6rids mivoltan, &m inkabb a csillagok
rajzolataban szoktunk gyonyorkodni, s a szinte felfoghatatlan
tavolsagokkal nem sokat t6rédiink. Pedig dobbenetes, hogy
az égen latott csillagok kozott lehet sok olyan, amely mara
mar kihunyt, am régi ,,fénye” még bdszen vagtat felénk.

A csillagaszatban hasznalt egységnyi tavolsag mintegy 11
nagysagrenddel tér el tehat hétkdznapi egységiink hosszatol,
e nagysagrendi ugrast értjiik ugyan, de csak nehezen érezziik.
Ez a tizenegy nagysagrend felfelé csak alig tobb, mint az a
10 nagysagrend lefelé, amit meg kell tenniink ahhoz, hogy
kézenfekvd vilagunkbol — ezittal lefelé — az atomok vilagaba
érkezziink. Oda, ahol tavolsagegységként az Angstromot
érdemes hasznalni, ami koriilbeliil egy NH kotés hossza.
Mig a kiilonboz6 tdvesovekkel a tavoli égitesteket, addig
nagyitokkal és fénymikroszkopokkal a paranyi targyakat, az
egymastol is csak mikrométer tavolsagra 1évo baktériumokat
szoktuk vizsgalni. Am a molekuldk méretei a pici sejtek
atlagos méreteinél is még tobb nagysagrenddel kisebbek!
Ebben a tartomédnyaban a svéd fizikusrdl (Anders Jonas
Angstrém) elnevezett 1 Angstrom adodott jol hasznalhato
tavolsagegységnek. Az atomok és molekulak vilaga tehat
koriilbeliil 10 nagysagrenddel van, a szemiink szamara
szokvanyos hétkoznapi vilagunkba ,,beagyazva”. Utazasunk

* A dolgozat Perczel Andras az MTA levelez6 tagja 2010. november 16.-an tartott akadémiai székfogal6 eldadasanak szerkesztett véltozata.
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elsd 1épéseként fénymikroszkop segitségével a 100 pm-es
sejteket, vagy az 1 um-es baktériumokat figyeljik meg. S
csak mikor mar megszoktuk ezt a dimenziot akkor haladunk
tovabb ,,lefelé”.

A lathato fény 500 nm-es hullamhossza korlatként 1ép fel
e mérettartomdnynal kisebb targyak megfigyelése soran.
A még kisebb, minddssze 100 nm-es influenzavirus,
vagy az ennél is kisebb hepatitis virus részleteit mar csak
elektronmikroszkop  segitségével  tanulmanyozhatjuk.
A transzmisszids elektronmikroszkéop (TEM), amely a
targyakat elektronsugarral ,,vilagitja” at, vagy a pasztazo
elektronmikroszkop (SEM), amely a visszavert elektronok
segitségével allit el képet a targyak feliiletérdl, segitik
tajékozodasunkat. Hogy a molekulakrél pontos és
7¢les” atomi felbontasu képet alkothassunk még a krio-
elektronmikroszkop sem igazén alkalmas eszkdz, noha
ezzel akar az 1-10 nm-es felbontas is elérhetd esetenként.
De akkor milyen eszkdzokkel ismerhetjiik meg igazan a
molekuldkat s azok részleteit?

A molekulakat a természettudos sem ,,latja” tigy, mint ahogy
a hétkoznapi targyakat latjuk. A mért adatokat 6sszegytjtve,
ezek alapjan mégis el tudjuk azok térszerkezetét képzelni, le
tudjuk irni ugy, mintha tényleg latnank azokat. A képalkotas
hianya még nem jelenti az észlelés hidnyat! Rontgen- és
elektrondiffrakcios, valamint magneses magrezonancia
spektroszkopiai  (NMR) mérési adatokra alapozott
informaciok és logikus megfontolasok alapjan épitlink
»Kképet”, potoljuk azok tényleges hianyat.

De milyen is a helyes kép egy molekular6l? Az atommagok
és elektronok rendszerénél lejjebb a kémikus nem
merészkedik; mar ez a mélység is kellden komplex és széditd
szamara. Bar a kvantummechanika nem értelmezi explicit
modon a molekulaszerkezet fogalmat, a kémikus mégis
nagyon jelentdséget tulajdonit a molekuldk reaktivitasa
és atalakithatosaga mellett, azok térszerkezete és belsd
mozgasa irant is. A szerkezetkutatd ezeket az informaciokat
gyurja 0ssze, s alkot segitségiikkel ,,képet” a molekulakrol.
Sok szerves molekulahoz hasonldan a fehérjéket felépitd
aminosavak, bar kémiailag egységesek és jol definialtak,
térbeli megjelenésiik — azaz térszerkezetiik — tobbféle lehet.
Janus a kétarcu romai istenség csak két eltérd profillal
rendelkezett, a molekuldk legtébbje ennél joval tobbel bir.

Azokat a molekulakat, amelyek hol az egyik, hol a masik,
hol a harmadik, stb. térszerkezetiiket mutatjak, ezen ,,arcok”
sulyozott atlagaként célszeri bemutatni. A helyes dbrazolas
esetén a molekulardl rajzoland6 ,kép” tehat nem csak
kicsi, de felettébb dinamikus is.! Am e valosaghti abrazolas
(dinamikus képhalmaz) sokszor tilsagosan bonyolult, s az
atomi részletek dinamikaja gyakran csak kevéssé ismert,
hajlamosak vagyunk hibasan, csak egy-egy jellegzetes
HKimerevitett” térszerkezet bemutatdsdval megelégedni.
gy egy kicsit magunkat, s a vilagot is megtévesztjitk
egyszerusitésiink altal. A molekulak térszerkezetének
sztochasztikus és determinisztikus leirasmodja éppen arra
utal tehat, hogy a molekula térszerkezete — barmit is jelentsen
az és barmennyi is legyen abbol egy idében jelen — komplex
modon 0sszekdti a téralkatot (koordinatakat) és azok bels6
mozgasat. Molekularis téralkat és belsdmozgas: szét nem
valaszthat6 fogalompar! Ezt konnyen belathatjuk, ha tudjuk,

hogy az atomok még zérd kelvinen is rezegnek egyensulyi
allapotaik koriil. Erdemes tehat a molekula térszerkezet és
a molekularis bels6 mozgas Osszekapcsoltsagabol adddo
tengernyi allapotra és megjelenési formara ugy tekinteniink,
mint az adott molekula idedjanak manifesztacioira, a teljes
valdsadgaban meg nem ismerhetd lényegére.

Reflexiék az ldea-ra

Bar a szerkezetkutatd célkeresztjében 1évé molekulak
megismerhetdségérél toprengtem, ekodzben a filozofiai
természetl ,,idea” fogalma is felbukkant. Vajon mit is jelent
pontosan az eldbbi megfogalmazas, miszerint: a legtdbb
molekula szamos téralkat dinamikus egyenstlyaként
irand6 le, melyek a molekula idedjanak manifesztacioi?
Mintha ugyanaz a dilemma jelenne meg a mikrokozmoszt
benépesité molekuldk helyes leirdsa esetén, mint amit
korabban Szokratész, a hétkdznapi életiink targyai kapcsan
fogalmazott meg. A gordg ,idein”, melynek jelentése
,nézni”, valamely dolog latvanyara, annak jellegzetes
vondsai szerinti besorolasara utal. A karakterisztikus
vonasok alapjan torténd percepcio, majd az ezt kovetd
azonositas tehat az észlelés kulcsmomentuma s arra utal,
hogy egyes targyak és jelenségek valtozékonysaga ellenére
képesek vagyunk dolgokat felismerni, egyedi vondsaik
mogott a tipikusat észrevenni.

Gyakran hasznalt példa az, ahogy képesek vagyunk
felismerni a kozoset, s ezaltal meglatni a fat példaul a
lehull falevél, a z61diil6 riigy, a hars és fliz morfologiai
eltérései ellenére is. A levél, a riigy s minden mas is, mind
a fara utal. A fa idedjat sejtetjilk meg a megfigyelt ,,tények”
mogott. Lathatjuk tehat, hogy hétkoznapi vilagunkban
is meg kell birkoznunk a latottak feldolgozasaval, az
absztrakcion keresztiil az idea, jelen esetben a fa ideajanak
megalkotasaval. Sok egyedi vondsbdl vonjuk ki (extrahaljuk)
az ideat, s alkotjuk meg egy-egy targy vagy fogalom
transzcendens képét. Furcsa mdédon mar a hétkdznapi
vilagban megszerezheté élményeink és tapasztalataink sem
magyaraznak meg bizonyos hétkdznapi fogalmakat. Példaul
a matematika targyai a szamok, melyek azonban a maguk
konkrétsagaban egyaltalan nem tapasztalhatok meg. Két
almat és harom kortét keziinkbe vehetiink ugyan, de sem a
2-es, sem a 3-as szammal kozvetleniil nem talalkozhatunk.
Hasonléan a geometria targyai sem tapasztalhatok meg,
hiszen nem Iétezik a valoésagban sem a pont, sem a kor,
mégis elfogadjuk, hogy az érinté csupan egyetlen pontban
érinti a kort. Nincs tovabba két egyforma alma vagy korte,
mégis batran hasznaljuk az egyforma, az egyenio kifejezést
targyaink jellemzésére.

Mindezek fényében arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy
a hétkdznapi, ,,méteres” vilagunk szamos fogalma sem a
fizikai megtapasztalason vagy a tényleges latason alapul.
Furcsa mdédon nem is az absztrakcid az, ami fogalmaink
megalkotasahoz vezet, hiszen ahhoz hogy absztrahalni
tudjunk, ahhoz ismerniink kellene a targy leglényegét. Eppen
annak a dolognak az idedjat — mondjuk a tokéletes almat
vagy a tokéletes kortét, — tehat éppen azt, amit keresiink, a
priori ismerniink kellene a fogalom megalkotdsdhoz. De ha
mindez igy van, akkor hogyan ismerjiik fel és azonositjuk
a minket koriilvevé targyakat? Gondolhatjuk azt, amint a
g0rogok tették, hogy valamiképpen magunkkal hozzuk ezen
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ismereteket. Pontosan nehéz lenne e képességiink eredetét
megnevezni. Talan igazuk volt a gorogdknek, miszerint foldi
életiink el6tt istenekkel voltunk egyiitt és ott megszemléltiik
a valodi létezoket, ott megtapasztaltuk mindenbdl a
valodit, megismertiik az idedkat. Szerintiik dolgunk ebben
a vilagban nem tobb, de nem is kevesebb, mint mindarra
visszaemlékezni (anamnészisz) amit ,,ott lattunk”. Ebben az
értelemben egy-egy hétkoznapi targy vagy fogalom létezd
igazsagat ideajahoz vald hasonldsaga adja meg. Az igazi
alma tehat pont olyan, mint amilyennek az almanak lennie
kell, de a 1étez0 (a 1étezés soran megvalosuld) alma sohasem
éri el dnmaga eszményi allapotat, s ezért ideajara vonasai
csak részben és toredékesen utalnak.

Igaz 1éte tehat csak az idedknak van. Hétk6znapi fogalmaink
a szubjektiv idedk vilagabol valok, mert a valddi, az
objektiv ideak toliik fiiggetlenek. Azok 6rok és valtozatlan
transzcendens valdsdgok, immanens vilagunkban nem
megismerhetdk. Fizikai targyaink vagy a megvalosuld
események puszta arnyékai csupan a sajat ideaiknak,
1étezésiik csupan utalas Onmaguk tokéletes formajara.
Mindez jol mutatja, hogy ha pusztan hétkoznapi életiink
targyait nézziik, ha valosnak vélt ,méteres” vilagunkat
szemléljiik, mar akkor is észre kell venniink, hogy ,,az
érzékelhetd vilag ugy viszonylik az idedkhoz, mint arnyék
a testekhez.” Ha tehat ennek fényében ,,az ideak a valosag
principiumai”, akkor a Iényeg meglatasaban, sem a
makro- sem a mikrokozmosz objektumainal, nincs konnyi
dolgunk.

Ahogy tehat kelld megfigyelést kdvetden egy hétkdznapi
fogalom, példaul a fa, ideajanak megsejtésére képesek
lehetiink, — bar az észlelés terén nehezebb helyzetbe
keriiliink —, hasonlé6 moédon kereshetjiik a mikrokozmosz
targyainak idedit is. Az idea keresésének stratégidja tehat
nem méretfiiggd! A kutatds targyat képezd objektum
méretétdl fliggetleniil, azt megsejthetjiik. Kicsit masként
megfogalmazva az ,extrakciés” feladat — az idea
megsejtésére — ugyanaz a mentalis kihivas, noha az
adatgylijtés modja és eszkdzei merdben eltérnek, ha a fa
vagy ha egy fehérje idedjanak megfogalmazasa a célunk.
»~Az anyag szervezddésének kiilonboz6 szintjei vannak”
ahogy ezt Kajtar Marton professzor oly szemléletesen fejti
ki a ,,Valtozatok négy elemre” cimii konyvében: ,, Minden
szinten mast tekintiink alkotorésznek, épitdelemnek és mast
szerkezetnek, strukturanak. Az €16 szervezetek épitdelemei
a sejtek .... az anyag szervezddésének ezt a magasabb rendii
szintjét vizsgalja a biologia. A sejt azonban maga is dsszetett:
ezernél is tobbféle kicsi és nagy molekula bonyolultan
szervezett rendszere, struktirija .... ezt tanulmanyozza
a molekularis biologia ... A molekulak atommagok és
elektronok szervezett rendszerei. Ezek vizsgalataval
foglalkozik a kémia.”

A szerkezetkutatd kémikus feladata tehat tobbrétd, mert
egyrészt adatokat gyijt eltéré spektroszkdpiai és diffrakcios
eljarasok segitségével kis és nagymolekulak térszerkezetrol,
bels6é mozgasarol, masrészt szamitasokat végez ¢és
molekulamodellez. Csak ezek segitségével tudja a ,,nyers”
mérési adatokat értelmezni, s kisérelheti meg a képalkotast. E
haromdimenzids kirakos Osszerakasa, hasonloan a szokasos
kirakésokéhoz annal bonyolultabb, minél tébb elembdl
(jelen esetben atombdl vagy molekula fragmensbdl) épiil

fel. Ugyanakkor a sokszor sziszifuszinak tiiné napi munka
kozben, a kémikus sem vesztheti szem el6l, azt a pontosan
soha meg nem oldhato feladatot, amit az adatok kibontasa, az
egyes molekulak ideainak meghatarozasa jelent. Ami adatot
mériink és ahogy jellemezziik az adott molekulat, azok mind
a molekula idedjarol adnak szdmot, segitik eld a taldn jobb
felbontast ,.képalkotast”. Nagy kihivas, hogy fatol lassuk
az erd6t, hogy a tengernyi technikai részlet és partikularis
adat kozepette ne veszitsilk szem eldl a 1ényeget. Célunk,
hogy ki tudjuk valogatni a leglényegesebb vonasokat és
emelni azokat, amelyek arra a molekulara nézve kiilonosen
fontosak és jellemzoek, s talan a ,legtomorebb mddon”
reflektalnak az adott ideara. Cipész a kaptafanal, kémikus a
molekulaknal maradjon. Lassunk inkabb néhany példat arra,
hogyan lehet a szerkezet-meghatarozas kihivasai mellett az
altalanosra, az adott molekula ideajara kovetkeztetni.

Fehérje-konformer prototipusok

A fehérjék bonyolult téralkatd, komplex poliamid
rendszerek,>* melyek a legvaltozatosabb biologiai feladattal
rendelkezhetnek. Ma fehérje adatbazisokbdl szazezernél is
tobb kiilonbozé fehérje 3D-térszerkezetét huzhatjuk eld,
akar atomi felbontasban is tanulmanyozhatjuk részleteiket.*
Mikozben e téralkatok szama igen nagy és sokszintségiik
lenyligdz6, a fehérjéket felépité aminosavak szama korlatos,
minddssze 20. Elgondolkoztatd tehat, hogy ez a véges
modon képes polimer lancca szervezddve ilyen nagyszamu,
egymastol annyira kiilonbdzé térszerkezetet l1étrehozni?

Alkalmazott kvantumkémiai moddszerek segitségével arra
a kérdésre kerestilk a valaszt, hogy hany elkiilonithetd
téralkata lehet egy-egy ilyen fehérjeépité aminosavnak?
Mekkora az a konformacios ,,repertoar”, ami felhasznalasra
keriilhet aztan egy-egy fehérje bioaktiv térszerkezetének
kialakitasa soran?® Kezdetben — a nyolcvanas évek masodik
felében, — csak alacsonyabb elméleti szinteken, s csak a
legegyszeriibb kiralis aminosav, az alanin-diamidjanak
(1. abra) konformacios feltérképezésére vallalkozhattunk.®
Késobb, magasabb elméleti szinteken, hosszabb és
bonyolultabb oldallanci molekuldk esetében is el tudtuk
mar végezni a téralkatok feltérképezését.” 12

Egyes molekulak esetében azota e szamolasok helyességét
kisérletes modszerek segitségével is igazolni tudtuk.'
Megallapitottuk, hogy kilenc jol jellemezhetd és elvben
elkiilonithetd molekula gerinc-konformer alkotja a fent
emlitett repertodrt (2. abra). Ugy tiinik, hogy ez a 9 téralkat
prototipus a fehérjéket felépité 20 természetes aminosav
mindegyikére jellemz6, s a fehérje téralkatok barmilyen
sokszintiek és komplexek is lehetnek, ezek mindegyikben
csak ez a 9 alapszerkezet varialodik.

I ]
H—C—N H--(T" H-C —NH,
CH;

1. Abra. A fehérjeépit6 20 természetes aminosav konformécios
prototipusaként hasznélt For-L-Ala-NH, kémiai szerkezete.

Egy n atombol felépiild molekula — n=16 a For-L-Ala-NH,
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esetében (1. é&bra) — nagyszdmu (3n-6) vibracios és
rotacios alapallapottal rendelkezik. Mint az embert az
ujjlenyomata, ugyanolyan jol jellemzik a molekuldk
barmely térszerkezetét a vibraciés és rotacids energia-
atmenetek. Tehat a fehérjeépité-aminosavak barmely
téralkata is jol jellemezhetd ezen adatok segitségével. Am az
aminosavak és konformacids allapotaik egyedi jellemzése
mellett, kdzos, erre a molekulacsaladra jellemz6 vonasok
is azonosithatok voltak. S ahogy sok egyedi vonasbol
megalkothat6 a ,,fa” ideaja, gy a 20 kiilonb6z6 aminosav
kémia és spektroszkopiai sokszinliségébdl, konformacios
tulajdonsagaik egyiittes analizisébdl meghatarozhatdva
valtak k6zos vonasok.'* Ideajuk kdérvonalazodott.

Ahogy egy gyermek alapkaraktere is néhany iigyes fénykép
segitségével behatarolhatd (3. abra), ugy a 9 konformer
prototipus beazonositdsa hozzajarulhat a fehérjeépitd a-L-
aminosavak idedjanak helyesebb meghatarozasahoz.

(
-
" J

W
S

1

2. Abra. Barmilyen gazdag is a globularis fehérjék térszerkezete, az
azokat felépitd aminosavak tigynevezett gerinc-konformerei az abran
lathato kilenc prototipus (v, 6, o, stb. ) valamelyikével nagy szerkezeti
hasonlésagot mutatnak.

Tanulsagok a legkisebb fehérje kapcsan

Maig nyitott kérdés a globuléris fehérje primer és tercier
szerkezetének intim kapcsolata. Tudjuk, hogy az aminosav-
sorrend, tehat az els6dleges vagy primer szerkezet nem csak
a polipeptid-lanc kémiai Osszetételét, de a harmadlagos
(tercier) szerkezetet is meghatarozza. Tehat az aminosav
Osszetétel és sorrend egyszerre hatarozza meg a globularis
fehérjék téralkatat és dinamikus jellemz6it. Am homély
fedi e globalis Osszefliggés részleteit. Komoly szakmai
érdeklddés ovezi ezért az egyre rovidebb lancu, tehat egyre
kisebb molekulatomegii olyan fehérjék vizsgalatat, amelyek
vizes oldatban oOnalléan feltekerednek, azaz iddatlagban
egységes 3D-szerkezettel rendelkeznek. Ilyen minifehérjéket
részben globuldris fehérjék leroviditésével és atszabasaval,
részben de novo tervezéssel allithatunk eld.'>1¢ Az altalunk
elészeretettel vizsgalt minifehérje e csalad legkisebb
képviselgje: minddssze 20 aminosavbol épiil fel, mégis
rendelkezik az ugynevezett , Trp-kalitka” harmadlagos
szerkezettel. Az o- és 3, -hélix'” mellett jelenlevd
poliprolin tipust masodlagos szerkezeti elemek egymassal

3. Abra. Ahogy a kilenc kiilénboz6 arckifejezésben felismerhetjiik
ugyanazt a személyt, megsejthetjikk hangulatat, ugy a 9 konformer
prototipus megismerése is elvezethet az aminosavak k6z6s konformacios

vonasanak, ideajanak megsejtéséhez.

kolcsonhato, kompakt téralkatot hoznak létre vizben. Az
in vitro és in silico feltekeredési vizsgalatok tanulsagai
szerint ez a térszerkezet stabil marad, a molekula akar 30-40
fokos melegitése ellenére is."* A globularis fehérjék, s igy
a minifehérjék fel- és letekeredésének atomi részleteirdl, a
térszerkezet bels6 dinamikus viselkedésérol azért szeretnénk
tobbet megtudni, hogy a fent emlitett ok-okozati 6sszefliggést
mélyebben és pontosabban megérthessiik.'s-2

A nagyobb, akar tobb szdz aminosavbol felépiild fehérjék
esetében gyakran meg kell elégedniink az ugynevezett
két-allapoti modell adta precizitassal. Ennek alkalmazasa
soran feltételeziink egy teljesen feltekeredett (F), valamint
egy teljesen letekeredett (U) makromolekularis allapotot, s
csupan ezen két allapot segitségével jellemezziik a fehérje
térszerkezetének hoémérséklet- (vagy nyomads-) fiiggését.
Mivel a mindéssze 20 aminosavbol allo minifehérje kelléen
kisméreti molekularis rendszer, ezért itt eredményesen
vizsgalhattuk a folyamat részleteit, a le- és fel-tekeredési
ut részallomasait is. A "N és BC/®N jelolt fehérjék
hémérsékletfiiggd NMR-mérései alapjan kiilonb6z6 kozti-
allapotokat figyeltiink meg, és jellemeztiik azokat mind
semleges, mind savas pH-n.

Az NMR spektrumok elemzésére egy uj dekonvolucios
eljarast dolgoztunk ki, mellyel jellemezni tudtuk
az akar ,lathatatlan” fel- és letekeredett, illetve a
kozbiils intermedier allapotokat is.2'?2 Ujszerii elemzé
modszeriinknek kdszonhetden azokat a teljesen tiszta (pl.
100% F, 100% U 4. abra) téralkatokat is jellemezni tudtuk,
amelyek a gyakorlatban nem tudnak megvaldsulni egyéb
okok miatt. Példdul a 100%-ban feltekeredett allapot nem
tud megvaldsulni, mert olyan alacsony homérsékletre
kellene lehtiteni a molekulat, ahol a kézeget jelentd viz mar
megfagy. Egy alkalmas, nem-linedris illesztési modszert
felhasznalva megkaptuk mind a tobb-1épéses feltekeredési
folyamat termodinamikai paramétereit (AH™, T ™, ACpF"
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és AH™Y, T 'Y, ACpl'U), mind pedig a tiszta allapotok NMR
kémiai-eltolodasértékeit. A Trp-kalitka feltekeredése
soran legalabb két megkiilonboztethetd kozbiilsé allapot
kialakulasat vettiik észre. Semleges kdzegben egy, az NMR
idoskalan mérve gyorsan cserélodé (I allapot, 4. abra),
mig savas kdzegben egy lassabban cseréld intermedier
allapotpar valt megfigyelhetové (U’ és U” allapotok,
4. abra). A gyorsan cseréld koztiallapot térszerkezete
hasonlit a nativ vagy feltekeredett (F) allapotra. Az F és I
allapotok eltérése els6sorban a stabilabb 3, -hélix téralkat
atalakulasaval jellemezhet6. Az I intermedierben a G'"-G'
szegmensben a kevesebb belsé H-hidat tartalmazo és ezért
kicsit labilisabb a-hélikalis téralkat valosul meg. A savas
kozegben (pH=3) lassan cserél6dd intermedierek (U’ és U”
allapotok) belsé dinamikajukra nézve igen mozgékonyak,
térszerkezetiiket tekintve majdnem teljesen rendezetlenek.
Itt a G"'-P" peptidko6tés konformacidja lehet akar cisz, akar
transz térallasu.

Osszefoglalva, a feltekeredett téralkat (F 4. 4bra) az
emelked6 kiils6 homérséklet fliggvényében meglazul,
fokozott bels6 mobilitdsiva valik, majd még magasabb
hémérsékleten letekeredik €s ,,szétesik” (U 4. abra). Ezért
ez utdbbi U-allapotot csak sok ezer eltéré térszerkezet
egyiitteseként jellemezhetjiik (jo példa a dinamikus sokasag
fogalmara). Am ezen a letekeredési titon, a kozeg savassaga
fiiggvényében két eltérd jellegli kozbiilsé allapotot, az
I (pH=7) és az U’/U” parokat azonositottuk és részben
jellemeztiik is (meghataroztuk pl. a jellegzetes NMR kémiai
eltolodas értékeiket).

energia

savas pH

semleges pH

4. Abra. A Tc5b, egy Trp-kalitka téralkata minifehérje, hipotetikus
feltekeredési energiatolcsére. Az NMR segitségével megfigyelt és részben
jellemzett kiilonboz6 konformacios allapotai: F; teljesen feltekeredett, U;
teljesen letekeredett, I; kozbiilso allapot semleges pH-n, U’ és U” kozbiilsd
allapotok savas pH-n. Az allapotokat szimbolizalo betiik alatt a Tc5b
fehérje folanc- vagy gerinc-térszerkezetének sematikus rajza vagy rajzai
talalhatok.

Heteronuklearis relaxacios mérések, illetve
molekuladinamikai szimulacidok segitségével feltartuk a
fehérjegerincbelsé mozgékonysaganak homérsékletfiiggését,
a téralkat-atrendez6désnek molekularis hatterét. Az a
tény, hogy in vitro atomi szintli szerkezeti és dinamikai
informacidk gyiijthetdk e fehérje intermediereirdl, egyben
explicit utalast is arra, hogy milyen is lehet e fehérje-
feltekeredésének potencialis energiafeliilete (4. abra). Az
itt bemutatott kisérletes eredmények, valamint in silico
szimulacioink alapjan meghataroztuk a Trp-kalitka téralkat
leggyengébb pontjat, a G'"-P'? kotést, illetve semleges
kozegben a G"-G' szegmenst. Megtalaltuk tehat azt a
pontot, ahol a fehérje a legsériilékenyebb, ahol a termikus
behatasnak a legkevésbé tud ellenallni.

Az els6 példahoz hasonloan, e masodik esetben is egy,
a fehérjéket felépitd térszerkezeti egység konformacios

tulajdonsagait  vizsgaltuk. Mig azonban korabban
a  fehérjeépitd  aminosavak  kozos  konformacids
tulajdonsagaira, a 9  prototipus meghatarozasara

fokuszaltunk, a jelen példa egy kisebb fehérje termikus
denaturalasanak (hémérsékletemelkedés kivaltotta
letekeredésének) részleteit vizsgalta. Meghataroztuk a
fehérje lanc leggyengébb lancszemét, azt a pontot ahol a
fehérje-téralkata a legsériilékenyebb. Tehat ebben az esetben
a molekula dinamikus 3D-szerkezetét kiegészitettik a
fehérje hé-stabilitasi adataival, ramutatva a belsé dinamikai
jellemzés soran a Trp-kalitka gyenge pontjaira. A szerkezeti
informaciok ilyetén kiegészitése kozelebb vezetett a Trp-
kalitka téralkat-tipus idedjanak teljesebb megismeréséhez.

Egyedil (nem) jo, de egyutt veszélyes

A Trp-kalitka feltekeredett térszerkezetének stabilitasa
leromlik és U allapotok sokasagat veszi fel, ha minddssze
egyetlen, az N-termindlisra es§ aminosavat kicseréljiik.
Az Asn — Arg(+) csere (ez utobbi oldallanc fiziologias
koriilmények kozott pozitiv toltést hordoz), mivel a Trp-
kalitka téralkat helikalis részének elejére esik, destabilizalja
azt, s ezaltal az egész térszerkezet labilissa valik. Az igy
kapott HO jelii molekula feltekeredési energiatdlesére a TcS5b
4.abran feltiintetettjéhez képet sokkal laposabb lenne, s ezért
mar szobahémérsékleten is az U-allapot (rendezetlennek
sokasag) jellemz6é ra. Ha a HO molekula N-terminalisat
5 (HS5), majd tovabbi 5 aminosavval meghosszabbitjuk
(H10), akkor fokozatosan restauralodik az eredeti stabil
térszerkezet.® Ugyanezen folyamat soran megfigyeltiik
azonban azt is, hogy mig a ,,végallapotot jellemez6” H10
magas molaris koncentracié esetén is stabil monomer
allapotot vesz fel, addig H5 labilisabb, téralkata konnyen
aggregalodik (5. dbra).

Azt talaltuk, hogy a HS fehérje esetében az a — P meg nem
fordithatd (irreverzibilis) konformacids atmenet aktivalasi-
szabadentalpia ¢értéke (AG) sokkal alacsonyabb, mint
ugyanez az érték a H10 esetében (5. abra). Ezért a H10
alig, mig a HS fehérje konnyen képez on-asszociatumokat,
ugynevezett aggregatumokat. Mindez azért fontos, mert
egyes fehérjék konformacids atalakulasaihoz, illetve
fokozott aggregacidos képességiikhoz olyan betegségek
tarsithatok, mint az Alzheimer-koér vagy a prion-betegség.
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5. Abra. A Tc5b egy muténsa a HO, és ennek 5 (H5) majd tovabbi

5 aminosavval meghosszabbitott variansa (H10), konformacios
preferencidjuk jellemzése. A HO nagyfoku rendezetlensége (U-allapot)
stabilizalodik az elsé, majd a masodik 5 aminosav hozzaadasaval, am mig
a H10 a Trp-kalitka téralkatat igen magas koncentracioban is megérzi,
addig a HS mar fiziologiasnak mondhat6 koriilmények kozott is konnyen
aggregalodik.

Mas betegségek soran tapasztalt fehérjék hibas fel- és
letekeredése mellett, ezen betegségek esetében egyes
fehérjék (pl. Tau, APP-fragmensek) fokozott aggregacios
képessége all. A HO, HS és H10 modellek &sszehasonlitd
szerkezetvizsgalata egy olyan aggregacios modell-rendszert
eredményezett, amelyben a fehérjék 3 alapallapota
elkiiloniilten, de egy rendszerben tanulmanyozhato.
Nevezetesen a rendezetlen (HO), az aggregalodo (HS) és a
globularis jellegét megdrzo (H10) modellek fehérje-allapotai
lefedik a ma ismert ,,fehérje-konformacios teret”; a ,,fehérje
univerzumot”. Eredményeink szerint a Trp-kalitka téralkat
igéretes modell nem csak a fehérjék le- és feltekeredésének,
de a kiilonboz6 aggregacios vizsgalatoknak is. (Ugyanez
nagyobb globularis fehérjék esetében atomi szinten csak
nehezen vagy elnagyoltan tanulméanyozhatd.)

Talan ezek a modellrendszerek segithetnek jobban
megérteni a karos fehérje aggregacio és amiloid képzddés
molekularis hatterét, a ,,fehérje-temetd” mibenlétét. Most, a
korabbi példaktol eltéréen nem egy molekula, hanem egy
fogalom, a fehérje aggregacio idedjanak mélyebb megértése
volt a cél. Megallapitottuk, hogy az aggregacié fogalma
szorosan ¢€s szervesen dsszekapcsolodik a fehérjékkel, azok
poliamid kémiai 0sszetételébol kovetkezik. Leszogezhettiik,
hogy akkor lesz ez a képesség felfokozott, ha az emlitett
o — P irreverzibilis konformaciés atmenetek aktivalasi
szabadentalpidja lecsokken. Torténhet ez egy mutacio, egy
atalakulas vagy kornyezeti valtozas megjelenésével. Tehat
barmely valtozas a fehérje allapotaban, amely ez iranyba
hat, a fehérjét sériilékenyebbé, sebezhetévé teszi, minek
kovetkeztében a fehérje konnyebben jut termodinamikai
mélypontjara, az ugynevezett ,fehérje-temetébe”. Az
aggregacié mint esemény idedja Gsszetett €s bonyolult, de a
folyamat mibenléte alkalmas modell rendszerek segitségével
hatékonyan tanulmanyozhato, ahogy ezt néhany Trp-kalitka
modell példaja is jol szemlélteti.

A rendezetlenség titkai

Korabban ugy tekintettiink az U-allapotra (4. abra) - s
talan ezen példak esteében is olyan szinben tiinhettek fel,
- mint valami rossz és elkeriilend6 helyzetre. Valoban az U-
allapot jellemzése (U,, U,, U,, U,, ... azonositasa) (6. abra),
kiilonoésen atomi szinten nehéz, gyakran megoldhatatlan
kihivast jelent a szerkezetkutatd szamara. A sok ezer, talan
milliényi, netan milliardnyi egymastdl kiilonb6zd téralkat
szimultan jellemzése ma megoldhatatlan feladat. Mégis
szamos olyan fehérjét ismeriink, amely bar az ugynevezett
szerkezetileg rendezetlen fehérjék (angol roviditésiik
nyoman: IDP-k) csaladjaba tartozik, vilagos Dbioldgia
feladatot hordoz.?*?

Néhany éve deriilt fény arra, hogy a hagyomanyos
dajkafehérjékhez (chaperon-okhoz) hasonléan az IDP-k is
képesek szamottevd bioaktivitasra. Ennek a jelenségnek
a szerkezet-funkcid vizsgalatara az A. thaliana (10dfk)
fel. A dechidrinek novényi stressz-fehérjék, amelyek
leggyakrabban teljesen rendezetlen téralkatiiak (U-allapot),
s amelyek kifejezOdése a sejtben €s szovetekben jelentds
mértékben megnd a kiszaradas, a fokozott s6 koncentracio,
vagy fagyveszély esetén. Kiilonb6z6 enzimek jelenlétében
(alkohol dehidrogendz, luciferaz, citrat szintaz) végzett
~Chaperon” aktivitas vizsgalatok révén kimutattuk, hogy az
ERDI14 valdban, in vitro korilmények kozott is hatékony
védelmet nytjt az emlitett stresszek esetén.

A jelenség szerkezeti hatterének vizsgalatdhoz a 185
aminosavbol felépiil6 ERD14 molekulat hasznaltuk fel,
jellemeztiik modern és szofisztikalt?*® 3D-, 5SD-NMR mérések
segitségével.”’ A masodlagos kémiai eltolodasértékek és
relaxacios adatok megerdsitették elképzelésiinket, miszerint
az ERDI14 teljesen rendezetlen, am ugyanekkor 6t rovid
régidja valamelyest korlatozott mozgékonysaga miatt, helyi
,helicitdsi” hajlamot mutat. E. coli rendszerben tultermelt
ERDI14 in-cell NMR mérések segitségével kimutattuk,
hogy ebbdl harom régi6 (konzervalt K-szegmensek)
tovabbi rendezddésen megy keresztiil. Ezekben a pontokban
valosziniileg a fehérje megkoti a sejtek egyes molekulait.

6. Abra. Mind a globularis, mind a fibrilaris fehérjék hipotetikus
feltekeredési energiatolcsére (bal oldali tolesér) szamottevéen kiilonbozik
attol, ami egy belsdleg rendezetlen fehérje (IDP) esetében tapasztalhatd
(jobb oldali tolcsér). Mig az elsé esetben az F (feltekeredett) és U
(rendezetlen) allapotokat nagyobb energia valasztja el egymastol, addig

az IDP-k esetében ez az érték kicsi, tovabba az egyes allapotok (F, U, U,,
U,, U, ..) kdzotti gatmagassag is igen alacsony. Ezért a masodik esetben az
allapotok konnyen cserélédve, kiterjedt dinamikus rendszert alkothatnak,
ahol i értéke csillagaszati nagysagi is lehet.
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Ezek a vizsgalatok a fehérje-rendezetlenség fogalmat, mint
ideat jarjak koriil és mutattak ra arra, hogyan is lehetséges
az, hogy az IDP-k is hatékony bioaktiv molekulak. A
korabbi elképzelésekkel ellentétben tehat — Anfinsen Nobel-
dijas kisérlete ellenére, — nem csak a rendezett téralkata
(F-allapott), de a rendezetlen dinamikus sokasagot alkotd
(U-allapot) fehérjék is hordozhatnak bioldgiai szerepet
(6. abra).

Epilégus

Osszefoglalom szakmai része f6 kutatdsi teriiletemrol,
a fehérjék fel- és letekeredésérdl, egyes polipeptidek
és fehérjék oOnszervez6dé™®?® aggregacidos képességérol
szamolt be.*® A megvizsgalt példakon keresztil az egyedi
tulajdonsagok, a technikai részletek megismertetése ¢€s
bemutatasa mellett célom volt az ,,egészre” is fokuszalni.
Mert szépek a fak, de még szebb, ha az egész erddben
gyonyorkodhetiink. Probaltam a klasszikus ,,idea-tan”
jegyében egyes molekuldk vagy allapotok ideaira utalva,
azokrdl teljesebb képet alkotni. Kérdés persze, hogy mindez
mennyire sikeriilt, egyaltalan mennyire sikeriilhet ez a
feladat? Vajon meg lehet-e valamely targy vagy fogalom
idedjat igazan és objektiven ragadni, ha figyelembe vessziik
a fenomenologia, mint filozofiai iranyzat elgondolasat?

Az idea-tanhoz hasonloan — e szintén gorog eredetii kifejezés
— a phainomenon ¢és a logosz (tan) sz6dsszetételbol all. Az
els6 tag a phainomenon, a megjelend, a megmutatkozd
jelenség vagy targy vizsgalatinak mibenlétére utal. A
fenomenoldgia mottdja taldn az a felszolitas is lehetne,
miszerint vissza a jelenséghez, ahhoz, ami megfigyelhetd.
E filoz6fiai iranyzat két kiemelkedd képvisel6je, Maurice
Merleau-Ponty és Edmund Husserl, éppen a megfigyelés
problémas voltara hivjak fel a figyelmiinket. Ha latok
ugyanis egy targyat, akkor soha sem lehetek teljesen
biztos abban, hogy e latvany hiven tiikrézi (reprezentalja)
a megismeréstdl fiiggetlen objektumot (ha akarom, a targy
ideajat). Am biztos lehetek abban, hogy van egy olyan
személyes — megfigyelordl megfigyeldre valtozo élményem,
miszerint latom azt az objektumot. Tehat amit megismerek
ebben az ¢lményben, az nem maga az objektum (idea),
hanem a latvany élménye (fenomén).

Ennek fényében tehat barmilyen objektiven is akarok
egy targyat leirni, példaul a fa idedjat meghatarozni,
egy molekula idedjat korvonalazni, az ab ovo lehetetlen
feladat. Hiszen a megfigyelést éppen a megfigyel6tol,
tehat onmagamtdl nem tudom fiiggetleniteni! Objektiv
lehet-¢ tehat a megismerés egyaltalan? Avagy beavatkozik-
e szikségszerlien a megfigyeld (személyisége) magaba
a megfigyelés folyamatdba és ezaltal befolyasolja, de
legalabb is szubjektiv szinezettel latja el a megfigyelés
objektivnek vélt folyamatat? S ha sziikségszeriien
személyes a megfigyelés végeredménye, akkor talan idedk
megfogalmazasa helyett inkabb fenomének megalkotasara
kellene torekedniink, ami a megismerd tudat szdmara a
(jelen)valosag. Miben lehetek hat biztos, ha magaban a
megfigyelés objektivitasaban sem bizhatok? Vajon célom
lehet-e az objektiv valosag megismerése, ha pontos leirasa
nem is? Tényleg csak tiikor altal homalyosan lathatunk?
Talan tal sok is a kérdés ezen a ponton, s ezért alljon itt
inkabb a Magyar Tudomanyos Akadémia korabbi fotitkara,

Arany Janos ,,A tudés macskdja” ciml versébdl egy rovid
idézet.

,»Nagy volt, mondok, a tudosnak
Az 6 tudomanya,

De mi haszna! Kevés hozza

A vagott dohanya.

Konyvet irt a bolcseségrol

-- S hajna!

Ilyen apro doreségek

Gyakran estek rajta.”
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idea” of a biomolecules could be lengthy, but rewarding. Such a
complex “view” can provide a better description of what is observed
indeed. Examples are presented here on how useful is to determine
dynamical and conformational data on i) simple proteinogenic
amnio acid derivatives, i) miniproteins and i) intrinsically
disordered proteins. Although the proper graphical presentation of
protein flexibility is yet a challenge, it has advantages when doing
molecular docking, analyzing macromolecular interaction, etc..
For studies incorporating molecular flexibility to understand and
predict biological processes, we have proposed the term DSAR for
Dynamic Structure-Activity Relationship analysis.
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Izoxazolin gytriivel kondenzalt ciszpentacin szarmazékok
szintézise

NONN Melinda, KISS Lorand," FORRO Eniké,* SILANPAA Reuo," MUCSI Zoltan® és FULOP Ferenc®*
“Szegedi Tudomanyegyetem, Gyogyszerésztudomanyi Kar, Gyogyszerkémiai Intézet, E6tvés u. 6, 6720, Szeged
bJyviskyld Egyetem, Kémiai Intézet, FIN-40014, Finnorszdg

“Szegedi Tudomanyegyetem, Kémiai Informatikai Intézet, 6725, Szeged

1. Bevezetés

Az izoxazolin gylrt tartalmazé vegyliletek szamos
képviseldje  kiilonboz6  biologiai  (influenzaellenes,
antifungalis)  hatassal  rendelkezik.!  Izoxazolinvaz
kiépitésére alkalmazhaté egyik modszer a nitril-oxidok
alkénekre torténé 1,3-dipolaros cikloaddicidja.? Nitril-
oxidok in situ generalasara legismertebb eljarasok
a Mukaiyama médszer amely primer nitroalkénok
hidroximoil-kloridok baz1s indukalt dehldrohalogenezese
A ciklusos o- vagy vy-aminosav szarmazékokra nitril-
oxidokkal végrehajtott cikloaddiciok biologiailag aktiv
vegyliletek  szintéziséhez vezettek.> Ciklopenténvazas
v-aminosavakra torténd sztereoszelektiv cikloaddicioval
kiilonbdzé multiszubsztitualt antiviralis hatasu szarmazékot
allitottak el6.® Farmakologiai hatdsuknak koszonhetfen a
ciklusos B-aminosavakra az elmult években egyre nagyobb
figyelem iranyult.” A természetben el6forduld ciszpentacin
[(1R,2S)-2-amino-1-ciklopentankarbonsav], valamint az
icofungipen [(1R,2S5)-2-amino-4-metilénciklopentankarbon-
sav], baktériumellenes és antifungalis hatasu vegyiiletek.”™
A ciklusos P-aminosavakat széles korben alkalmazzak
Ujtipusu peptidek szintézisére. Ezen kiviil, a f-aminosavak
kiilonb6z6 természetes vegyliletek komponensei, valamint
potencialis  gydgyszervegyiiletek  és  heterociklusok
épitéelemeiként is szolgalnak.® Szamos multifunkcios
ciklusos aminosavszarmazék (Oseltamivir, Zanamivir,
Peramivir) kiilonbozé biologiai hatassal rendelkezik’ A
cikloalkénvazas B-aminosavak kettds kotése lehetdséget
nyujt ujabb funkcidés csoportok szelektiv kialakitasara.
Kutatdcsoportunkban kiilonb6z6 szelektiv funkcionalizalési
technikakat alkalmazva hidroxi, fluor, dihidroxi, amino
vagy azid funkciokat alakitottak ki B-aminosavak vazan.
Kutatémunkénk célja a nitril oxidok 13 dipoléros
aminosav szarmazékok regio- és sztereoszelektiv szintézise
volt.

2. Eredmények

2.1. Izoxazolin gyiiriivel kondenzalt ciszpentacin
szarmazékok eléallitasa

Munkéank elsé részében a terc-butoxikarbonil (Boc),
illetve benzoil (COPh) csoporttal védett etil-(cisz-2-
aminociklopent-3-én)-karboxilatra (1a, 1b) terveztik
végrehajtani a cikloaddiciot. Nitril-oxid generalasara
nitroetant,  vizelvonoszerként  di-terc-butildikarbonatot

(Boc,0), bazisként pedig 4-dimetilaminopiridint (DMAP),
alkalmaztunk. E reakciokat szobahdmérsékleten végeztiik,
THF oldoszerben (1. abra).

COOEt

NHR
1a: R = Boc
1b: R = COPh

nitroetan, Boc,0, DMAP, THF
20°C, 15 éra

o 'Q—COOE‘ Q,cooa \_Qcooa OTQCOOE‘
F
N,

NHR NHR
2a: R = Boc 1% 3a: R =Bog, 14% 4a: R = Bog, T% 5a: R = Boc; 0%
2b; R=COPh; 68% 3b:R=COPh;12%  4b:R=COPh; 7%  5b: R = COPh; 0%
1. Abra. Nitroetanbol generalt nitril-oxid 1,3- dipolaros cikloaddiciéja
etil-(cisz-2-aminociklopent-3-én-)-karboxilatra.

A reakciokban a lehetséges négy regio- és sztereoizomerbdl
harom izoxazolingyiiriivel kondenzalt szarmazék keletkezett
(2a, 2b; 3a, 3b; 4a, 4b). Az izomereket kromatografias
modszerrel valasztottuk el. A vegyiiletek szerkezetét 'H-
NMR, BC-NMR, COSY, NOESY, HSQC spektroszkopiai
modszerekkel allapitottuk meg. A legnagyobb termeléssel
képz6do 2b termék szerkezetét rontgendiffrakcids méréssel
is igazoltuk (2. abra).

2. Abra. A 2b vegyiilet rontgendiffrakcios képe.

A 2a, 2b és 3a, 3b vegyiiletek esetében az izoxazolin gytrli
az észter, illetve amino funkcidkhoz viszonyitva transz, mig
aminor termékben (4a, 4b) cisz térallasi. A major termékben

* Fulop Ferenc. Tel.: (36)-62-545-462; fax: (36)-62-545-705; e-mail: fulop@pharm.u-szeged.hu
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(2a, 2b) az izoxazolingytrliben 1évé oxigénatom tavolabb
esik a karbamat, illetve amid funkcioktol. Ez a szelektivitas
a nitrogén elektronszivd hatasaval magyarazhato, mely
szerint a 4-es szénatomon lecsokken az elektronsiirliség, és a
dipol reagens oxigénje erre a szénatomra timad. A nitril-oxid
képzését a homolog 1-nitropropannal is elvégeztiik, majd a
korabbi reakciokorilményeket alkalmazva végrehajtottuk
a cikloaddiciét mikdzben szintén harom izoxazolinvazas
izomer képzddott (3. és 4. abra). A termékek aranya
megkozelitéleg hasonld volt, mint a korabbi reakcioban.

COOEt
NHR
1a: R = Me
1b: R = COPh
nitropropan, Boc;O, DMAP, THF
20°C, 15h
o COOEt g COOEt Q_Q.cooa _ COOEt
N N, Q— Ny
J NHR NHR
8a: R = Boe: 35% 7a: R = Boc; 15% 8a: R = Boc; 0% 9a: R = Boc; 0%

7b: R = COPh; 10% 8b: R = COPh; 5% 9b: R = COPh; 0%

6b: R = COPh; 40%

3. Abra. Nitropropanbdl képzett nitril-oxid 1,3-dipoléros cikloaddicioja
etil-cisz-2-aminociklopent-3-énkarboxilatra.

4. Abra. A 6b vegyiilet rontgendiffrakcios képe .

Ebben az esetben is a legjobb termeléssel képz6dd 6
termékben az izoxazolin gylr(l transz térallast az észter,
illetve amino funkcidkhoz viszonyitva, valamintazizoxazolin
gylrli oxigénatomja tavolabb esik a karbamat, illetve amid
funkciétol. E cikloaddicios termékeket enantiomertiszta
forméban is eldallitottuk az optikailag aktiv etil-(cisz-2-
aminociklopent-3-én)-karboxilatb6l [(-)-1] kiindulva, amit
a racém B-laktam Candida antartica B-Lipdz altal katalizalt
enantioszelktiv gytlrtinyitasaval allitottunk el6. Az 1. és 3.
abran bemutatott reakciokoriilményeket alkalmazva a (-)-1
enantiomertiszta vegyiletre megkaptuk az optikailag aktiv
izoxazolingytriivel kondenzalt B-aminokarboxilatokat [(-)-
2a, (-)-3a, (-)-4a, (-)-6a, (-)-7a](5. abra).’

1ls:bra 0= $COOEt \_ﬁscooa \pm3 Scooa
3a8 NHBDC 0O'6a5"NHBoc 0 6aR’} NHBDC
@Lﬁcooa (-)-2a ()-3a ()-4a
2R
NHBoc

-1 Fa5~88COOEt
Ny AR+ ' ) Jgs
3. abra 3a5'NHBoc 0'8aS"NHBoc

(-)-6a (-)-7a

SCOOEt

5. Abra. Enantiomertiszta izoxazolingyirivel kondenzalt ciszpentacin
szarmazékok szintézise.

2.2 Izoxazolingyiiriivel kondenzalt
szarmazékok szelektiv szintézise

ciszpentacin

Az el6bbi reakciok soran — annak ellenére, hogy kiilonbz6
izoxazolingytrtivel kondenzalt ciszpentacin szarmazékok
regio- és sztereoizomerjeit sikeriilt elallitanunk — nem
értiink el 100%-o0s regio- és sztereoszelektivitast. Ezért a
cikloaddicids reakciokat elvégeztiik fenilizocianat (PhNCO)
vizelvonoészer és trietilamin (TEA) bazis jelenlétében, THF
oldoszerben, 65 °C-on (6. abra).

COOEt hitroetan/nitropropan 0..Q-COOEt

PhNCO Nﬁ
EtzN, THF NHR
NHR 65 °C,15 éra R’

2a: R = Boc; R' = Me; 50%
2b: R = COPh; R' = Me; 38%
6a: R = Boc; R' = Et; 30%
6b: R = COPh; R' = Et; 40%

1a: R = Boc
1b: R = COPh

6. Abra. Izoxazolingytiriivel kondenzalt ciszpentacin szarmazékok regio-
és sztereoszelektiv szintézise.

Meglep6é modon e koriilmények kozott egyetlen termék (2a,
2b, illetve 6a, 6b) képzodott, jollehet az irodalomban nem
talaltunk arra példat, hogy a két modszer kozotti kiilonbség
befolyasolhatja a reakcid szelektivitasat. Mindkét eljarasban
a nitril-oxid hasonlé6 mechanizmus szerint képzddik (7.
abra).

7. Abra. Nitril-oxid generaldsa a Mukaiyama modszer alapjan, primer
nitroalkdnbol Boc,0 vagy PANCO vizelvondszer jelenlétében.

A reakcid  szelektivitdsdnak  alatdmasztisara DFT
szamitasokat!® végeztink az 1la vegyiilet és MeNCO
reakcidja kozott GO3 program felhaszndlasaval. Az
atmeneti allapotok (AH?; AGY) és a termékek (AH; AG)
reakcid entalpia valtozasait valamint a Gibbs féle szabad
energia valtozasait az 1. tablazat tartalmazza. Kinetikus
szempontbol a cikloaddicios reakcio fétermékének a 4a
vegyiilet javasolt, mivel ennek a legalacsonyabb a Gibbs
féle szabad energiaja (4G¥). Ezen szempont alapjan a 3a
vegyiilet kialakulasa a legkedvez6tlenebb. Ezen kiviil azt is
megallapitottuk, hogy a 2a és 5a vegyiiletek gyakorlatilag
azonos 4G’ értékeket mutattak (1 Tablazat). A 4a komponens
legalacsonyabb AGY értékének magyardzataul szolgéal az,
hogy intermolekularis H-kotés alakulhat ki a MeNCO és
az etil-(cisz-2-aminociklopent-3-én)-karboxilat (1a) amid
funkcidja kozott (8. abra). Hasonld eredményeket kaptunk
HF/3-21G; B3LYP/6-31G(d,p) és B3LYP/6-311++G(2d,2p)
szamitasok esetében is, fliggetleniil az alkalmazott
oldoszermodelltél [IEFPCM(THF)] és az elméleti modelltol,
ezért kiterjesztettilk komplexebb leirasra. Az irodalomban
ismert, hogy néhdny kivalasztott olddészer molekula vagy
mas komponens az oldoszerben tobb informaciot adhat a
mechanizmusro6l, ezért az altalunk kivalasztott olddszer
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THF volt. Azonban a nitroalkdn feleslege masodik
oldoszerként (koszolvens) szolgalhat, erés hidrogénkotést
alakitva ki a kiindulasi vegyiilet amid funkcidjaval. Ebben
az esetben az eredmények megvaltoztak. A legalacsonyabb
AG? értéket a 2a vegyiilet mutatta (8. 4bra), valamint a 3a
termék AG’ értéke nem sokban kiilonbozott az eldbbitdl,

153

ami alatdmasztja a kisérleti eredményeket. A 4a és 5Sa
cikloaddicios termékeknél AG? értékei minden esetben
alacsonyabbak voltak, mint azok szamitott AG* értékei
vakuumban, mivel a nitro vegyiilet bizonyos mértékben
elfoglalja a reaktiv teriiletet és megakadalyozva ezaltal a
MeNCO tamadasat (8. abra).

1. Tablazat. A 2b, 3b, 4b és 5b cikloaddicios termékek entalpia véltozasai (kJ mol™) és Gibbs féle szabad energia valtozasai (kJ mol! ) vakuumban, elméleti

oldészer modell, illetve alkalmazott oldészermodell hasznalataval.

vakuumban oldoszerben (THF) koszolvenssel
AH? AGH AH 4G AH? AGH AH 4G AH? AGH AH 4G
2b 55,8 114,1 -169,5 -104,3 59,1 118,2 -165,7 -100,0 67,3 126,1 -164,1 -100,1
3b 75,1 128,3 -159,1 -97,2 79,3 132,5 -154,1 -92,0 70,1 129,3 -153,4 -92,0
4b 49,8 109,5 -164,1 -101,5 54,2 113,8 -160,3 -98,1 75,8 135,5 -160,2 -97,7
5b 54,9 113,7 -166,7 -100,9 58,2 117,9 -161,9 -96,3 95,4 153,9 -161,3 -96,5
vakuumban vagy elméleti oldészer modell esetében
R ,
\fN \\/R H, E R ’:'
‘ . Boc—y /- 0/ R ‘-\/N\
/7:7 7:7 o :i el p
' Vi
BocHN BocHN
EtOOC EtOOC TS
alkalmazott oldészer modell esetében
R
\/N N R R
= o~ R / ®/
= Y% N :._-'-@N\ o=N
1 /l [} ,l
oQ
BGCN\ N\ ;'-1\
COOEt COOEt N
H Boc—pfar 0 NP
0 [}
© // 6 // EtOQC 7
OH.__N(_B “‘-HN{B /
\ \
R R
™ hed T4 S

8. Abra. A 2a, 3a, 4a ¢&s 5a cikloaddicios termékek T2, T3, T4 és T5 atmeneti allapotai; sztérikus kolcsonhatasok kialakulasai a -COOEt és a nitril-oxid
kozott a T2 és T3 atmeneti allapotban, valamint -NHBoc és a nitril-oxid, valamint -COOEt ¢és nitril-oxid kozotti kolcsonhatas a TS atmeneti allapotban és a
H-kotéses kolcsonhatas kialakulasa az -NHBoc és a nitril-oxid kozott a T4 atmeneti allapotban.

Tovabbi kisérleteinkben az etil-(¢ransz-2-aminociklopent-
3-én)-karboxilatot hasznaltuk dipolarofil-ként, melyet a
megfeleld cisz aminoészter NaOEt-os epimerizcidjaval
allitottunk eld. Nitril-oxid eldallitasara az 1. abran leirt
modszert alkalmaztuk. Mig a cisz vegyiilet esetén a reakciod
nem volt teljesen szelektiv, addig a transz szarmazékkal
veégzett kisérlet soran reakcid teljes szelektivitassal egy
terméket (11) eredményezett, melyben az izoxazolin gytrli
cisz térallasu a karbamat, illetve amid funkcidhoz képest,
és transz térallasi az észter csoporthoz viszonyitva. A
heterociklusban 1évé oxigénatom pedig kozelebb esik az
amino funkciohoz (9. Abra). Ezt az izomert korabban mar
sikeriilt eléallitanunk, mégpedig a minor (4) termék NaOEt-
tal torténd izomerizacidjaval.

A reakciok szelektivitasa felteheten sztérikus és hidrogén-
kotéses  kolcsOnhatassal —magyarazhatd. Az atmeneti
allapotban sztérikus taszitdo hatas alakul ki a nitril-oxid
és az észter csoport kozott, valamint hidrogén-kotéses
kolcsonhatas jon létre a karbamat hidrogénje, illetve a nitril-
oxid kozott™ (10. abra).

nitroetan vagy
nitropropan
DMAP

Boc,O, THF, 20 °C
20h

" +COOQEt g ‘
h? Q R)...Q.-cooa NO +COOEt

¥ WHR N P

R 0" 'NHR &

12 13 14

R R’
)_i’ 2 {COOEt NaOEt 5_;! TCOOEt
N. revep——

R ..
Boc,0, THF, 20 °C Q

nitroetan vagy

WCOOEt nitrapropan
DMAP

EtOH, 20°C, 12h (9)
NHR 20 h, (27-46%) NHR { 31-39%) NHR
10a: R = Boc 11a: R =Boc. R' = Me 4a: R =Boc R'=Me
10b: R = COPh 11b: R = COPh; R’ = Me 4b: R = COPh; R' = Me

11c; R =Boc. R =Et
9d: R = COPh; R'= Et

8b: R = COPh; R' = Et

9. Abra. Az etil-(transz-2-aminociklopent-3-én)-karboxilatra végrehajtott
1,3- dipolaros cikloaddicio.

H‘\

H.o-N
Boc-N @ MR

EtOOC ™1

10. Abra. T11 atmeneti llapot.
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A 2. ¢és 3. abran bemutatott cikloaddicidés reakciok
szelektivitasa hasonloképpen magyarazhato. A két fotermék
sztereokémidjat az észter funkcido és a nitril-oxid kozott
kialakult sztérikus taszitds hatarozza meg (10. abra). A
hidrogén-kotéses kolcsonhatas ez esetben elhanyagolhato.
A minor termékek esetében (5a, Sb és 9b) az atmeneti

allapotban a H-kotéses kolcsonhatds a nitril-oxid és a
karbamat funkci6 kozott erételjesebb lehet, mint az észter és
a nitril-oxid sztérikus taszito hatasa. A lehetséges negyedik
izomer azért nem képzddhetett, mivel nem csak az észter €s
a nitril-oxid kozott alakulhat ki sztérikus taszitas, hanem a
karbamat funkcié és a nitril-oxid alkil funkcidja kozott is
(11. abra).

H. g )
. _—N ‘.-:“ R+

/ B Boc‘--._N/ 0 \\’__ it el /N\
1 R l H 1

Eodc / Boc . 0

i A ~E40'QC i /

7’
T4 T5

11. Abra. A 2, 3, 4 és 5 cikloaddicios termékekhez vezetd reakcidk atmeneti allapotai (T2, T3, T4, T5); sztérikus taszitd kolcsonhatés az észter €s a
nitril-oxid koz6tt a T2 és T3 allapotban, a karbamat és nitril-oxid kozott, valamint az észter és a nitril-oxid kozott a TS atmeneti allapotban; és H-kotéses

kolcsonhatas a karbamat és nitril-oxid kozott a T4 allapotban.

A kiilonbozd szinteken elvégzett szamitasaink [(B3LYP/
6-31++G(d,p), B3LYP/6-311++G(d,p) és B3LYP/6-
311++G(2d,2p)] az etil-(transz-2-aminociklo-pent-3-én)-
karboxilat és a nitril-oxid kdzott ugyanazon eredményeket
mutatta, mint amiket a kisérletek soran tapasztaltunk. A
reakciok soran a legkedvezobb terméknek a 11a, 11b, 11c
és 11d transzpentacin szarmazék bizonyult (2. tablazat és
12. abra).

2. Tablazat. A 10a vegyiiletbol keletkezd transzpentacin szarmazékok
(11a, 12, 13 és 14) entalpia valtozasai (AH?) (kJ mol™), illetve Gibbs féle
szabad energia valtozasai (AG?) (kJ mol™")

10a —» TS 10a — termékek
AH? AG* AH AG
11a 47,76 102,21 ~170,02 ~106,24
12 65,32 119,90 ~154,35 -92,50
13 76,83 130,31 ~152,22 290,46
14 55,36 113,99 ~163,44 ~100,12
150 _
i __13aTS --—-11a
1254 :
I 1278 — 14015 | — 132
1004 T 1aTS --—-14a
1 IR cee-12a
754 - gl T
50 4 : ,;Eff . . \\‘:“ :
1 LiEe :
Il 25+ f”d’ ; R .
U] 0_10_" .............. e o
<] i : : e :
=25 5 :
504 W
751 é R
1 ; o 12a
13a —
- OO__ . _ 14a="11a
-125 : ; ]

Reakcid koordinata

12. Abra. A 10a vegyiilet atalakuldsanak energiadiagramja.

szelektivitaisa az  etil- (transz—Z amlnocﬂ(lo—pent 3-én)-

karboxilatra nagymértékben hidrogén-kotéses kolcson-
hatassal magyarazhato (13. dbra).

1‘ 9 ) ~COOE
P Al aty:
<

' JAR S
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9

oo 3 S
& <Y
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N \

I 9 @ 3
TS 11a
Pl

13. Abra. A 11a vegyiilethez vezetd reakci6 atmeneti allapotanak H-
kotéssel stabilizalt szerkezete.

Az eldallitott izoxazolinvazas B-aminoésztereket (2a, 2b;
3a, 3b; 6a, 6b; 7a, 7b) NaOEt-tal reagaltatva epimerizaciod
soran a megfelel6 transzpentacin szarmazékokhoz jutottunk
(12a, 12b, 12¢, 12d, 13a, 13b, 13¢c, 13d) (14. abra).

On1¢COOEt
2a NaOEt EOH o
6ab 20°C 12h ﬁ

NHR
R!

12a: R = Boc; R' = Me; 75%
12b: R = COPh; R'= Me; 37%
12c: R = Boc; R' = Et; 30%
12d: R = COPh; R' = Et; 45%

\ Q\ \COOEt

13a:R = Boc, R‘ = Me; 20%
13b: R = COPh; R' = Me; 30%
13c: R=Boc; R' = Et; 28%
13d: R = COPh; R' = Et; 10%

3a,b _NaOEt, EtOH
7a,b 20 °C,12h

14. Abra. Izoxazolingytiriivel kondenzalt transzpentacin szarmazékok
szintézise a 2a, 2b; 6a, 6b; 3a, 3b és 7a, 7b vegyiiletek epimerizaciojaval.

Erdemesnek tartottuk megvizsgalni a cikloaddicios reakciot
a szubsztrat valtoztatasaval. A Boc-csoporttal kétszeresen
védett cisz aminoészterrel (15) — mely esetében nem
alakulhat ki hidrogénkotéses kolcsonhatas — is elvégeztiik
a reakciot (15. abra).
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COOEt nitroetan vagy nltroprepan COOEt
Boc,0, DMAP O CZ’
N(Boc)s THF, 20°C, 15h N(Boc)s
15

1Ga R' = Me; 18%
16b: R' = Et, 15 %

15. Abra. Izoxazolin gyiiriivel kondenzalt ciszpentacin szarmazékok
szintézise kétszeresen Boc- védett cisz aminoészterbdl kiindulva.

A reakcioban regio- és sztercoszelektiven egy termék (16a,
16b) képzodott. A keletkezett termékben az izoxazolin
gylrl transz térallasu a karbamat és az észter csoporthoz
viszonyitva (taszitd sztérikus kolcsonhatas), valamint
a gylriiben levd oxigénatom tavolabb esik a karbamat
csoporttol.

Ezutan az izoxazolin gytriivel kondenzalt f-aminosavakat
enantiomertiszta ~ formaban is  eldallitottuk. Az
enantiomertiszta kiindulasi anyagot a racém B-laktam (17)
enzimes rezolvalasaval allitottuk eld, az igy keletkezett
enantiomertiszta B-aminosavat [(+)-18] a (+)-1 védett
aminoészterré alakitottuk at. Nitril-oxid generalasat
nitroetanbol, illetve 1-nitropropanbol végeztikk, PhANCO és
DMAP jelenlétében (16. abra). A keletkezett termékeket
[(-)-2a, (-)-6a] NaOEt-tal izomerizaltuk, melynek
soran megkaptuk az enantiomertiszta transzpentacin
szarmazékokat [(+)-12a, (+)-12¢] (16. ébra).

COOH
lase
Hipr,0, 70°C ﬁ @ NH

fuciy ;ms 7

1. 80CI,, EtOH, 70°C, 3 h
2 Boc,0, Et,N, THF, 0°C to 20 °C

COOEt
S
NHBoc
(+)-1a
| 14sd 6. sbra
066 cooer o ﬁﬂcooa
45
j 2aR NHBoc J 3aR NHBoc
(-)-2a (53%) (-+8a (40%)
lN’a{)E‘ EtOH, 20 °C NaOEt, EtOH, 20 cl
12 h, 22% 12 h, 25%
07 SRCOOE _05 $8.COOEt
Na 45 45
1 “3aR NHBoc “3aR NHBoc
(+)-12a (+)-12¢

16. Abra. Enantiomertiszta izoxazolingyiiriivel kondenzalt transzpentacin
szarmazékok szintézise etil-(cisz-2-aminociklopent-3-én)-karboxilatbol.

A cikloaddiciés reakcidkat az enantiomertiszta etil-(zransz-
2-aminociklopent-3-én)-karboxilatra [(+)-10a] is elvégeztiik
(17. abra.).!

l3sd N\ 3aR~ES,COOEL
!

9. Abra N R
© rHB0c
@COOEt NaOEt, EtOH QjCOOEI (ol
NSHB 20°C, 12 h, 58% s
oc NHBoc S,
(+)-1a #)-102 e r S COOEt

R
8.2 T0'6aS NHBog
(+)-11c (34%)

17. Abra. Enantiomertiszta izoxazolingyiiriivel kondenzalt transzpentacin
szarmazékok szintézise etil-(transz-2- aminociklopent-3-én)-karboxilatbol.

3. Osszefoglalé

Kisérleti munkank soran 11j, izoxazolingytirivel kondenzalt
ciszpentacin szarmazékokat allitottunk el6. A nitril-oxid
kiilonbdzé modontorténd generalasaval, valamintadipolarofil
valtoztatasaval teljes regio- és sztereoszelektivitast értiink
el. A szelektivitast kémiai szamitasokkal is alatdmasztottuk.
Enantiomertiszta f-laktambdl kiindulva az ixoxazolinvazas
termékek enantiomerjeit is sikertilt eléallitanunk.
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Synthesis of isoxazoline-fused cispentacin derivatives

The 1,3-dipolar cycloaddition of nitrile oxides to alkenes has
become widely used as a highly efficient method for the synthesis
of izoxazolines.? A number of nitrile oxide cycloadditions to cyclic
a- or y-amino acid derivatives have been performed in recent
years with the aim of the synthesis of different biologically active
compounds. Alicyclic B-amino acids have acquired great interest in
recent years because of their pharmacological potential.”

Our aim was to synthetize novel, isoxazoline-fused B-aminocyc
lopentanecarboxylates regio- and stereoisomers in racemic and
enantiomerically pure form.

When amino ester 1a (with Boc amino protecting group) was
submitted to the cycloaddition reactions in THF at 20 °C for 15 h
two regioisomers and a diastereomer 2a, 2b, 3a, 3b, 4a, 4b were
detected and isolated in moderate yields (Scheme 1, Scheme 3). The
regioselectivity can probably be explained in terms of electronic
factors: because of the electron-withdrawing effect of the nitrogen
atom of the carbamate, the negatively charged oxygen atom of the
dipolar agent attacks at C-4 of amino ester 1a, 1b, farthest from the
carbamate or amide group.

The synthetic routes have also been applied for the synthesis of
enantiomerically pure isoxazoline-fused B-aminocyclopentane
carboxylates (Scheme 5).

Since the above procedure was not selective, we continued our
experiments to search for other synthetic routes for the preparation
of isoxazoline-fused cispentacins with higher selectivity. 1a, 1b
were subjected to 1,3-dipolar cycloaddition under the conditions,
using RNO,, PhNCO, Et,N in THF at 65 °C (Scheme 6). The
reactions resulted 100% selectively in 2a, 2b, 2¢, 2d. The
explanation of the unexpected selectivity under these reaction
conditions is not yet clear. The mechanism of the generation of
nitrile oxide with PANCO and Et,N is similar to that for Boc,0 and
DMAP (see Scheme 7). We are not aware of any similar example
in the literature.
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Whereas the addition to the corresponding cis isomer (la, 1b)
gave three isomers (Scheme 1 and 3), under the same experimental
conditions (RNO,, Boc,0 and DMAP) the trans counterparts (10a,
10b) furnished selectively only one cycloadduct isomer (11a, 11b,
11c, 11d) (Scheme 9), which can be synthetized by epimerization
of very minor product (4a, 4b, 4c, 4d) in the presence of NaOEt
in EtOH. The selectivity is probably explained by steric and H-
bonding interactions (Scheme 10).

The synthetized isoxazoline-fused cispentacin derivatives (Scheme
1 and 3) offered an opportunity for the preparation of new
isoxazoline-fused transpentacin derivatives. Accordingly, 2a, 2b,
3a, 3b, 6a, 6b, 7a, 7b were epimerized at C-5 with NaOEt in EtOH
to give izoxazoline-fused amino esters (Scheme 14), in which the
amino and carboxylate functions were trans.

Next, the diprotected cis amino ester 17 was reacted with nitrile
oxides under the conditions given in Scheme 1 and 3 and the
transformation led to only the trans isoxazoline-fused derivatives
(18a and 18b) (Scheme 15). This selectivity can be explained with
electron-withdrawing effect of the nitrogen atom of the carbamate,
H-bonding interactions were not possible between the diprotected
amino function and the nitrile oxide.

The regio- and stereoselectivity of the nitrile oxide 1,3-dipolar
cycloadditon were confirmed by theoretical calculations too (see
Table 1, 2 and Scheme 12).

The 100% regio- and stereoselective synthesis of 2a and 6a
(Scheme 6) and 11a and 11c¢ (Scheme 9) was extended to their
preparation in enatiomerically pure form starting from tha racemic
B-lactam (rac-17)(Scheme 16).

In conclusion, isoxazoline-fused cispentacin derivatives were
synthetized regio- and stereoselectively via the 1,3-dipolar
cycloaddition of nitrile oxides to ethyl cis- and trans-2-amino-3-
cyclopentene carboxylates. The cycloadducts were also prepared in
enantiomerically pure form.
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Polimer adszorpcio és diszpergalt részecskék elektrokinetikai
potencialja gyenge és eros elektromos terekben

BARANY Sandor'” és

MALYSHEVA Mariya’

'Miskolci Egyetem Egészségiigyi Kara, Nanobiotechnologiai és Reg. Med. Tanszék, 3515 Miskolc- Egyetemvaros,
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’T. Sevesenko Kijevi Tudomdnyegyetem Kémiai Kara, Kijev, Vliadimirskaya utca 64, Ukrajna

1. Bevezetés, rovid irodalmi attekintés

Azadszorbealt polimerek —a szerkezetiik, molekulatomegiik,
a hozzaadott mennyiség, valamint polielektrolitok
esetében toltéseldjeliik és toltésstirliséglik fliggvényében
—nagymértékben és igen kiilonbozéképpen valtoztatjak meg
a diszpergalt részecskék elektrokinetikai potencialjanak
értékét. A probléma szisztematikus és tudomanyos igényii
vizsgalata a mult szazad 70-es éveiben kezd6dott elsGsorban
a hires holland kolloidkémia iskola képvisel6i,'* egyes
angol kutatok®’ és jomagam (B.S.) altal még Kijevben
végzett (Baran A. A. néven publikalt), majd a Miskolci
Egyetemen folytatott®!” parhuzamosan futd kutatisaiban. A
probléma sokoldalisaga és nehézsége arra vezethetd vissza,
hogy az adszorbealt polimerek megvaltoztatjak a feliilet-
kozeli folyadékréteg szamos tulajdonsagat és a részecskék
elektromos kettosrétegének (EKR) minden paraméterét,
ami szamos modszerrel végzett komplex vizsgalatok
sziikségességét indokoljak. Joémagam, tobbek kozott
tarsszerzOmmel és mas munkatarsaim kozremiikodésével
részletesen vizsgaltam az adszorbealt polimerek hatasat a
diszpergalt mikrofazisok elektrokinetikai potencialjara,’'®
feliileti toltéssiirliségére'> " és feliileti vezetoképességére.'*!”
Aldhuzando, hogy a polimeradszorpcid hatasat a diszpergalt
részecskék elektrokinetikai potencialjara kutatdsainkig
kizéardlag gyenge (néhany vagy néhany tiz V/cm) elektromos
terekben vizsgaltak.

Az irodalmi adatokbdl és sajat eredményekbdl lesziirhetd
6 kovetkeztetések az alabbiakban Osszegezhetdk (itt csak
a problémat targyald néhany fontosabb monografia és
Osszefoglald emlitésére van lehetéség). 52121315

1. Aleggyakrabban megfigyeltjelenség az, hogy nemionos
polimerek adszorpcioja a feliileten vastag, hidrodinamikailag
nem permeabilis polimer-rétegek képzddéséhez vezet,
ami a hasadasi sik oldat felé vald eltolodasaval, azaz az
elektrokinetikai potencial (és az elektromos taszitdoerdk

részaranyanak) csokkenésével parosul. Meghatarozott
feltételek/feltevések mellett a polimer-nélkiili és polimerrel
boritott  részecskék  elektrokinetikai  potencidljanak

értékeibol kiszamithatd a polimerréteg hidrodinamikai vagy
pontosabban/mas névvel ,.elektrokinetikai” vastagsaga (lasd
alébb éS 1-5,9,12,13, 15).

2. Ha a nemionos polimer sok kdtésponttal kapcsolodik
a feliilethez, azon vékony tomor réteget képezve, a Stern
rétegben felhalmozddd szegmensek/ismétlddo egységek
megvaltoztat(hat)jak a feliilet toltésstirliségét mind a kozeg
permittivitasa, és kovetkezésképpen az EKR kapacitasanak

* Tel./Fax: 46-565110, E-mail: akmbsab@gold.uni-miskolc.hu

valtozasa miatt, mind pedig a feliilet iranyaba orientalt
dipdlus egységekben megjelend “adszorpcids potencialesés”
v, hatdsa kovetkeztében. Ez az elektrokinetikai potencial
valtozasahoz vezet. Az un. ,adszorpciés vagy dipolus
potencial” jelent6ségét egy elegans kisérlettel demonstraltuk,
melyben kimutattuk, hogy a pozitiv Agl szol toltésjele és -
potencialja nemionos polietilénoxid vagy polivinil-alkohol
jelenlétében negativva valtozik. Ez azt jelenti, hogy az w,
értéke meghaladja/tilkompenzalja az EKR klasszikus y,
,»10nos” potencialesését; részletesebben lasd.'>"’

3. Az adszorbedlt ismétlodé egységek kiszorithatjdk a
Stern rétegbdl a specifikusan adszorbealt ellenionok egy
rész€t, ami a y, Stern- potencidl értékének novekedéséhez
vezet. A jelenség realitasat kisérletileg is bizonyitottuk, pl.
a fenti effektus hatasaval magyaraztuk negativ toltést Agl
részecskék (- potencidjanak novekedését kismennyiségli
polietilénoxid jelenlétében. 21315

4. Vastag tomor polimerrétegek képzodése a részecskék
feliletén, melyekben az immobilizalt vizmolekuldk
elvesztik oldoképességiiket, a Stern réteg kitagulasahoz, az
EKR fegyverzeteinek szétvalasahoz, azaz a y; Stern- €s
- potencial novekedéséhez vezet. Ezeket az elképzeléseket
sikeresen alkalmaztak egyes hidrofob szolok stabilitasa
valtozasainak értelmezésére kiilonbozo szerves anyagok,
illetve polimerek jelenlétében.>!!1%15

5. Az adszorbealt polimerlancok felilleten képzodott
hurkaiban és  lancvégeiben lokalizalt szegmensek
megvaltoztathatjak a diffiz réteg ellenionjainak térbeni
eloszlasat. Bar sokan feltételezik, hogy a polimer-adszorpcid
nem valtoztatia meg az ellenionok eloszlasat,'s!%13.15
elképzelhetd, hogy jelentds feliileti boritottsdgoknal ez nem
helytallé."® Hajlékonylancti makromolekulak allando feliileti
toltéssel rendelkezdé feliilleten megvaldsuld adszorpcidja
esetében Brooks!'® feltételezte, hogy a hidratalt szegmensek
altal elfoglalt , kizart térfogat” megvaltoztatja az ellenionok
térbeli eloszlasat, ami konstans fazisok-kdzotti potencialesés
feltételnél a feliileti toltéssiirliség (és zéta- potencial)
csokkenéséhez vezet.

6. A részecskékkel ellentétes toltéseldjeli polielektrolitok
adszorpcidja a (- potencial jelentds csokkenéséhez, illetve
toltéseldjelének megvaltozasahoz vezet, ami a kolloidoldat
destabilizacigjaval (flokkuldlasaval) parosul. Gyakran a
minimalis stabilitds és a részecske izoelektromos pontja
eltér egymastol. Az azonos toltéseldjelii polielektrolitok
adszorpcidja a legtobb esetben az elektrokinetikai potencial
és az allandosag novekedéséhez vezet.!>!131
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Elméleti sikon a problémat Ohshima,®® Dukhin,
Zimmermann, Werner?'2* és masok vizsgaltak. Egy kemény
kolloidrészecskébol (magbol) és annak feliiletén adszorbealt
polielektrolit rétegbdl (PER) képzett puha ,feliiletb6l”
allo ,részecske” elektromos kettosrétegének leirasa igen
nehéz feladat mind elméleti, mind kisérleti szempontbol.
Itt csak egy néhany jellegzetes eredményt van mdodunkban
ismertetni. Az utobbi két évtizedben a Smoluchowski-féle
elektrokinetikai elméletét kiterjesztették a puha feliiletek
esetére, melyekhez tartoznak, pl. a polielektrolit-rétegek,
bioldgiai és mesterséges membranok. Ohshima? analitikailag
megoldotta a nem- linearizalt Poisson-Boltzmann egyenletet
vastag ¢és egyenletes szegmenseloszlassal jellemezhetd
PER esetére, és integralis formaban levezetett egy altalanos
hidrodinamikai egyenletet.

A kifejlesztett  elméletben az  elektroforetikus/
elektroozmotikus sebesség leirdsara szolgdld egyenletek
feltételezik a PER makro-ionjainak teljes mérték

""" Dukhin, Zimmermann ¢és  Werner?!
levezették a Poisson-Boltzmann egyenlet analitikai
megoldasat a vastag polielektrolit rétegben 1évé ionos
kizart ko-ionok kozelitést alkalmazva. Ezek a szerz6k?
kimutattak, hogy a puha feliiletek jellemzésében a tovabbi
elérehaladas csak az elektrokinetikai potencial és feliileti
vezetOképesség egyiittes mérése révén érhetd el. A széles
pH és ioner6sség intervallumban végzett emlitett komplex
mérések informacioval szolgalnak mind a sikfeliileten, mind
a szférikus részecskék feliiletén adszorbealt PER Donnan
potenciajat, feliileti toltését és potencialjat illetéen. Dukhin
és tarsai®® aldhuztdk, hogy a szilard/kemény feliiletek
jellemzésére alkalmazott elektrokinetikai ({-potencial)
mérések nem hasznalhatok a vastag polielektrolit - rétegek
belsé szerkezetének adekvat jellemzésére annak ellenére,
hogy ezek a mérések tovabbra is hasznos informacidval
szolgalnak a PER/elektrolit hatarfeliilet szerkezetérdl és
elektromos tulajdonsagairdl. Az adszorbealt polielektrolit
réteg-szerkezetek vizsgalatanak egyik 0j és hatékony
modszere a kiilonb6zé méretli mikro-csatornakban végzett
elektrokinetikai és feliileti vezetOképesség mérések. Ez
a modszer/megkozelités feltételezi a PER- ben lokalizalt
szegmensek egyenletes eloszlasat.

A fenti rovid felsorolas is mutatja a probléma Osszetettségét.
Az alabbiakban, az utobbi években végzett kutatasainkbol be
szeretném mutatni a polimer-adszorpcid hatasat a részecskék
erés elektromos terekben megvaldosuld elektroforézisére,
valamint ennek Osszehasonlitdsdt a nemionos polimerrel
boritott részecskék viselkedésével gyenge kiils6 terekben.
Ilyen iranyt kutatasokat, tudomasom szerint, eddig rajtam
kiviil (B.S.) nem folytattak.

2. Nemionos polimer adszorpcio és elektroforézis gyenge
elektromos terekben

Miben kiilonbozik a polimerrel boritott részecskék
viselkedése gyenge és erds elektromos terekben?

Gyenge elektromos terekben az adszorbealt nemionos
polimerek nagymértékben csokkentik a részecskék
elektroforetikai (ef) sebességét ¢és ennek megfeleld

C- potencial értékét, ami a hasadési sik oldat fel¢ wvalo
eltolodasaval magyarazhato, feltételezve, hogy: 1. a
polimeradszorpcié nem valtoztatja meg az ionok eloszlasat
a diffuz kettsrétegben €s 2. a polimerrétegben lokalizalt
folyadék (viz) immobilizalt, a viszkozitdsa jelent6sen
nagyobb, mint a tombfazisban. Ennek kovetkeztében
feltételezik, hogy a réteg ,.effektiv’ vagy hidrodinamikai
vastagsaga megfelel annak a feliilettdl szamitott tavolsagnak,
melynél az oldoszer viszkozitasa ugrasszeriien megvaltozik.
Nagyszamu irodalmi adat all rendelkezésiinkre a hozzaadott
polimer mennyisége ¢és a részecskék elektrokinetikai
potencialja k6zotti 6sszefliggésekrol (1. pl.!7 121315, Kevesebb
adatunk van az egyidejlileg mért polimer-adszorpcid értéke
és (- potencial Osszefliggésekr6l®!%12131524 Tlusztracidként
bemutatom az altalunk mért polisztirol és grafit részecskék
elektrokinetikai potencidljanak valtozasat az adszorbealt
polietilén-oxid (PEO) adszorpcidjanak fiiggvényében (1. és
2. 4bra).

Az elektroforetikus méréseket gyenge elektromos
térben, 6 V/cm potencial gradiensnél mértiik, allando
ionerGsséget biztositdo 10* M KCI oldatban. A méréseket
hazi, kvarcbol készitett mikroelektroforetikus celldban
végeztiik, meghatarozva egyedi részecskék elektroforetikus
sebességét, a *'°cikkekben leirt moédon. A feltiintetett
értékek altalaban 3-5 mérés atlaga, a mérések hibahatara
5%-ra tehetd. Kimutattuk, hogy a polimer adszorpcidja a
vizsgalt részecskék feliiletén nagy affinitasu izotermakkal
jellemezhetd, azaz a polimernek az oldatbol valo teljes
elnyelddésével kis koncentracioknal és telitési szakasz gyors
elérésével nagy koncentracioknal. A nagymolekula tdmegii
PEO minta (M=3x10°) maximalis adszorpcidja a polisztirol
és grafit részecskéken megfeleléen 1,0 mg.m és 0,8 mg.m
értéket ért el. Az adszorbealt mennyiség (I') a polimer
molekulatomegével novekszik. A részecskék elektrokinetikai
potencialjat a klasszikus Smoluchowski egyenlet alapjan,
azaz az EKR polarizacidjanak elhanyagoldsa feltételnél
szamoltuk, mivel kisérleteinkben a Du<<I feltétel
helytallo.>*15

Amint az 1. és 2. abrakbol lathato, a {- potencial legnagyobb
esése kis polimer adszorpcid értékeknél figyelheté meg
(<0.1 mg.m? adszorbedlt PEO) és a ((I') fiiggvények
telitési szakasz elérésével jellemezhetok. Példaképpen
megemlithetd, hogy polisztirol részecskék elektrokinetikai
potencialja a PEO adszorpcidjanak 0 mg.m?-t6l 1,0 mg.m™
—ig valo ndvekedésével 110 mV-tol kb. 10 mV-ig csdkken le
(1. abra). Hasonldképpen a PEO adszorpcidja 0, 8 mg.m2—ig
a grafit részecskék (- potencialjanak 50 mV-t6l kb. 5 mV-
ig valo csokkenését vonja maga utan (2. abra). Polivinil-
pirrolidon adszorpcidja esetében is a vizsgalt részecskék
elektrokinetikai potencialja kb. a kiindulo érték egy-tizedére
csokkent le. J6 6sszhangban az adszorpcios eredményekkel,
a minta molekulatomegének novelésével a (- potencial
esésének mértéke novekszik, azaz korrelacio figyelhetd meg
az adszorbealt mennyiség és a nemionos polimernek a zéta-
potencialra kifejtett hatasa kozott.

Abbol a szokasos és elfogadott feltételezésbol>> 81
kiindulva, hogy a polimeradszorpcié szamottevéen nem
valtoztatja meg a részecskék feliileti toltésstirliségét és az
ionok eloszlasat a kettosrétegben (az utobbit a részecskék
koriili polimer-burok laza/szellés szerkezete is indokolja,
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lasd alabb) a diffiz EKR potencialjai kozotti dsszefliggést
leird egyenlet alapjan kiszamoltam (B.S.) a polisztirol és
grafit részecskék feliiletén képzodott PEO és PVP rétegek £
,»elektroforetikai” vastagsagat:

exp(h) =tanh (ze(/4kT)/(zey /4kT) )]

ahol: x - a reciproka Debye sugar, & - a diffuz réteg
vastagsaga a Stern- réteg hatara és a hasadasi sik k6zott, {- a
részecske elektrokinetikai potencialja adott h értéknél, a v,
— a Stern- potencial, amelynek a polimer-nélkiili részecskék
kiindulé zéta- potencialjat () vettiik.

¢, -mV
|

h, nm

< T,m g;"m2

1. Abra. 30 um 4tmérdjii polisztirol részecskék elektrokinetikai
potencialja (1, 2) és az ebbdl szamitott polimerréteg vastagsaga (1', 2') az
adszorbealt polietilén-glikol, M=6.10° (1, 1) és polietilén-oxid, M=3.10°
(2, 2") mennyiségének fliggvényében gyenge elektromos térben (6 V/cm),
10# M KCl oldatban, a szuszpenzié koncentracidja 0,06%.

A fenti koncepci6 szerint a polimer-réteg vastagsaga d=h+9
(ahol ¢ -a Stern réteg kiterjedése = 0,4 nm), tehat az a
feliilettdl szamitott tavolsag, ahol a folyadék viszkozitasa
dramaian megvaltozik. Az (1) képlet alkalmazhatosagat,
amely sikfelilletre érvényes, az indokolja, hogy
kutatasunkban vékony EKR-el (xa>>1) rendelkezd
részecskéket vizsgaltunk

L -mV . ; . h, nm
{fi)? _.ji}
it
120
20
0+ 9
41 g2 4 04 05 T, mg/m’

2. Abra. 30 pm x 50 pm méretii grafitrészecskék elektrokinetikai
potencialja (1', 2', 3") és az ebbdl szamitott polimerréteg vastagsaga (1,

2, 3) a polietilén-oxid, M=3, 5.10° (1, 1) M=10° (2, 2") és M=3.10° (3, 3")
adszorpcidjanak fiiggvényében gyenge elektromos térben (6 V/cm), 104 M
KCl oldat, szuszpenzi6 koncentracio 0,1 %.

Az 1. ¢és 2. abrdak a polimerrétegek vastagsaganak
valtozasat mutatjak be az adszorbealt polimer-mennyiség
fliggvényében. A goérbéket a kisérletileg mért I’ (C,.) and
¢ (C,,) fuggvenyek alapjan szerkesztettiik meg. Lathato,
hogy a polimerréteg vastagsdga az adszorpcié mértékével
novekszik és a nagy moltomegli PEO minta esetében a
polisztirol feliiletén eléri a 30-35 nm-t, a grafit részecskék
feliiletén pedig az 50-60 nm-t. Figyelembe véve a szaraz
PEO siiriségét (1,24 g.dm?), a hidratalt ismétl6dé egység
térfogatat (0,059 nm® ), az I'=1 mg.m? -nek megfeleld
egységek szamat egységnyi feliileten M=3x10° moltomegi
minta esetében (1,4x10%), valamint azt a térfogatot, melyet
ez a szamu ismétlédd egység elfoglal a feliilet-kozeli térben
(1,4x10" x 0,059 nm? =8,3x10'7 nm?), kénnyii kiszamolni,
hogy 30 nm vastagsagi adszorbealt rétegben a polimer
egységek a részecskék-koriili térfogatnak csak kb. 3%-at
toltik ki.. Ez az alacsony térfogati arany azt jelenti, hogy:
1. az adszorpcids rétegen beliil az elektroozmotikus cstiszas
elhanyagolhato, és 2. az ionok mobilitdsa e rétegen beliil
szamottevéen nem csokken, azaz a polimerrel boritott
részecskék feliileti vezetése jelentdés marad. Ez biztositja a
megfeleld feltételeket a részecskék gyors elektroforetikai
mozgasahoz erds elektromos terekben (1asd alabb).

Kiilon megemlitjiik polimeradszorpcidé hatasanak altalunk
elvégzett vizsgalatdt nem konvencionalis rendszerekben,
nevezetesen polivinil-alkohol (PVA) lancra felfiizott
(grafted) poliakril-amid (PAA) kopolimerek hatasat
szilicium dioxid részecskék elektrokinetikai potencialjara,
valamint polietilénoxid adszorpcidjanak hatasat szilicium
és titdn karbid,?® illetve szilicium- nitrid részecskék?’
elektrokinetikai potencialjara. Kimutattuk, hogy PVA/PAA
kopolimer adszorpcidja nem valtoztatja meg a szilicium
dioxid feliiletének toltésstirtiségét, és dradmaian csokkenti a
részecskék (negativ) {- potencialjat (3. abra).
90
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3. Abra. Szilicium dioxid részecskék elektrokinetikai potencialjanak
fiiggése a hozzdadott PVA/PAA kopolimer mennyiségétél. 1-PVA
homopolimer, M=8.10%, 2- a kopolimer M=2,2.10°, PAA lanc M=8.10¢,
egy PVA lancra felfiizott PAA szdma 1,8. 3-a minta M=4,3.10°, a PAA lanc
M=6.10% egy PVA lancra felflizott PAA szama 5,6. KCI koncentracid 5.10
M, pH 8,2.

A legnagyobb csokkenés kis polimer koncentracioknal
figyelhet6 meg. A csokkenés mértéke a minta
molekulatdomegével és az oldallancra felftizott PAA
mennyiségének novelésével lényegesen novekszik (3.
abra). A vizsgalt kopolimerek (- potencialra kifejtett
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hatasanak mértéke sokszorosan meghaladja az alkotd
komponensek hatasat; egyértelmii korrelacié figyelheté meg
az adszorbealt mennyiség és a részecskék elektrokinetikai
potencialja kozott. A mintak fent leirt modon szamitott
»elektrokinetikai” polimerréteg vastagsaga 80-160 nm kozott
mozog, ami kb. kétszer kisebb, mint a polimergombolyag,
tehetetlenségi sugarral jellemzett oldatban felvett mérete.
Ez a makromolekulaknak a polimer-adszorpcidé soran

V4

A SiC, TiC és Si,N, szuszpenziok polietilénoxid oldatokban
megfigyelt viselkedése?®?” hasonlit a sokoldaluan vizsgalt
polisztirol, eziist jodid, fémoxid, fémszulfid, agyagasvany
részecskék viselkedéséhez.> A PEO adszorpcidja a
részecskék feliiletén széles pH intervallumban (4,0-11,4)
fliggetlen a kozeg pH értékétol, nem valtoztatja meg
a részecskék feliileti toltésstiriségét, nagymértékben
csokkenti ezek elektrokinetikai potencialjat, az utobbi értéke
aranyos az adszorbealt polimer mennyiséggel. Elséként
tettlink kisérletet arra, hogy a fenti rendszerek példajan
Osszehasonlitsuk a makromolekulak oldatban felvett
méreteit, valamint az adszorbealt polimerréteg lancvégeinek
hosszat és a réteg ,.elektrokinetikai” vastagsagat. Ebbdl
a célbol sokoldali méréseket végeztiink, amelyek
magaba foglaltdk a polimer-oldatok viszkozitasanak,
fényszorasanak, a polimer-adszorpcionak és ennek a
részecskék elektrokinetikai potenciadljara vald hatdsanak
meghatarozasat.

A jol ismert Flory, Mark-Kuen-Houwink 0Osszefliggések
alapjan?® meghataroztuk a kiilonb6z6 moltémegli PEO
molekuldk  <r?>!?  atlagos lancvég-hosszat, <s?>'?
tehetetlenségi sugarat és Rg effektiv hidrodinamikai sugarat.
Az utobbi a Rg =0,835 <s?>1? 5sszefliggésbol szamithato,
ahol <s?>1? = <p?>12 /6 és [n]=D <r’>*? /M. Itt @ - a Flory
allando, ami PEO vizes oldataban =2,2.10%, /5/- a polimer-
oldat hatar-viszkozitasa. A tablazatbol lathatd, hogy a
makromolekula oldatban felvett, 2Rg-vel jellemzett atmérdje
kb. harom-négyszerese a polimerréteg vastagsaganak. Ez
azt jelenti, hogy a PEO adszorpcidja a makromolekula

crer

figyeltiink meg a tobbi vizsgalt rendszerben is.

Az altalanosan elfogadott elképzelések szerint az adszorbealt
polimerréteg vastagsagat tdmény és mérsékelten tomény
oldatokban a feliilethez kapcsoloddé makromolekuldk
lancvégeinek hossza hatarozza meg>® Nem léteznek
direkt modszerek a lancvégek molekulatomegének (M)
meghatarozasara. Ugyanakkor ennek értéke megbecsiilhetd
a  Scheujtens—Fleer-féle  polimeradszorpcié  elmélet
alapjan,” amely szerint 1000 szegmensnél hosszabb
polimerlancot tartalmaz6 makromolekulak 1.10* vagy 5.10*
térfogati torttel jellemezhetd oldatabdl mérsékelten ,,j6”
oldészerben a szilard felilleten adszorbealt lancok 7%,
illetve 10% a lancvégekben halmozodik fel. A fenti térfogati
tort 0, 1 g/l és 0, 5 g/l polimer-koncentracioknak felel meg.
Ezen feltételek mellett minden adszorbealt makromolekula
atlagosan 1,7 lancvéget tartalmaz. Figyelembe véve a
lancvégekben halmozott polimer részaranyat, a polimer
atlagos moltomegét és az adszorbealt molekulara esé
lancvégek szamat, kimutathat6, hogy 0,1 g/l és 0,5
g/l polimerkoncentracioknal az adszorbealt lancvégek
moltdmege megfelelden M=Mx0,07/1,7 é¢s M= Mx0,1/1,7.

A kapott értékekbdl a mar ismertetett Flory-Huggins elmélet
képletei segitségével meghataroztuk a lancvégek <r>172,
<s?>!2 és Rg értékeit (Tablazat). Ezek alapjan ki tudtuk
szamolni a SiC és TiC részecskék feliiletét boritd polimer-
rétegek kozott hato taszitderk nagysagat.*

3. Elektroforézis eros elektromos terekben

Miel6tt  attérnénk  dolgozatunk f6 mondanivaldjara,
bevezetésképpen emlékeztetiink arra, mit jelent és milyen
feltételek mellett jon létre az erés elektromos terekben
megvalosuld nem-linearis elektroforézis.

Mint mar ismertettem,>’ mi (B.S. és tarsszerz6i)’'-7 az
erds (néhdny szaz V/cm) kiilsé elektromos terekben
megvalosuld nem-linedris elektroforézis kétféle tipusat
kiilonboztetjiik meg. Az elsét (az un. ,klasszikus nem-
linearis elektroforézist”) a kiilsé elektromos tér és a tér
altal indukalt ion-tdltések kolcsonhatasa hozza létre olyan
feltételeknél, amikor az elektromos tér altal indukalt
elektrolit-koncentraciovaltozasok  elhanyagolhatok  az
egyensulyi koncentracié nagysagahoz képest.*>” A masodik,
az un. ,szupergyors elektroforézis” vagy ,kettes tipust
elektroforézis”, amit az erds elektromos tér és maga a tér
altal, az EKR tartomanyan kiviil a koncentracios polarizacio
altal indukalt masodlagos ionréteg (ellenionokbol képzett
térfogati toltés) kozotti kolcsonhatis eredményez. 3234 37
Az utdbbi jelenség csak unipolaris vezetd részecskék
(azaz olyan anyagokat tartalmazo részecskék, melyek csak
egyfajta tipusu ionokat, azaz kationokat vagy anionokat,
illetve elektronokat vezetnek) esetében figyelhetd meg,
ha a részecskék vezetése meghaladja a kozeg vezetését.
A polimeradszorpcidé hatdsat a ,klasszikus” nem-linearis
elektroforézisre vizsgaltuk.

Kimutattuk,*>>” hogy a kiilsé elektromos tér novekedésével
az elektroforézis Vef sebességnek az E térerdsségtdl valo
fiiggése egyre erésebben eltér a linedristdl, €s Vef csak az £
paratlan hatvanyainak fiiggvénye, azaz:

Vef = u(1) E + u(3) E* @),
ahol a u(1) és u(3) koefficiensek fliggetlenek a térerdsségtol

A, kobos” elekroforézist jellemzd u , szamitasara alkalmas
Osszefiiggést vezettiink le vékony EKR és szimmetrikus
z* =z =1 elektrolit esetére:*

] L. _ e Du

-‘ 1 =-a:z:z Sm
Hep 3kT " 14 2Du

(€)

ahol a- a részecske sugara, z * és z~ —a kationok €s anionok
toltése, ¢, - a kozeg permittivitdsa, u- a részecskék
elektroforetikus mozgékonysaga (=Vef/E), Du- az EKR
polarizaciojat jellemz6 un. Dukhin szam® 338

Du= [exp ( ws5/2 - 1)]/ka 4)

Itt a- a gomb alaka részecske sugara vagy a palcika alaka
részecske rovid tengelye, x- a reciproka Debye sugar és

w a dimenzionélkiili Stern- potencidl, y, = zew /T, ezt a
gyakorlatban megkdozelitésként a mért (- potencial értékével
helyettesitjiik.
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Lathatd, hogy a “kobds” nem-linedris elektroforézis
- ellentétben a klasszikus elektroforézissel - egyenesen
aranyos a részecskék sugaranak négyzetével, az elektromos
tér gradiensének kobével, de fliggetlen a részecskék
- potencialjanak értékétdl. Kisérletileg kimutattuk, hogy
néhany tiz pm atmérdjit homodiszperz polisztirol, aluminium-

oxid ¢és grafit részecskék, valamint Saccharomyces
Cerevisiae é€lesztésejtek elektroforetikus sebessége - jo
Osszhangban a fenti elmélettel - jelentésen novekszik a
részecskemérettel, kb. 100-200 V/cm térerdségig linearisan
fiigg a kiils6 elektromos tér gradiensétdl, erdsebb terekben
pedig V ~E7. 5

Tablazat. PEO rétegek / “elektrokinetikai” vastagsaga TiC részecskék feliiletén. A makromolekula méretei vizes oldatban, és az adszorbealt lancvégek méretei.

Cp,gl! Makromolekula oldatban/adszorbealt Adszorbealt makromolekula lancvége

h, M =r=l2 <g2=12 2Rg h2Rg : M <ri=12 =<g2=12 2 Rg h/2Rg
nm_ nm nm nm _ nm___ nm nm

0,015 4 0,08

0,03 12 0,24

0.1 14 3.8x105 74 30 50 < 028 1,6x10¢ 22 9 15 0,93

0,25 15 0,28

0.5 15 0,28 2.2x10¢ 27 11 19 0.8

0,015 9 0,06

0,03 15 0,10

0,1 40 22x10° 209 85 142 J 0,28 9xI0* 62 25 43 0,94

0,25 42 0,29

0,5 42 0,20 13x105 77 31 52 08

4. Polimeradszorpcié és elektroforézis erés elektromos
terekben

Az adszorbealt polietilén-oxid és polivinil-pirrolidon
(PVP) hatasat latex, grafit és aluminium-oxid részecskék
»elektrokinetikai potencial-elektromos térerdsség”
figgvényekre a 4-6 abrakkal illusztraljuk. Az erds elektromos
terekben 1étrejovo nagy elektroforetikai sebességek mérésére
egy specialis, képelemzésen és rovid elektromos impulzusok
alkalmazasan alapuld 0j modszert dolgoztunk ki** 3 Az
abrakon bemutatott sebességek 5 mérés atlagolt érteke, a
mérések hibahatara 3-5%. A megfigyelt torvényszertiségek
az aldbbiakban &sszegezhetdk:

1
o 0.8 1
£
£ 0,6 2
20,4
§
a0.2
3
s 0

0 200 400 600

Térerdsség, V/em

4. Abra. 50 um atlag-atmérdjii grafit részecskék elektroforetikai
sebességének fliggése az elektromos tér erésségétol desztillalt vizben
(fels6 gorbe) és 1 mg.m? adszorbealt PEO jelenlétében (also gorbe).

(1) A részecskék ef sebessége erds elektromos terekben
polimerrel boritott részecskék esetében — csakugy, mint a
boritatlan részecskéknél - egy-két nagysagrenddel nagyobb
(néhany tized vagy néhany mm/sec), mint gyenge terekben
(jellemzéen néhany pm /sec).

(2) Az ,elektroforetikus sebesség —térerésség” fiiggvények
lefutdsa mind a csupasz, mind a polimerrel boritott
részecskék esetében hasonld, azaz az elektromos gradiens
novekedésével a részecskék sebessége kb. 100 V/em
fesziiltségig eldszor egyenes ardnyoson novekszik, amit
erbsebb terekben egy sokkal meredekebb ndvekedési
szakasz kovet. Kb. 100-400 V/cm fesziiltség tartomanyban
az elektroforetikus sebesség nagyjabol az altalunk megjosolt
E? torvény szerint emelkedik. Tehat az elképzelésiink, amely
szerint az erds elektromos terekben a jelentds ef sebességet
az EKR polarizacidja kdvetkeztében a részecskék feliiletén
1étrejott ,,nettd” toltés™ hozza létre, érvényes nem csak a
polimer-nélkiili, de a polimerrel boritott részecskék esetében
is.
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5. Abra. 75 um atlag-4tmér6jii aluminium-oxid részecskék elektroforetikai
sebességének fliggése az elektromos tér erdsségétdl desztillalt vizben
(fels6 gorbe) és 1 mg.m? adszorbealt PVP jelenlétében (also gorbe).
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(3) Lathat6, hogy az 1 mgm? adszorbealt polimert
tartalmazo részecskék ef sebessége kisebb, mint a csupasz
részecskéké, mind gyenge (1- 3. abra), mind erds elektromos
terekben (4-6 abra). Ugyanakkor a két sebesség-esésben
igen nagy a kiilonbség: gyenge terekben a (- potencial a
polimeradszorpcié kovetkeztében nagysagrenddel vagy
még nagyobb mértékben csokken, mig erds terekben ez a
csokkenés csak néhany tiz szazalék, szélsGséges esetben
is csak legfeljebb kétszeres. Pl. a PEO adszorpcidjanak
novekedése grafit részecskék feliiletén 0,8 mg.m-ig gyenge
elektromos térben az elektrokinetikai potencial kiindulo
értékének egy tizedére vald csokkenését eredményezi, erds
térben (100 V/cm felett) ez az esés csak kb. 40-60 %-t tesz
ki. (Iasd a 2. és 4. abrakat).

A polimerrel boritott részecskéknél a Ve{ (E) fuggvényekben
a vandorlasi sebesség ugrasszerii novekedése nagyobb
fesziiltségeknél kovetkezik be, mint a csupasz részecskék
esetében. Ezek a megfigyelések aldtdmasztjdk a fent
ismertetett kovetkeztetéseket, melyek szerint gyenge
elektromos terekben az adszorbealt nem-ionos polimer
elektroforézisre kifejtett hatasa els6sorban a hasadasi
sik oldat felé wvaldo eltolodasanak kdvetkezménye,
ami igen jelentds lehet. Ugyanakkor erds terekben a
polimeradszorpcionak a részecskék ef sebességére kifejtett
hatasa sokkal kisebb/gyengébb. Ez feltételezéseink szerint
az adszorpcidos rétegben lokalizalt ionok vezetésének
kismértékii csokkenésével magyarazhatd, ami a polimer-
szegmensek fékezd hatasanak kovetkezménye.

(4) A polisztirol részecskék erds terekben (100 V/ecm
felett) megfigyelt “kobos” elektroforetikus sebessége a
részecskeméret novelésével - mind a csupasz, mind a
polimerrel boritott részecskék esetében - novekszik (6.
abra), j0 Osszhangban az elméleti elérejelzéssel. Ez is egy
ujabb bizonyitéka annak, hogy az altalunk kidolgozott
nem-linedris elektroforézis elmélete helytalld nem csak
nagyméretll diszpergalt részecskék esetében, hanem
adszorbealt polimert tartalmazd részecskéket tartalmazod
rendszerekben is.
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6. Abra. 1 mg.m? PEO-t (M=3.10°) adszorbealt, kiilonb6z6 méretii
polisztorol részecskék elektroforetikai sebességének fliggése a
térerdsségtol. A részecskék atmérdje 50 pm (1), 30 um (2) és 22 pum (3).
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the particles owing to the shift of the shear plane towards solution.
The calculated “electrophoretic” thickness of PEO adsorbed layers
are in good agreement with the dimensions of the end of tails of
adsorbed macromolecules estimated from the Scheutjens-Fleer
theory of polymer adsorption.

At the same time the polymer adsorption only slightly decreases
the Vef of particles in strong (100-400 V/cm) fields. In line with
our theoretical predictions, it means that the non-linear (“cubic”)
electrophoresis, that arises in strong electric fields, is independent
of the position of the shear plane, i.e. the zeta-potential value. It
proves our idea that the electrophoretic velocity in strong electric
fields is determined mainly by the surface conductivity of particles,
i.e. it is not a function of the electrokinetic potential but rather the
Dukhin number that characterizes the polarization of the electric
double layer.
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Fentiazin egységet tartalmazo szenzor- és szelektormolekulak
szintézise ¢s molekularis felismeroképességiik vizsgalata

KORMOS Attila és HUSZTHY Péter”

Budapest Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem, Szerves Kémia és Technologia Tanszék, Szent Gellért tér 4., 1111
Budapest, Magyarorszdag

1. Bevezetés

Napjainkban az egyre szigorubb kovetelmények egyre
szelektivebb analitikai moddszereket igényelnek, példaul
a klinikai kémidban, az ipar szdmos teriiletén, vagy
a kornyezetvédelemben. Megoldast jelenthet erre a
problémara a szelektiv komplexképzési tulajdonsagokkal
rendelkezé szenzor- és szelektormolekulak kifejlesztése.
Utobbiak miikddésének alapja a molekularis felismerés
jelensége, mely soran egy gazdamolekula az 6t koriilvevd
molekulahalmazbdl kivéalaszt egy vendégmolekulat, és egy
masodlagos kotéerdkkel osszetartott komplexet alkot vele.

Az els6 szintetikus gazdamolekuldkat, a koronaétereket
Pedersen fedezte fel 1967-ben, amikor melléktermékként
izolalta a dibenzo-18-korona-6-étert.! A koronaéterek
szelektivitasa ndvelhetd a gylirli merevségének novelésével,
mivel ekkor a gazdamolekula bizonyos vendégmolekulakkal
szemben elérendezetté valik, ami azt jelenti, hogy a komplex
kialakitasahoz kisebb konformaciovaltozasra van sziikség.
A makrociklus merevebbé tétele megvalosithatd példaul
triciklusos  heterociklusos vegyiiletek beépitésével 2
A kutatocsoportunkban folyd triciklusos heteroaromas
egységet tartalmazo koronaéterek eldallitasat és vizsgalatat
célzd kutatasok® 2 folytatasaként figyelmiink a fentiazin
felé fordult. A fentiazin NH-csoportjanak koordinacios
tulajdonsagait nemcsak az aromas gytriik szubsztituciojaval,
hanem a kénatom oxidaciés allapotanak valtoztatasaval
is lehet moddositani. A szakirodalomban kozolték néhany
fentiazin egységet tartalmazd koronaéter el6allitasat,! !5
azonban ezen szarmazékok makrogytrijének koordinacids
szférajaban a fentiazin nitrogénatomja nem vesz részt.

Bar az anionok komplexalasara alkalmas szintetikus
receptormolekulak az elsd koronaéterekkel egyiddben
mar igen kordn megjelentek,'®!” az anionszenzorok
fejlddése joval lassabb volt a kationok, illetve semleges
molekuldk komplexalasara alkalmas ligandumokéhoz
képest. Az utobbi évtizedben azonban ez a kutatasi
tertilet is gyors fejlodésnek indult. Az anionszenzorok
egyik csoportjat a viszonylag savanyt NH-csoportot
tartalmazd semleges molekulak alkotjak, melyek az
anionokat hidrogénkdotéssel komplexaljak.'®2* A megfelel
helyzetbe bevitt elektronszivd szubsztituensek segitségével
a szenzormolekuldkban 1évé NH-csoportok polaritasa
tovabb novelhetd. A nagyfokt polarizacid nemcsak erdsebb
hidrogénkdtéseket eredményezhet, hanem azt is, hogy egy-
egy bazikus anion deprotonalhatja a savasabb szarmazékot.
Amennyiben egy anion deprotonalja az anionszenzort, akkor
a ligandum egyszerli sav—bazis indikatorként viselkedik,
és a szelektivitas fOleg az anion bazicitasatol fiigg, a

* Tel.: +36-1-4631071; fax: +36-1-4633297; e-mail: huszthy@mail.bme.hu

szelektivitas azonban novelhetd a kotéhelyek szamanak és
térbeli elhelyezkedésének valtoztatisaval.>>2

Az  anionszenzorok  kozott  tobb  enantioszelektiv
receptormolekulara is taldlhatunk példat. Az eddig
kozolt szarmazékokban a kiralitast hordozd egységek a
leggyakrabban aminosavak, BINOL-, illetve szteroid-
szarmazékok,?’?8 emellett néhany cukor egységet tartalmazo
anionszenzor is ismert az irodalomban.?* 3

Doktori munkam soran célul tiiztiik ki fentiazin egységet
tartalmaz6 koronaéterek eldallitasat. A szintézis soran olyan
szarmazékhoz jutottunk, mely alkalmas fentiazin egységet
tartalmazd anionszenzorok eldallitdsara. Az 1j potencialis
szenzormolekuldk szintézisén tal célul thztik ki azok
komplexképzési tulajdonsagainak vizsgalatat UV-lathato
spektroszkopiaval.

2. A fentiazin egységet tartalmazo koronaéterek és
anionszenzorok eléallitasa

2.1. A Kkoronaéterek eléallitisahoz sziikséges
prekurzorok szintézise
A makrociklizacidhoz  sziikséges  1,9-diszubsztitualt

fentiazinok eldallitasa tobb tton lehetséges. Egyrészt a
megfeleld funkcids csoportokat tartalmazd vegyiiletekbdl
kiindulva a fentiazin egység utdlagos kialakitasaval,
masrészt  fentiazinbol  kiindulva aromas  elektrofil
szubsztitiicios reakciok segitségével. Mivel a fentiazin
aromas elektrofil szubsztiticids reakcidiban eldszor
mindig  3,7-diszubsztitualt szarmazékok keletkeznek
fotermékként, igy  1,9-diszubsztituadlt  szarmazékok
eléallitasahoz véddcsoportot kell alkalmazni 3-as és 7-
es helyzetben. Védbcsoportként terc-butilcsoportokat
alkalmaztunk. Irodalmi médszer’' moddositasaval allitottuk
el fentiazinbdl kiindulva az 1 3,7-di-terc-butilfentiazint,

FT2-1:X=H n=0
b
2:X=NO, n= %c (o),
d[S:X=N02 n=2

tBu S tBu
4: X=NHAc n=0 d
5:X=NHAc n=2 e N
H
X X

6:X=NH, n=2
7: X=NHTs n=2“_—|f

1. Abra. A terc-butilcsoportot tartalmazé 7 tozilamid eléallitasa (FT:
fentiazin; a: /BuCl, AICL,, CH,Cl,; b: AcONO,, CH,Cl,; c: 30%-o0s vizes
H,0,, AcOH; d: H,, Pd/C, Ac,0, AcOH; e: H,, Pd/C, AcOH; f: TsCl,

piridin).
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melyet acetil-nitrattal nitrdltunk. Az igy nyert 2
dinitrofentiazin-5-oxidot  hidrogén-peroxiddal oxidalva
kaptuk a 3 dinitrofentiazin-5,5-dioxidot. A két nitrovegyiiletet
katalitikus hidrogénezéssel redukaltuk. Amennyiben a 2
dinitrofentiazin-5-oxidbdl indulunk ki, a nitrocsoportok
mellett a fentiazin szulfinilcsoportja is redukalédik. Ismert,
hogy a kénatomon oxidalatlan aminofentiazin szarmazékok
levegén konnyen fentiazinium vegyiiletté oxidalodnak (1d.
metilénkék példaja). Ennek elkeriilésére a szulfoxidbol
kiindul6d redukciot ecetsavanhidrid jelenlétében végeztiik,
igy jutottunk a kénatomjan oxidalatlan 4 fentiazin-
diacetamidhoz. Amennyiben a 3 dinitrofentiazin-5,5-
dioxidot alakitjuk tovabb, a fentiazin szulfonilcsoportja
nem redukalodik, és ebben az esetben mar a szabad
amin is stabil levegén. A redukcidt mind ecetsavanhidrid
jelenlétében, mind ecetsavanhidrid tavollétében elvégezve
kaptuk az 5 5,5-dioxidofentiazin-diacetamidot, illetve a 6
diaminofentiazin-5,5-dioxidot. A 6 diamint tozilezve olyan
szarmazékot nyerhetiink, mely fentiazin egységet tartalmazd
koronaéter kozvetlen prekurzora lehet. A reakciot piridin
olddszerben, két ekvivalens tozil-kloriddal végezve sikeriilt
eléallitanunk a kivant 7 ditozilamidot (1. abra).*

Ahhoz, hogy a késébbiekben a fentiazin aromas gytriire
kiilonb6z6 szubsztituenseket tudjunk vinni, sziikséges
a terc-butilcsoportok eltavolitdsa. A terc-butilcsoportok
eltavolitasat Friedel-Crafts tipusu atalkilezéssel
végeztik. A 4 diacetamidot aluminium-klorid és fenol
jelenlétében forralva regaltattuk, majd az igy nyert 8 terc-
butilcsoportokat nem tartalmazé diacetamidot 20%-0s vizes
sosavban forralva jutottunk a 9 sésavas séhoz. A fentebb
emlitett oxidaciora valo érzékenysége miatt a szabad amint a
tovabbi reakciok soran csak a reakcidelegyben szabaditottuk
fel. A 9 sésavas sot piridinben tozil-kloriddal reagaltattuk,
majd a kapott 10 ditozilamidot meta-klorperbenzoesavval
oxidalva jutottunk a 11 ditozilamidhoz (2. abra).® A 7 és
11 tozilamidok fentiazin egységet tartalmazd koronaéterek
lehetséges prekurzorai.

o)
42~ 8 X=NHAC n=0 —p (o),

S
9: XZNH3+C|_F|:0‘——|C
10: X = NHTs n=0:d
11:X=NHTs n=2 N
X X

2. Abra. A ferc-butilcsoportot nem tartalmazoé 11 ditozilamid szintézise (a:
AICl,, fenol, toluol; b: 20%-o0s vizes sosav; c: TsCl, piridin; d: mCPBA,
CH,Cl,).

2.2. Fentiazin egységet tartalmazé Kkoronaéterek
eléallitasa

A 12 makrociklust koronaéterek eldallitasara bevalt
modszerrel allitottuk eld. A 7 ditozilamidot tetraetilénglikol-
ditozilat és kalium-karbonat jelenlétében acetonitrilben
forralva jutottunk a kivant termékhez. Azonos koriilmények
kozott a terc-butilcsoportokat nem tartalmazé 11 ditozilamid
esetén azonban nem sikeriilt a vart koronaétert (13) kinyerni.
A reakciot mas alkalifémiont tartalmazé bazisok (cézium-
karbonat, kalium-ferc-butilat) jelenlétében kiilonbozd
oldészerekben (acetonitril, DMF, DMSO) elvégezve sem
sikeriilt a kivant makrociklust eldallitani. Amennyiben
Hiinig-bazist (N,N-diizopropil-etilamint) alkalmaztunk a
reakcioban kiilonb6z6 olddszerekben (dimetoxietan, diglim,
acetonitril), sikeriilt a kivant koronaétert izolalni. Legjobb

eredményt acetonitril oldoszer alkalmazésa esetén értiink el
(3. abra, 1. tablazat).

1. Tablazat. A makrociklizacios reakciok koriilményei.

Kiindulé6 R bazis oldészer termelés
7 Bu K,CO, MeCN 15%
11 H K,CO, MeCN -

11 H Cs,CO, MeCN -

1 H K,CO, DMF -

11 H KOtBu DMF -

11 H KOtBu DMSO -

11 H Hiinig-bazis dimetoxietan 14%
1 H Hiinig-bazis diglim 6%
11 H Hiinig-bazis MeCN 45%
7 Bu Hiinig-bazis dimetoxietan 8%
7 Bu Hiinig-bazis MeCN 52%

Mivel Hiinig-bazist alkalmazva sikeriilt a 13 koronaétert
eléallitani, megvizsgaltuk, hogy a ferc-butilcsoportokat
tartalmazo 12 makrociklus szintézisénél is alkalmazhato-e az
utobbi bazis. Hasonld eredményt tapasztaltunk, acetonitrilt
alkalmazva jo termeléssel tudtuk a 12 koronaétert kinyerni
(3. abra, 1. tablazat).?

O\\ff
. o R S R
7 2. 122R=1Bu 2~ 14:R=1Bu
X=Ts X=H N
x. H Ix
= . N N
11 2~ 13R=H =~ 15:R=H [ ]
X=Ts X=H 0 0

3. Abra. A koronaéterek el6allitasa (a: a makrociklizacios reakciok
koriilményei az 1. tiblazatban talalhatéak; b: Na(Hg), Na,HPO,, MeOH).

A 12 és 13 koronaéterek tozilcsoportjait natrium-amalgam
segitségével tavolitottuk el, igy jutottunk a 14 ¢és 15
szekunder aminocsoportokat tartalmazé makrociklusokhoz
(3. abra).*

2.3. Az anionszenzorok szintézise

A 6 diamint benzoil-kloriddal (BzCl-dal) piridinben
acilezve allitottuk el a 16 dibenzamidot.* Fenilizocianattal
¢és fenilizotiocianattal reagaltatva a 6 diamint a 17
karbamidhoz és a 18 tiokarbamidhoz jutottunk, melyek

tobb  kotéhellyel —rendelkeznek, és igy varhatéan
Q.0 16:X=0,Q=Ph
tBu S tBu 17: X=0, Q= NHPh OA
18: X =S, Q = NHPh 7e
6 — 19:X=S,Q=N, _O_
| SO
XYNH HNYX AcO” > NOAc
Q Q OAc

4. Abra. Az anionszenzorok szintézise (reagensek: BzCl, illetve a
megfeleld izocianat vagy izotiocianat, piridin oldoszerben).
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stabilabb komplexet képeznek anionokkal* A 6 diamint
tetra-O-acetil-B-p-gliikopiranozil-izotiocianattal reagaltatva
allitottuk el6 a 19 tiokarbamidot, mely kiralis karboxilatok
enantiomerjeinek megkiilonboztetésére lehet alkalmas.®

3. Az anionszenzorok komplexképzési tulajdonsagainak
vizsgalata

A lehetséges szenzormolekulak (5, 16-19) komplexképzési
tulajdonsagait UV-lathatd spektroszkopiaval vizsgaltuk
acetonitril oldészerben.

3.1. A 5 acetamid és a 16 benzamid anionokkal
szemben mutatott viselkedése

AzSacetamid és a 16 benzamid anionokkal szemben mutatott
viselkedését fluorid, klorid, bromid, jodid, hidrogén-szulfat,
dihidrogén-foszfat és acetat jelenlétében vizsgaltuk (5. abra,
2. tablazat).> Mig az 5 acetamid hidrogénkotéses komplexet
képzett kloriddal, addig fluorid, acetat és dihidrogén-
foszfat jelenlétében mindkét szenzormolekula esetében
deprotonalddast tapasztaltunk. Az 5 acetamid fluoriddal
torténd titralasa soran a komplexképzésre jellemzd savot
is megfigyeltiik. Mindkét szenzormolekula esetén sikeriilt
ecetsav jelenlétében visszaszoritani a deprotonalodast az
acetationnal tortén6 komplexképz6dés javara.

2. T4blazat. Az 5 és 16 szenzormolekuldk komplexképz8désének (K,) és a
deprotondlodasanak (K,) egyensilyi dllandoi kiilonbdzd anionok esetén.

5 16
log K, log K, log K, log K,
F 5,13 5,28 - 6,05
Clr 3,83 - - -
H,PO, - -1,05 - 0,52
AcO 3,522 0,67 ° 0,94

“Ecetsav jelenlétében acetationnal végzett titralasbol szamitott érték

Az ecetsav jelenlétében acetationnal kapott titralasi spektrumsorozatot
nem sikeriilt megfeleléen illeszteni

3.2. Karbamid és tiokarbamid egységet tartalmazo
szenzormolekulak (17 és 18) komplexképzési
tulajdonsagainak vizsgalata

A 17 karbamid ¢és a 18 tiokarbamid anionokkal szemben
mutatott viselkedését fluorid, klorid, bromid, jodid,
hidrogén-szulfat, szulfat, dihidrogén-foszfat, nitrat &s
acetat jelenlétében vizsgaltuk (3. tablazat).3* Mig a legtobb
anion esetében egyszeri komplexképzddést tapasztaltunk,
addig fluorid és acetdt hozzdadasara deprotonalodasra
jellemzo spektralis valtozast figyeltiink meg. Az igy kapott
spektrumok azonban nem egyeztek meg a deprotonalt
szenzormolekulak spektrumaval (6. abra). Ez alapjan arra
kovetkeztettiink, hogy a deprotonalt szenzormolekulak
anionnal alkotott komplexei keletkeztek. Ezt a 17
karbamid esetén rontgendiffrakcios vizsgalattal is sikerdilt
alatamasztani (6. abra).**

Mivel a fenti eredmények azt mutattdk, hogy fluorid és
acetat esetén az anion feleslege deprotonalta a semleges
receptor—anion komplexet, megvizsgaltuk, hogy a DBU-val
vagy tetrabutilammonium-hidroxiddal deprotonalt recep-
tormolekulak képesek-e komplexet képezni anionokkal.
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5. Abra. Az 5 acetamid és a 16 benzamid (20 pM, A: 5, B: 16) oldatanak
spektralis valtozasai kiilonbdzd anionok (4 ekv. F-, AcO™ és H,PO,,
valamint 100 ekv. Cl', Br, I" és HSO,") hatésara acetonitril oldészerben.

3. Tablazat. A 17, 18, deprotonalt 17 és deprotonalt 18 szenzormolekulak
egyensulyi allandoi kiilonb6z6 anionok esetén®

17 18
log K, log K, log K, log K,

F >8 >8 b b
Cl 5,99 - 4,45 -
Br 4,60 - 3,28 -
I _ _ _ _
NO, 3,23 - - -
HSO, 4,51 - 3,26 -
SO 6,72 - 6,28 -
H,PO, 7,51 - 6,17 -

AcO 7,57 5,61 6,44 3,87

* K =[LHXJ([LH][X]), K=[LX V(LX)

® a titralasi spektrumsorozatot nem lehetett megfeleléen illeszteni

A
1,2
o
e |, deprot. 17
€084 |, 17+F
£ /) 17 + AcO
5 L
B 0,4 \
20, \
<

01— T : T )
250 300 350 400 450
Hulldamhossz (nm)

F

deprot. 17 —

6. Abra. A deprotonalt 17 oldatanak (20 uM) spektruma és a fluorid- és
acetationnal torténd titralasok végpontjat jelz6 spektrumok (A), a 17
karbamidbol tetrabutilammonium-fluorid jelenlétében késziilt kristaly
aszimmetrikus egységének szerkezete (B, a tetrabutilammonium
ellenionokat az attekinthetdség érdekében nem tiintettiik fel).

A deprotonalt receptormolekuldk oldatdhoz tetrabutil-
ammoénium-fluoridot, illetve  -acetdtot adagolva a
komplexképzddésre jellemzd  spektralis  valtozasokat
tapasztaltunk. A fluorid erésen, az acetat valamivel gyengéb-
ben kotédott a deprotonalt molekulakhoz (3. tablazat).
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3.3. Gliikoz egységet tartalmazé tiokarbamid (19)
enantioszelektivitisanak vizsgalata

A 19 acetilezett gliikoz egységeket tartalmazo tiokarbamid

enantioszelektivitasat mandulasav (Alogk=0,19),
terc-butoxikarbonil-védett fenilglicin (Alogk=0,22),
terc-butoxikarbonil-védett ~ fenilalanin  (AlogK=0,09),

valamint terc-butoxikarbonil-védett alanin (AlogKk=0,04)
tetrabutilammonium  séinak  eneantiomerjei  kdzott
vizsgaltuk. A nitrogénen 1évé véddécsoportnak az
enantioszelektivitasra gyakorolt hatasat N-védett fenilglicin
tetrabutilammonium-sék  esetén  tanulmanyoztuk. A
vizsgélatokat formil- (AlogK=0,05), acetil- (AlogK=0,18),
valamint  pivaloilcsoportot  (Alogk=0,22) tartalmazo
fenilglicin-szarmazékok  tetrabutilammoénium  soéinak
enantiomerjeivel végeztik el.¥ Megallapithatd, hogy
a véddécsoport térkitdltésének a novekedésével nétt az
enantioszelektivitas.

4. Osszefoglalas

Sikeresen szintetizaltunk fentiazin egységet tartalmazd
koronaétereket, anionszenzorokat, valamint ezek
prekurzorait. A 14 ¢és 15 makrociklusok szekunder
aminocsoportjai lehetéséget nyujtanak arra, hogy ezeket
alkilezve, illetve acilezve kiillonbdz6 célokra alkalmas 1j
szenzor- ¢és szelektormolekuldkat allithassunk eld.

Az 5 és 16-18 szenzormolekuldk anionokkal szemben
mutatott viselkedését vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a
tobb kotdhellyel rendelkezd 17 karbamid és 18 tiokarbamid
kedvez6bb komplexképzési tulajdonsagokkal rendelkezik,
fluoriddal és acetattal még a deprotonalt formaik is képesek
komplexet képezni.

A 19 gliikoz egységeket tartalmazo tiokarbamid a vizsgalt
optikailag aktiv karboxilatok enantiomerjeivel szemben
kozepes szelektivitast mutatott.

Koszonetnyilvanitas

A szerzO6k koszonik az OTKA Irodanak a kutatas pénziigyi
tamogatasat (K 81127 és PD 104618).
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Synthesis and molecular recognition studies of sensor
and selector molecules containing a phenothiazine unit

Since Pedersen’s first crown ethers,! many derivatives of those
have been prepared with different applications. The selectivity of
crown ethers can be enhanced by making the macrocycle more
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rigid, which can be achieved for example by incorporating tricyclic
heterocycles in the macroring. !> In continuation of our research
on crown ethers containing tricyclic ring systems,®'? our attention
turned toward phenothiazine. The coordinative properties of the
nitrogen of phenothiazine can not only be modified by substitution
in the aromatic rings, but also by changing the oxidation state of
the sulfur atom making it a promising building element of new
macrocycles. There are some crown ethers containing phenothiazine
units reported in the literature,'>-' but there is no example in which
the heteroatom (N or S atom) of the phenothiazine unit is part of
the macroring.

Although the first synthetic anion receptors already appeared in
the late “60s,'®!7 the development of host molecules for anion
recognition was much slower than that for cations. However, the
field of anion sensors has expanded notably in the past decade.
One of the main groups of anion receptors consists of neutral
molecules, which bind anions via hydrogen bond formation
(often accompanied by deprotonation).’2¢ There are also many
examples for enantioselective anion sensors,”’*” among them some
derivatives containing sugar units.>>

The aim of my PhD work was the synthesis of crown ethers
containing a phenothiazine unit in which the NH group of the
phenothiazine is part of the macroring. Further goal of my work
was the synthesis and molecular recognition studies of anion
receptor molecules having a phenothiazine unit.

Electrophilic aromatic substitution reactions of phenothiazine
take place first in positions 3 and 7, so these positions were
protected by tert-butyl groups to make possible to synthesize
1,9-disubstituted derivatives needed for the preparation of the
appropriate crown ethers. The reported®’ phenothiazine derivative
1 protected by fert-butyl groups in positions 3 and 7 was prepared
by an improved procedure using fert-butyl chloride and aluminium
chloride in dichloromethane. Di-fert-butylphenothiazine 1 was
then nitrated using acetyl nitrate in dichloromethane to give
dinitrophenothiazine 5-oxide 2. The latter phenothiazine derivative
was oxidized to dinitrophenothiazine 5,5-dioxide 3 with hydrogen
peroxide. Dinitro derivatives 2 and 3 were then hydrogenated in
acetic acid in the presence of acetic anhydride to give diacetamides
4 and 5. Hydrogenation of dinitrophenothiazine 5,5-dioxide 3 in
the abscence of acetic anhydride gave diamine 6. Ditosylamide 7
was then prepared from diamine 6 with tosyl chloride in pyridine
(Fig. 1).32%3 The tert-butyl protecting groups of diacetamide 4
were removed by aluminium chloride in the presence of phenol in
toluene to give diacetamide 8. The latter diamide was deacetylated
using 20% hydrochloric acid, and the resulted hydrochloride salt 9
was reacted with tosyl chloride in pyridine to give ditosylamide 10.
Ditosylamide 10 was then oxidized using meta-chloroperbenzoic
acid rendering ditosylamide 11 (Fig. 2).%

Ditosylamides 7 and 11 were reacted with tetracthyleneglycol
ditosylate in the presence of bases [potassium carbonate, cesium
carbonate, potassium tert-butoxide or Hiinig’s base (N-ethyl-
N,N-diisopropylamine)] in different solvents (acetonitrile,
dimethylformamide, dimethylsulfoxide, dimethoxyethane or
diglyme, see Table 1. for more details). Zert-butyl substituted
crown ether 12 was first prepared by a usual method using
potassium carbonate as a base and acetonitrile as a solvent. The
same conditions were applied for the synthesis of crown ether 13,
but the desired product could not be isolated. The formation of
crown ether 13 could not be observed in the presence of other bases

containing alkaline metal cations as templates (cesium carbonate
or potassium tert-butoxide). Surprisingly when Hiinig’s base was
used in different solvents, formation of crown ether 7 took place.
Acetonitrile proved to be the best solvent for the reaction with
reproducible yields even in larger scales. As crown ether 13 could
be prepared in the presence of Hiinig’s base, we examined whether
the latter base could also be useful in the synthesis of ferz-butyl
substituted crown ether 12. Similar results were obtained as in
the case of crown ether 13, crown ether 12 could be isolated in a
good yield using Hiinig’s base in acetonitrile. The tosyl protecting
groups of crown ethers 12 and 13 were removed by amalgamated
sodium in methanol to give crown ethers 14 and 15 (Fig. 3).* These
new crown ethers are promising precursors of sensor and selector
molecules with wide applications.

The anion sensors (16-19) were prepared starting from diamine
6 using benzoyl chloride or the appropriate isocyanate or
isothiocyanate in pyridine (Fig. 4).*>335 The anion recognition
studies on sensor molecules 5, 16—19 were performed in acetonitrile
by UV-vis spectroscopy.

The anion recognition ability of receptors 5 and 16 was studied
toward the tetrabutylammonium salts of fluoride, chloride, bromide,
iodide, hydrogen sulfate, dihydrogen phosphate and acetate (Fig 5,
Table 2).3? Fluoride, acetate and dihydrogen phosphate caused the
deprotonation of both receptor molecules. In the case of receptor
5 and fluoride, spectral shift characteristic for complexation, also
appeared beside the spectrum of the deprotonated form. Chloride
caused changes in the absorption spectrum of receptor 5 indicating
a complexation process. In the case of acetate, we suppressed
deprotonation by addition of acetic acid in order to promote the
complex formation.

The anion recognition ability of receptors 17 and 18 was studied
toward the tetrabutylammonium salts of fluoride, chloride,
bromide, iodide, nitrate, hydrogen sulfate, sulfate, dihydrogen
phosphate and acetate (Table 3).>* While both receptor molecules
formed complexes of 1:1 stoichiometry with most of the anions,
fluoride and acetate caused spectral changes characteristic to
deprotonation, however, these spectra were different from those of
deprotonated receptors 17 and 18 (Fig. 6). These results suggested
that deprotonated receptor—anion complexes had been formed. In
the case of receptor 17, this assumption was also confirmed by
NMR titration and X-ray crystallography (Fig 6). Since our latter
results showed that in the cases of fluoride and acetate, deprotonated
receptor—anion complexes were formed via deprotonation of the
neutral receptor—anion complexes by an excess of the anion, we
also examined whether the receptors deprotonated by an excess
of DBU or tetrabutylammonium hydroxide could form complexes
with anions. As expected, fluoride was strongly complexed by
the deprotonated receptors. The deprotonated receptors showed
similar, but weaker complexing ability toward acetate than fluoride
(Table 3).

The enantiomeric recognition ability of receptor 19 was studied
toward the enantiomers of tetrabutylammonium salts of mandelic
acid (AlogKk=0.19), tert-butoxycarbonyl-protected phenylglycine
(Alogk=0.22),  tert-butoxycarbonyl-protected  phenylalanine
(Alogk=0.09) and tert-butoxycarbonyl-protected  alanine
(AlogKk=0.04). The effect of size of the protecting group on
enantioselectivity was also examined in the case of phenylglycine
with the enantiomers of tetrabutylammonium salts of formyl-
(AlogK=0.05), acetyl- (Alogk=0.18) and pivaloyl- (AlogKk=0.22)
protected phenylglycine.*
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Piridin egységet tartalmazo kiralis 18-korona-6-éterek szintézise
és alkalmazasuk

KUPAI Jozsef* és HUSZTHY Péter*®”
“BME Szerves Kémia és Technologia Tanszék, Szent Gellert tér 4., 1111 Budapest, Magyarorszag

*MTA-BME Alkaloidkémiai Kutatocsoport, Szent Gellért tér 4., 1111 Budapest, Magyarorszag

1. Bevezetés

Az enantiomer-felismerés egy gyakran eléfordulo jelenség a
természetben amely egy vendégmolekula enantiomerjeinek
kiradlis gazdamolekulaval torténd megkiilonboztetését
jelenti, vagyis kiillonboz0 stabilitasu komplexek képzddnek
az enantiomerekkel (termodinamikus kontroll), illetve a
komplexképzés vagy a komplexdisszociacio sebessége
(kinetikus ~ kontroll)  kiilonbozhet. Az  enantiomer-
felismerésnek az ¢l természetben torténd mikodésére
példaként emlithetjiik az egyféle konfiguracidjii aminosavak
és cukrok beépiilését és lebomlasat a metabolizmus
soran. A szintetikus receptorokkal kivalthatdo enantiomer-
felismerd-képességet Cram és munkatarsai mutattak ki
elészor a bisz(binaftil)-22-korona-6-éter gazdamolekula
és szarmazékainak, valamint szerves ammoOniumsok
enantiomerjeinek a kolcsonhatasat vizsgalva.!

A primer aminok, aminosavak és szarmazékaik nagy
biologiai jelentdséggel birnak. Az aminosavak a fehérjék
épitéelemei, a primer aminok az aminosavak bomlastermékei
vagy akar neurotranszmitterként funkciondlhatnak. Eppen
ezért az enantioszelektiv felismerésiikre szolgald szintetikus
receptorok fejlesztése is nagy jelent6ségii.

A nagy enantioszelektivitassal rendelkezé makrociklusok
szilard hordozohoz (példaul szilikagélhez vagy Merrifield-
féle polimer gyantdhoz) torténd kotésével kapott kiralis
allofazisokat kiilonbozé racém szerves protonalt primer
és szekunder aminok enantiomerjeinek elvalasztasara
lehet hasznalni.>* Az elsé piridino-18-korona-6-éter alapt
kiralis allofazist [(S,S)-CSP-1; 1d. 1. Abra] Bradshaw és
munkatarsai allitottak el6.” Azota négy piridino-koronaéter
alapu kiralis allofazist [(S,5)-CSP-2, (S,S5)-CSP-5; 1d.
1. Abra] szintetizaltak, és sikeresen alkalmaztak azokat
protonalt primer aminok, aminosavak ¢&s szarmazékaik
enantiomerjeinek elvalasztasara.>!

Ez idaig csak a piridingyliri négyes helyzetében
oxigénatomon at kapcsolodo oldalkarral kétottek piridino-
koronaétert szilikagélhez, amint azt az 1. Abran is lathatjuk.
Doktori munkam sordn célom volt olyan uj kiralis all6fazisok
eléallitasa és vizsgalata, ahol az enantiomertiszta piridino-
koronaéter szelektormolekuldkat nem oxigénatomon,
hanem nitrogén-, ill. szénatomon keresztiil kapcsolodo
karral kotjiik szférikus HPLC mindségli szilikagélhez.
Utobbi modositassal nagyobb kémiai stabilitasu, illetve
a megvaltozott elektronikus hatdsok miatt nagyobb
enantioszelektivitast biztosito kiralis allofazisok szintézisét
céloztuk meg.

* Tel.: +36-1-4631071; fax: +36-1-4633297; ¢-mail: huszthy@mail.bme.hu

(S,5)-CSP-1: R=Me, X=0(CH,);5 €0 —} szilikagél
0 —

(R,R)-CSP-2: R=Ph, X=0(CH,),,5i€0—1} szillkagel
0—

(R,R)-CSP-3: R:t-BU,X:O[CH;hSiéO(J— szilika gél

0—4p)
IR.R]-CSP--‘-L-R=t-Bu.)<=OCH)CONHICH,];Si€O—i :
o —

o—
(5,5)-CSP-5: R=Me, X=0CH,C ONH(CH,);51€0—
0 —

férikus HP LC
min(s égq s zilika gél

1. Abra. Piridino-koronaéter alapu kirlis all6fazisok.

2. Eredmények

A tovabbiakban az 1 kiralis allofazisok eldallitasat, majd
azok enantiomerek elvalasztasara torténd alkalmazasat
ismertetjik.

2.1. A piridingyiirii négyes helyzetében szubsztitualt
piridino-18-korona-6-éterek szintézise

A ligandumok szintézisénél kétféle stratégiat kovettiink:

1) Apiridingy(ri négyes helyzetébe még a makrociklizacios
1épés elott beépitettiik a megfeleld kdnnyen atalakithatd
szubsztituenst, €és a kapott a piridingylri négyes
helyzetében szubsztitualt piridin-2,6-dimetanol-ditozilat,
illetve a megfelelé dialkil-szubsztitualt tetraetilénglikol
makrociklizacios reakcidjaban nyertiik a megfeleld piridino-
koronaéter-szarmazékokat. A kereskedelembdl konnyen
beszerezhetd, viszonylag olcsod alapanyagokbdl (aceton,
dietil-oxalat, fém natrium, etanol) kiindulva az irodalminal
egyszeriibb vagy kornyezetkiméldbb eljarasokat alkalmazva
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a 6 dimetil-kelidamaton keresztiil jutottunk a piridingytrQ
négyes helyzetében hidroximetil-csoporttal (7), illetve
halogénatommal (8, 9) szubsztitualt dialkil-2,6-piridin-
dikarboxilatokhoz.'"!? A hidroximetil-csoportnak a 6 diészter
négyes helyzetébe torténd bevitelénél alkalmazott Fenton
tipust reakciondl a 30%-os kénsavat 70%-os perklorsavra,
illetve a vas-szulfatot vas-perkloratra cserélve az irodalmi
moédszerhez képest jelent6s termelésjavulast értiink el. A
hidroximetil-csoportot tetrahidropiranil-csoporttal (THP)
lattuk el (10), mert ez volt a legalkalmasabb védelem a
tovabbi er6s bazikus koriilményeket igényld 1épéseknél (2.
Abra)."

X X
- e
| |
RO,C™ "N” "CO,R HOH,C™ "N~ "CH,OH
ar— 6 X=H, R=Me 11:X=CH,0THP
bC. 7: X=CH,OH, R=Me 12:X=Br
10: X=CH,OTHP, R=Me  13:X=Cl
8: X=Br, R=Et
9. X=Cl, R =Me
}d vagy e
X
X
| -
=
2
: £
R._O 0_R YH,C” "N” TCH,Y
[ I 14; X=CH,0THP, Y=0Ts
o] o] 15: X=Br, Y=0Ts
Lo/ 16: X=C|, Y=0Ts
f 17: X=Br, Y=Br
g [ (5,5)-20: X=CH,0THP, R=Me .
n . (5,5)-25:X=CH,0H, R=Me
i O (5.5)-26:X=CHO,  R=Me ke (/0\) on
(5,5)-27: X=COOH,  R=Me A 3k
(5,5)-21: X=C|, R=Me
(5,5)-22: X=C|, R=iBu (5,5)-18: R=Me
(5,5)-23: X=Br, R=Me (5,5)-19: R=iBu
(5,5)-24: X=Br, R=iBu

2. Abra. Az enantiomertiszta piridino-koronaéterek el6allitasa makro-
ciklizacioval (a: Fe(ClO,),, H,0,, MeOH, HCIO,; b: 3,4-dihidro-2H-
piran, piridinium-p-toluolszulfonat, CH,Cl,; c: NaBH,, EtOH; d: TsCl,
40% aq. KOH/ CH,Cl; e: PBr;, Et,0; f: NaH, THF; g: proton forméaban
1évo kationcserél gyanta, MeOH; h: (COCl),, DMSO, TEA, CH,CL; i:
HCOOH, H,0,)

A piridingy(irti négyes helyzetében szubsztitualt piridin-2,6-
diésztereket natrium-tetrahidrido-borattal 11-13 diolokka
redukaltuk, majd az irodalmi modszert61* eltérve izolaltuk.
A 13 klor-diol tisztitasanal az irodalomban' alkalmazott
iddigényes folyamatos extrakciot  atkristalyositassal
valtottuk ki (2. Abra).2

A 11-13 diolokat a piridingytirti kettes és hatos helyzetében
lév8 metiléncsoportokon jo kilép&esoportokkal rendelkezd
szarmazékokkd alakitottuk. Igy jutottunk a 14-16
ditozilatokhoz, illetve a 17 biszbroémmetil-szarmazékhoz,
melyeknek az (S,5)-18, illetve az (S,S)-19 enantiomertiszta
dialkil-szubsztitualt tetraetilénglikolokbol erés bazissal
képzett biszalkoxidokkal torténd gytirtizarasi reakcidjabol
az (S,5)-20 THP-védett hidroximetil-csoporttal, illetve az
(5,5)-21—(S,5)-24 halogénatommal szubsztitualt piridino-
koronaétereket nyertiik. A piridingyiiri négyes helyzetében
bromatomot, a  kiralitdscentrumokon  metilcsoportot
tartalmazo (S,5)-23 piridino-koronaétert egyrészt a 15
brom-ditozilatbol, masrészt a 17 tribromszarmazékbol is
eléallitottuk. Mivel a tozilatbol kiindulva jobb termelést

értiink el, mint a tribromszarmazék esetén, ezért érdemes a
diolokat ditozilatokka alakitani (2. Abra).''2

Az (5,5)-20 makrociklus tetrahidropiranil-csoportjanak
eltavolitasaval az  (S,5)-25  hidroximetil-csoporttal
szubsztitualt szarmazékhoz jutottunk. Utdbbi Swern-
oxidaciojaval az (S,5)-26 aldehidet, majd tovabbi
oxidacioval az (S,5)-27 karbonsavat kaptuk. Az (S,5)-27
karboxilcsoporttal szubsztitualt piridino-koronaéter egy
kiralis allofazis fontos prekurzora (2. Abra).!!

2) Masik szintézisstratégiank szerint a kordbban mar kozolt,
a makrogytriiben a kiralitdscentrumokon metilcsoportokkal
szubsztitualt (S,S)-28 piridino-koronaétert,'> illetve az
(S,5)-29 dimetil-szubsztitualt,'® és az (S,5)-30 diizobutil-
szubsztitualt®  piridono-koronaétereket  szintetizaltuk,
majd ezutan ezekbdl allitottuk eld a piridingyliri négyes
helyzetében a konnyen atalakithatdé funkcids csoportokat
hordozé makrociklusokat (3. és 4. Abra). Ezzel a
szintézisstratégiaval a piridingytrii négyes helyzetében
halogénatommal szubsztitualt  piridino-koronaéterek
szintézisét jobb Ossztermeléssel végeztiik, mint amikor
a halogénatomot a piridingylirii négyes helyzetébe a
gylirlizaras el6tt vittik be (1d. 2. Abra).'2"

Me,,,EO Oj,Me 8 Me,._[o e} Oj,Me

o] o] [¢] o}
Lo/ Lo/
(S,5)-28 (5,5)-31
b
N
| \‘: l \ MeSO
N N
Me:,,[o Oj,Me c ME!;_EO OMGOj,Me
(0] O O 8]
(5,5)-33 (5,5)-32

3. Abra. A piridingyfirii négyes helyzetében cianocsoporttal szubszitualt
piridino-koronaéter eldallitisa (a: MCPBA, CH,Cl,; b: Me,SO,; c: NaCN,
MeOH/H,0).

Az (S,5)-28 piridino-koronaétert az (S,5)-31 N-oxidda
oxidaltuk, majd az (S,5)-32 N-metoxi-szarmazékka
alakitottuk, hogy a piridingy{liri négyes helyzetében nukleofil
szubsztiticiora képes piridino-koronaétert kapjunk. Utobbit
natrium-cianiddal reagaltatva (S,S)-33 a négyes helyzetben
cianocsoporttal ~ szubsztituadlt — koronaéterszarmazékhoz
jutottunk, amely 1j piridino-koronaéter alapti kiralis allofazis
prekurzora lehet (3. Abra). s

2.2. Az 4j piridino-koronaéter alapu kiralis allofazi-
sok szintézise

Az (5,5)-21-(5,5)-24  halogénatommal  szubsztitualt
piridino-koronaétereket az (S,S)-29 dimetil-szubsztitualt,
é¢s az (5,5)-30 diizobutil-szubsztitualt  piridono-
koronaéterekbdl allitottuk eld. Az (S,5)-21 és (S,5)-22
klorszarmazékokat butil-aminnal, illetve benzil-aminnal
bombacsében reagaltatva butilamino-csoporttal- [(S,S)-34,
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(S,5)-35], illetve benzilamino-csoporttal [(S,S)-36, (S,S)-37]
szubsztitualt makrociklusokat szintetizaltunk. Az (S,S)-
34-(S,5)-37 szekunder aminok 0j piridino-koronaéter alapt
kiralis allofazisok prekurzorai (4. Abra).!”

N‘CONH(CH,)3Si(OE B3 i

XI Il

Me:, g
D Cl O
'\,o\,J Lo/
(5,5)-38 (5,5)-34: R=Me, R'=Bu
(S,5)-35: R=iBu, R'=Bu
(S,5)-36: R=Me, R'=Bn
(5,5)-37: R=iBu, R'=Bn
’evagyf
O X
S
| | P
N N

R,_EO j 0] 0. LR
vagyb I
0 vagy ¢ o] o)
'\,ovJ Lo/
(5,5)-29: R=Me (§,5)-21: X=Cl, R=Me
(5,5)-30: R=iBu (5,5)-22: X=Cl, R=iBu
(5,5)-23: X=Br, R=Me
d (5,5)-39: X=0Tf, R=Me
E{S,S)—4O: X=I, R=Me

h
CONH(CH,)3Si(OE t)5 ioo "
Me:, j Me,, O Me
O o o
k/o\) o/
(5.,5)-43 (5,5)-41: R"=Me

(5,5)-42: R"=H

4. Abra. A trietoxiszilil-végcsoporttal rendelkezé makrociklusok
szintézise (a: SOCIL,, CHCl,, kat. DMF; b: PBr,, CHCl,; ¢: Tf,0,

Et,N, CH,CL,; d: NaI 30% aq. HCI, CH,CN; e: BuNH f: BnNH,; g:
(EtO),Si(CH,),NCO; h: MeOOC(C H )B(OH) Pd(PPh_) » K,PO,, KBr,
dioxan; i: 25% aq. tetrametilammonium-hidroxid, MeOH, majd AcOH; j:
SOCl,, majd (EtO),Si(CH,),NH,, TEA, THF).

A szekunder aminok koziil a legjobb Ossztermeléssel
eldallithatd (S5,9)-34 butilamino-szarmazékot 3-

(trietoxiszilil)propil-izocianattal reagaltatva a trietoxiszilil-
végesoportu  (S,5)-38  szelektormolekuldhoz  jutottunk
(4.Abra)."”

A piridino-koronaéter piridingytriijének négyes helyzetében
szénatomon keresztiil kapcsolodo oldalkar kialakitasahoz
szén—szén kapcsolasi reakciot kellett végezniink. Ezért az
(S,5)-29 piridono-koronaétert az (5,S)-39 triflatta alakitottuk.
Utobbi triflat és a beldle eldallitott (S,S5)-40 jodid egyarant
alkalmas elektrofilnek bizonyultak a megfelelé Suzuki-
reakcidhoz. Az (S,5)-41 észtert az (S,5)-40 jodidbdl jobb
termeléssel lehet szintetizalni, mint az (S,5)-39 triflatbol
kiindulva, de az 0ssztermelés jobb volt az utdbbi esetben.
Az (S,5)-41 észter hidrolizisével kapott (S,S)-42 karbonsav
tionil-kloriddal torténé savkloridda alakitasa utan utobbit
3-(trietoxiszilil)propil-aminnal reagaltatva a trietoxiszilil-
végcsoportot tartalmazo (S,S)-43 amidot kaptuk (4. Abra).!?

o0—
HoN "5 i0—
—%szférikus
HPLC
. j.L - . i o—4 sziikagél
NN 0E t NTNTTS 0 —
L t L 0—
[ L2
N N
Me, |:o oj,Me a Me, [0 oj,Me
0 0 0 o
Lo J o/
(5,5)-38 (5.5)-CSP-44
b
"
A 0=
AcHN Si0—
O—¢ szférikus

HPLC

(o]
—§ szilika ge
BU‘NJ‘L‘NM&O—
=
N

(5,5)-C5P-44m

zk||!— 15

CONH(CH,);Si(OE 1) conmcm];s&%

ﬁ ﬁ 2 |,|, gél
Men Me., &

Loj &oj

(S,5)-43 (S,5)-C5P-45

5. Abra. Az i piridino-koronaéter alapu kiralis allofazisok el6allitasa (a:
szférikus HPLC szilikagél, toluol; b: ACZO, TEA, DMF).

Az (S,5)-38, illetve az (S,5)-43 trietoxiszilil-végcsoporta
piridino-koronaétereket ~ szférikus HPLC  mindségi
szilikagéllel toluolban forralva az (S,5)-CSP-44, illetve
az  (5,5)-CSP-45 piridino-koronaéter alapt  kiralis
allofazisokhoz jutottunk.

Az (S5,5)-38 szelektormolekula szilikagélhez torténd
rogzitésekor alkalmazott erélyes korilmények miatt a
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karbamid egységek egy része elhidrolizalt, igy a szilikagél
feliiletén szabad aminopropil-csoportokat is tartalmazo
kiralis allofazist [(S,S)-CSP-44] kaptunk. Az aminopropil-
csoportokat a HPLC oszlopon atengedett ecetsav-
anhidriddel acetileztiik, igy (S,5)-CSP-44m modositott
kiralis allofazishoz jutottunk (5. Abra)."?

2.3. Vendégmolekuliak enantiomerjeinek elvalasztasa
az 1j kiralis alléfazisok segitségével

A doktori munkdm soran eldallitott kiralis allofazisokat
[(S,S)-CSP-44,  (S,5)-CSP-44m, (S,5)-CSP-45] négy
kiilonbdzé vendégmolekula [1-(1-naftil)etilamin (1-NEA),
1-(2-naftil)etil-amin (2-NEA), 1-(4-bromfenil)etilamin (Br-
PEA), 1-(4-nitrofenil)etilamin(NO,-PEA)] enantiomerjeinek
elvalasztasara alkalmaztuk (6. Abra).

» NH;

1-(1-naftil)etilamin

NH,

‘ ‘ *

1-(2-naftil)etilamin

1-NEA 2-NEA
« NH, + NH,
Br NO,

1-(4-bréomfenil)etilamin 1-(4-nitrofenil)etilamin
Br-PEA NO,-PEA

6. Abra. Az 0ij piridino-koronaéter alapu kiralis allofazisokkal elvalasztani

Minden esetben az (S)-enantiomernek volt kisebb a retencids
ideje, mint az antipédjanak. Tehat mindharom kiralis
allofazis heterokiralis preferenciat mutatott. Az enantiomer-
elvalasztds minden esetben az 1-NEA vendégmolekulara
volt a legsikeresebb (1. Tablazat)."”

Az (S,5)-CSP-44 kiralis allofazissal egyediil az 1-NEA
enantiomerjeit tudtuk szétvalasztani az elvarhato (R >1,5)
felbontassal, a tobbi analit esetén a szilikagél feliiletén 1&vo
szabad aminopropil-csoportok csucsszélesedést okoztak.

A vizsgalt analitok esetében (1-NEA, a Br-PEA ¢és a NO,-
PEA) az (§,5)-CSP-44m modositott kiralis allofazissal
sokkal hatékonyabb elvalasztast értiink el, mint (S,S)-CSP-
44 alkalmazasaval. Az (S,5)-CSP-44m kiralis allofazissal
az 1-NEA enantiomerjeinél jobb felbontast tudtuk elérni,
mint az irodalomban eddig ismert piridino-koronaéter alapu
kiralis HPLC allofazisok [(R,R)-CSP-4; (S,S)-CSP-5] esetén.
A 2-NEA enantiomerjeinek elvélasztasanal az (S,S)-CSP-
44m kiralis allofazissal alapvonalelvalast sikeriilt elérniink,
de a k6zolt"° [(S,S)-CSP-5] elvalasztasi hatékonysagot nem
sikeriilt elérniink.

Az (S,5)-CSP-45 kiralis allofazissal mind az eddig kozolt
piridino-koronaéter alapu kiralis allofazisokhoz, mind az
(S,5)-CSP-45-h6z, és az (S,S)-CSP-44m-hez viszonyitva
hatékonyabb  enantiomer-elvalasztast értiink el. Ez
valdszinilleg a gazdamolekula aril-piridin egysége ¢és a
vendégmolekulak aromas gytiriii kozott megnovekedett m—n
vonzo kolesonhatasnak kdszonhetd.

A kromatografias vizsgalatokat Osszefoglalva
megallapithatjuk, hogy a harom 1;j kiralis allofazis [(S,S)-

kivant vendégmolekulak.

CSP-44, (S,5)-CSP-44m, (S,S)-CSP-45] alkalmas protonalt
primer aminok enantiomerjeinek elvalasztasara. Az (S,S)-

1. Tablazat. Az irodalmi (R,R)-CSP-4, (S,S)-CSP-5 és az uj (S,S)-CSP-44, (S,5)-CSP-44m ¢és (S,S)-CSP-45 kiralis allofazisok enantiomer-elvalaszto-

képességének dsszehasonlitasa.

Kiralis

£(S)

t(R)

allofazis Analit [perc] [perc] a Ry eluens
(R,R)-CSP-4 1-NEA 4,48 6,02 1,52 1,54 A
(S,8)-CSP-5 1-NEA 4,77 8,65 2,12 2,73 B
(S,5)-CSP-44 1-NEA 4,61 6,22 1,67 1,67 C
(S,5)-CSP-44m 1-NEA 7,40 11,47 1,78 4,54 C
(S,5)-CSP-45 1-NEA 16,22 37,79 2,49 9,20 D
(§,8)-CSP-5 2-NEA 4,74 7,00 1,66 1,97 B
(S,8)-CSP-44m 2-NEA 8,35 10,92 1,42 1,60 C
(S,8)-CSP-45 2-NEA 15,79 25,07 1,66 4,53 D
(S.5)-CSP-44 Br-PEA 3,61 423 1,44 0,85 C
(.5)-CSP-44m Br-PEA 4,97 6,23 1,46 1,00 C
(S,5)-CSP-45 Br-PEA 15,91 23,09 1,51 3,58 D
(S,5)-CSP-44 NO,-PEA 2,70 2,91 1,40 0,61 C
(S,5)-CSP-44m NO,-PEA 3,02 3,30 1,35 0,95 C
(S,5)-CSP-45 NO,-PEA 16,12 21,86 1,40 3,30 D

A: Izokratikus elucid: diklormetan—metanol 9:1; B: Gradiens eltcio: 5-0% metanol + 1% trietil-amin; C: Izokratikus elticio: acetonitril-metanol 7:3 + 0,05%
hangyasav és 0,2% trietil-amin; D: Izokratikus elticié: acetonitril-metanol 1:4 + 0,2% hangyasav és 0,1% trietil-amin.
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CSP-44m ¢és az (S,5)-CSP-45 kiralis allofazisok az eddig
kozolt piridino-koronaéter alapt kiralis  allofazisoknal
nagyobb hatékonysagot mutattak.'’?

3. Osszefoglalas

Sikeresen szintetizaltunk a piridingytirii négyes helyzetében
szubsztitualt 1j, enantiomertiszta piridino-18-korona-6-
étereket, illetve nitrogén-, illetve szénatomon keresztiil
kapcsolodd kart tartalmazd piridino-koronaéter alapt
uj kiralis allofazisokat. Utobbi kiralis alloéfazisok az
irodalomban ismert piridino-koronaéter alapt kiralis
allofazisoknal sokkal hatékonyabbnak bizonyultak protonalt
primer aralkilaminok enantiomerjeinek elvalasztasara.
Bebizonyitottuk, hogy a kiralis all6fazisok heterokiralis
preferenciat mutatnak.

A piridingyiiri  négyes helyzetében ciano- [(S,S)-
33], karboxil- [(S,S)-27], butilamino- [(S,5)-35] és
benzilaminocsoporttal [(S,5)-36, (S,S)-37] szubsztitualt
piridino-koronaéterek igéretes prekurzorai lehetnek tovabbi
piridino-koronaéter alapu kiralis alléfazisoknak.

A gylriizarasi  reakciok  tanulmanyozasa  soran
megallapitottuk, hogy a piridingyiiri négyes helyzetében
halogénatommal szubsztitualt  piridino-koronaéterek
szintézisénél jobb Ossztermelést érhetiink el, ha a
makrociklizacids reakcid utan visszik be a piridingyiri
négyes helyzetébe a halogénatomot, mint ha elbtte
végeznénk azt.

Szintetikus jelentésége van, hogy kidolgoztunk egy kozel
kvantitativ termeléssel lejatszodd butilamino-, illetve
benzilaminocsoport bevitelére alkalmas modszert a
piridingyiirii négyes helyzetében kloratommal szubsztitualt
piridino-koronaéterek esetében.

Ugyancsak szintetikus jelentésége van, hogy bebizonyitottuk,
hogy a piridingytirti négyes helyzetébe hidroximetil-csoport
bevitelére alkalmas Fenton tipusu reakcional a tomény
perklorsavas—vas-perkloratos  kozegben  sokkal  jobb
termelést lehet elérni, mint a szakirodalomban ko6z6lt 30%-
os kénsavas—vas-szulfatos kozegben.

3. Kisérleti rész

A szintetikus munka sordn preparativ szerves kémiai
modszereket alkalmaztunk. A reakciok eldrehaladasat
vékonyréteg-kromatografiaval ~ kovettik. Az  anyagok
tisztitasara oszlopkromatografiat, preparativ vékonyréteg-
kromatografiat, atkristalyositast, illetve vakuumdesztillaciot
alkalmaztunk. Az anyagok tisztasdganak ellenérzésére
vékonyréteg-kromatografiat, olvadaspontmérést, illetve
optikai forgatoképesség-mérést hasznaltunk. Az eldallitott
vegyliletek szerkezetét IR, 'H és C NMR, tomeg-
spektroszkopiai, valamint elemi analizis modszerekkel
igazoltuk. A kiralis koronaéter szelektort tartalmazé HPLC
oszlopokat egy Haskel tipusu pumpaval készitettiik el. Az
oszlopteszteléseket és vizsgalatokat Hitachi tipusi HPLC
rendszerben végeztiik.

Koszonetnyilvanitas

Koszonjik Szabd Zsuzsanak ¢és a Pro Progressio
Alapitvanynak az egyéves doktorjeldlti  Osztondijat.
K&szonettel tartozunk az OTKA Irodanak (K62654, K81127
és PD71910) és az Uj Széchenyi Terv TAMOP-4.2.1/B-
09/1/KMR-2010-0002 programnak a kutatdshoz sziikséges
anyagi hattér biztositasaért.

Ko&szonjiik Lévai Sandornak és Dr. Balogh Gydrgy Tibornak
(Richter Gedeon Vegyészeti Gyar Nyrt.) a HPLC mérések
elvégzésében ¢és kiértékelésében nyujtott messzemend
segitségiiket, illetve kdszonjiik Varga Gabornak (Chiroquest
Kft.) a HPLC oszlopok toltését.

Hivatkozasok

1. Kyba, E. P; Siegel, M. G.; Sousa, L. R.; Sogah, G. D. Y.;
Cram, D. J. J. Am. Chem. Soc. 1973, 95, 2691-2692.

2. Spéth, A.; Konig, B. Beilstein J. Org. Chem. 2010, 6, 32.

3. Hyun, M. H. J. Sep. Sci. 2003, 26, 242-250.

4. Huszthy, P.; Bako, P.; Mako, A.; Téke, L. Magyar Kémiai
Folyéirat 2005, 111, 55-61.

5. Bradshaw, J. S.; Huszthy, P.; Wang, T. M.; Zhu, C. Y.;
Nazarenko, A. Y.; Izatt, R. M. Supramol. Chem. 1993, 1,
267-275.

6. Huszthy, P.; Bradshaw, J. S.; Bodurov, A. V.; Izatt, R. M.
ACH-Models Chem. 1994, 131, 445-454.

7. Kontés, Z.; Huszthy, P.; Bradshaw, J. S.; Izatt, R. M.
Tetrahedron: Asymmetry 1999, 10, 2087-2099.

8. Kontds, Z.; Huszthy, P.; Bradshaw, J. S.; Izatt, R. M.
Enantiomer 2000, 5, 561-566.

9. Horvath, G.; Huszthy, P.; Szarvas, S.; Szokén, G.; Redd, J. T,;
Bradshaw, J. S.; Izatt, R. M. Ind. Eng. Chem. Res. 2000, 39,
3576-3581.

10. Farkas, V.; Toth, T.; Orosz, G.; Huszthy, P.; Holl6si, M.
Tetrahedron: Asymmetry 2006, 17, 1883—1889.

11. Kupai, J.; Huszthy, P.; Katz, M.; Toth, T.: Arkivoc 2012, v,
134-145.

12. Kupai, J.; Huszthy, P.; Székely, K.; Toth, T.; Parkanyi, L.
Arkivoc 2011, ix, 77-93.

13. Horvath, G.; Rusa, C.; Kontés, Z.; Gerencsér, J.; Huszthy, P.
Synth. Commun. 1999, 29, 3719-3731.

14. Lining, U.; Baumstark, R.; Miiller, M. Liebigs Ann. Chem.
1991, 987-998.

15. Izatt, R. M.; Wang, T. M.; Hathaway, J. K.; Zhang, X. X.;
Curtis, J. C.; Bradshaw, J. S.; Zhu, C. Y.; Huszthy, P. J.
Inclusion Phenom. Mol. Recognit. Chem. 1994, 17, 157-175.

16. Horvath, G.; Huszthy, P. Tetrahedron: Asymmetry 1999, 10,
4573-4583.

17. Kupai, J.; Lévai, S.; Antal, K.; Balogh, G. T.; Toth, T;
Huszthy, P. Tetrahedron:Asymmetry 2012, 23, 415-427.

18. Téth, T.; Huszthy, P.; Kupai, J.; Nyitrai, J. Arkivoc 2008, iii,
66-79.

Synthesis and application of chiral 18-crown-6 ethers
containing a pyridine subunit

The study of enantiomeric recognition of chiral amines and chiral
protoned amines is of great significance because these compounds
are basic building blocks of biological molecules and therefore
often used as guests.

In the past three decades, optically active macrocycles containing
pyridine subunit have become attractive hosts due to their ability
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for chiral discrimination towards chiral organic ammonium salts,
amino acids and their derivatives.

New enantiomerically pure pyridino-18-crown-6 ethers containing
different substituents at position 4 of the pyridine ring were
synthesized from commercially available and relatively cheap
starting materials. Some pyridino-crown ether derivatives [(S,S)-
27, (S,5)-33, (S,5)-43] were prepared, which served as precursors
of new chiral stationary phases where the linking units at position
4 of the pyridine ring were attached through a nitrogen or a
carbon atom. Two of them [(S,5)-38, (S,5)-43] were heated with
spherical HPLC silica gel in toluene to give new pyridino-crown
ether—based chiral stationary phases [(S,S)-CSP-44, (S,S)-CSP-
45]. They were suitable for the enantioseparation of protonated
primary aralkylamines [1-(1-naphthyl)ethylamine (1-NEA), 1-
(2-naphthyl)ethylamine (2-NEA), 1-(4-bromophenyl)ethylamine
and 1-(4-nitrophenyl)ethylamine]. Unfortunatelly during the
immobilization of pyridino-crown ether derivative (S,5)-38 to
silica gel, as a result of the long and harsh conditions a part of the
urea units of the attached pyridino-crown ether was hydrolyzed.

To avoid an interference of the 3-aminopropylsilyl groups
immobilized to silica gel with the amino groups of the analytes,
we acetylated the 3-aminopropylsilyl groups. We obtained a

modified chiral stationary phase [(S,S)-CSP-44m], which showed
better enantioseparation factors for the separation of the mixture of
1-NEA enantiomers than (S,S)-CSP-44 and the reported' pyridino-
crown ether—based chiral stationary phase [(S,S)-CSP-5]. Chiral
stationary phase (S,S)-CSP-45 showed the best enantioseparation
factors for the separation of the mixtures of enantiomers of 1-
NEA and 2-NEA among all the pyridino-crown ether—based chiral
stationary phases. This observation can be rationalized as follows:
beside the tripod-like hydrogen bonding which always occurs in
the case of analogous crown ethers the extended aromatic system
of aryl-substituted pyridine unit, securing a strong z— interaction,
also contributes to a great extent to the stability of their complexes
with organic ammonium salts containing aromatic moieties
resulting in high selectivity towards the enantiomers of the studied
amine compounds.

It was found in all cases that the (S)-enantiomer eluted with a
shorter retention time than that of its antipode. The observed
elution order can be explained by the generally observed higher
stability of the heterochiral complexes [i.e., (R,R)-crown ether-(S)-
aralkylammoniun salt or (S,S)-crown ether-(R)-aralkylammonium
salt] compared to that of homochiralcomplexes [i.e., (S,S)-crown
ether-(S)-aralkylammonium  salt  or(R,R)-crown ether-(R)-
aralkylammonium salt].
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Gyogyszerhordozo rendszerek fejlesztése folyamatos
gyogyszertechnologiai eljarasokkal

NAGY Zsombor Kristof"
Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem, Szerves Kémia és Technologia Tanszék, 1111. Budapest Budafoki ut 8.

1. Bevezetés

A gybgyszeripari innovacion belil egyre novekszik
a  készitménytechnologiai  fejlesztések  jelentdsége,
ami részben gazdasagi tényezOkre vezethetd vissza,
részben pedig a fejlesztett és piacra vitt hatdéanyagok
tulajdonsagainak valtozasabol adodik. A gazdasagi tényez6k
kozott megemlitendd a nagy arbevételt generald originalis
gyogyszerek csokkend szama, a kutatds-fejlesztési
koltségek novekedése, a globalizalddott gyogyszerpiac, az
erdteljes allami arkontroll, melyek mind a gyogyszerpiaci
verseny kiélez6dését eredményezik.! Az élez6d6 verseny
kovetkeztében a fejlesztések sikeressége és koltsége kiemelt
jelentdségiivé valik.

Az originadlis kutatdsok novekvd  koltségeivel €s
csokkend sikerességével parhuzamosan ndé a kisebb
kockazati (alapvetden gyogyszertechnologiai természeti)
generikus fejlesztések, valamint a gyartastechnologiat
optimalod fejlesztések jelentdsége. A gyartastechnologiai
fejlesztések teriiletén kiemelt fontossdgu a gyartds id6-
és energiaigényének, valamint kornyezeti terhelésének
csokkentése. Ezek a tendencidk, tovabba a hatosagi
szabalyozas megvaltozasa, abba az iranyba hatnak, hogy
a gyogyszeripar teriiletén minél tobb koltséghatékony
folyamatos technologia és folyamatos iizemii gyartésor
keriiljon alkalmazasra, ami sziikségessé teszi az ipari
megvalositast megalapozo kutatasok végzését.

A gyogyszertechnologiai  fejlesztések  jelentdségének
novekedése abbol is adodik, hogy a fejlesztett és piacra
vitt hatdéanyagok kozott nagymértékben megnovekedett
a rossz vizoldhatéosdgt  molekulak, valamint a
biotechnologiai eredetli, érzékeny hatdéanyagok aranya.
Ezek 0jabb kihivasok elé allitjak a gyogyszertechnologuso-
kat. Vizben rosszul old6dé hatéanyagok esetén a kioldodast
hatékonyan kell javitani, hogy a megfeleld biohasznosulas
megvalosulhasson. Az egyre nagyobb jelent6ségli — de
érzékeny — biotechnologiai eredetli hatdanyagok esetében
pedig kiméletes eljarasok sziikségesek a formulalas soran,
hogy azok bioldgiai aktivitdsa megmaradjon.

Akioldddas javitasara alkalmazhat6 folyamatos technologiak
kozil az olvadék extruzid egyre nagyobb jelentdségiivé
valik, ami a témaval foglalkozé publikdcidk szamanak
novekedésében is megmutatkozik.

Az olvadék extrizio szuperkritikus CO, lagyito hasznalataval
a gyogyszertechnologia egyik igéretes Uj iranya, amir6l csak

néhany publikacié sziiletett, és ezeken belill is csak egy
foglalkozott a kioldodas gyorsitasaval.?

Hasonlo6 a helyzet az elektrosztatikus szalképzés esetében,
mely ugyancsak folyamatos technologia, ¢és elméleti
megfontolasok alapjan kivaloéan alkalmas lehet hatéanyagok
kioldodasanak javitdsara, mégis a doktori munkat
megelézden megjelent egyetlen ilyen témaju cikkben az igy
eléallitott szalas mintaval csak gyengébb kioldodas javitast
tudtak elérni az azonos Gsszetételli 6ntott filmhez képest.?

Abiotechnoldgiai eredettihatéanyagok szamanak novekedése
a gyogyszertechnologia teriiletén is 0j kihivasokat hozott,
melyek koziil az egyik legjelentdsebb a biohatdéanyagok
szilard formaba hozasa. Ezt napjainkban elsésorban
fagyasztva szaritassal oldjak meg, mely technologianak
szamos komoly hatranya van. Biohatdéanyagok szilard
formulaldsa teriiletén az elektrosztatikus szalképzés
igéretes technologia a pillanatszeriien, szobahémérsékleten
megvalodsithatd szaritasi folyamatanak koszonhetben, ezért
gyogyszertechnologiai  alkalmazhatosaganak  vizsgalata
rendkiviil id6szerti az id0 és energiaigényes fagyasztva
szaritas kivaltasanak eldsegitésére.

Célkitiizés
A szakirodalom elemzése sordn azonositott gyogyszeripari

trendeket és kihivasokat figyelembe véve a kisérleti munka
6 célkitlizései a kovetkezok voltak:

- Szuperkritikus CO,-dal kombinalt extruziod
gyogyszertechnologiai  alkalmazhatosaganak  vizsgalata
vizben rosszul olddodé hatéanyagok kioldodasanak

javitasara, valamint Osszehasonlitasa az olvadék extruzio

cres

crer

- Elektrosztatikus szalképzés technologidjanak vizsgalata
és alkalmazasa vizben rosszul oldédé hatéanyagok
kioldodasanak javitasara, szajban pillanatszerien old6do
készitmények fejlesztésére, valamint Osszehasonlitasa az

cres

- Biohatéanyagok szaritasara, szilard formulalasara és
alkalmazasara szolgal6 0j modszerek kifejlesztése.

Az 1j technologidk, gyodgyszerformak, gyogyszerhordozo
rendszerek fejlesztésénél kiemelt cél volt az ipari igények és
a megvaldsithatdsag szem el6tt tartasa.

* E-mail: zsknagy@oct.bme.hu, Tel.: +3614631424. Jelen kozlemény Nagy Zsombor Kristof PhD disszertacidja és az ahhoz kapcsolddd kozlemények

alapjan késziilt.
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Egy vizben rosszul 0ldo6do, de jol felszivodo hatéanyag — a
spironolakton — kioldédasanak javitasa kapcsan hasonlitjuk
Ossze az elektrosztatikus szalképzés €és az olvadék extrizid
hatékonysagat egy 1) amfifil terpolimer (soluplus)
alkalmazasaval. Az 6sszehasonlitashoz tartozik a kialakitott
szilard mikrodiszperzidk, ill. szilard oldatok részletes
vizsgélata, valamint az alkalmazott analitikai modszerek
teljesitoképességének Osszevetése kristalyos spironolakton-
nyomok kimutatasara.

A szuperkritikus extrizio, az olvadék extrizié és az
elektrosztatikus szalképzés Osszehasonlitdsdra egy masik
vizben rosszul oldddd, de jol felszivodd hatéanyag — a
carvedilol — kioldodéasanak javitasa kapcsan keriil sor, egy
paratartalomra nem érzékeny, vizben nem o0ld6do, viszont
(ionizaciodja révén) savas kozegben gyorsan oldodo polimer
matrix (Eudragit E) alkalmazasaval.

Carvedilol kioldédasanak semleges kozegben torténd javitasa
érdekében vizben jol oldodo, hidrofil polivinilpirrolidon
alkalmazasaval 1is megkiséreltik az elektrosztatikus
szalképzést. Pillanatszeriien oldodo rendszer kialakitasa és
alkalmazasa volt a cél egy Uj gyogyszerbejuttatd rendszer
kifejlesztése érdekében.

Uj gybgyszerbejuttatd rendszer kifejlesztésére volt sziikség
az — els6sorban idds betegek altal szedett — Alzheimer kor
elleni hatéanyag (donepezil HCI) esetében is. A tervezett
szajban oldodo rendszer kifejlesztése a hatdanyag amorf
allapotanak stabilizalasat igényelte.

Biohatéanyagok  kiméletes szaritasanak és  szilard
formulalasanak  megvalositasara  szintén  célszerlinek
latszott az elektrosztatikus szalképzés alkalmazhatosaganak
vizsgalata, amelyhez — a vaginitis kezelésére alkalmas — €16
Lactobacillus acidophilus tartalmii nanoszalakat kivantunk
eléallitani és vizsgalni.
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1. Abra. Spironolakton tartalmu formulaciok kioldodasa (dézis: 25 mg).

Az ipari Iéptékli gyartas lehetéségeinek és korlatainak
feltérképezése érdekében  kisérleteket  terveztiink
porlasztolevegdvel kombinalt elektrosztatikus szalképzéssel,
nanospider technolégia alkalmazasaval és olvadékbol
torténd szalképzéssel.

A kovetkezd részek e célkitlizések elérése soran kapott
néhany fontosabb eredményt ismertetik.

2. Spironolakton kioldodasanak javitasa*

Jelentésen sikeriilt javitani a BCS 1II. csoportba
tartoz6 spironolakton kioldodasat olvadék extruzidval
és elektrosztatikus szalképzéssel micellaképz6
polivinilkaprolaktam — polietilénglikol — polivinilacetat
ojtott kopolimert hasznalva matrixként.

Elektrosztatikus szalképzés nagy amorfizacios
hatékonysaganak kdszonhetéen a hatdanyag €és a polimer
molekularisan diszperz szilard oldata képz6dott, mig az
extrizios modszer esetén a hatdanyag inhomogenitasat és
kristalyos fazis jelenlétét tapasztaltuk. A szalas mintakban
a maradék olddészer két nap utan a HS-GC/MS modszer
kimutatasi hatara ala csokkent (20 ppm), mig az etanol
megengedett felsd értéke 5000 ppm gyogyszerkészitmény-
ekben.

Az alkalmazott 6t kiilonbozé analitikai modszer koziil
a Raman spektrometrian alapuld technikak tudtak csak
kimutatni a 10% spironolakton tartalmu extrudatumban a
kristalyos fazist.
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2. Abra. Transzmisszios Raman spektrumok az 1690 cm'-nél jelentkez6
kristalyos spironolaktonra jellemzé csucs kiemelésével.

A legérzékenyebbnek a kristilyos spironolakton nyomok
kimutatasara a Raman mikroszopias modszer bizonyult.
Megallapitottuk, hogy a Raman mikrospektrometria €s
a pasztazd elektronmikroszkopia Rontgen analizissel
kombinalva kivaléan alkalmas spironolakton eloszlasanak
vizsgélatara soluplus matrixban.
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3. Carvedilol kioldodasanak javitasa savas kozegben>®

Szuperkritikus  CO,-dal ~ kombindlt  extruzioval  és
Eudragit E  kopolimer matrixot alkalmazva sikerrel
tudtunk eldallitani olyan szilard formulaciot, melybdl a
BCS 1I. osztalydba tartozd carvedilol teljes kioldodasa
5 perc alatt végbement. Szuperkritikus CO, jelentds
lagyit6é hatasanak koszonhetden a termék fajlagos feliilete
novelhetd, az extruzid homérséklete csokkenthetd, nagyobb
termelékenység és kisebb tartozkodasi id6 érhetd el, igy az
enyhébb koriilményekkel a bomlas esélye csokkenthetd. Az
extrudatumok hatdanyag-leadasat is jelentésen meghalado
sebességl, 1 perc alatti kioldodast tudtunk elérni — azonos
Osszetétel mellett — elektrosztatikus szalképzéssel eldallitott
nanoszalas szovedékkel. A javulas a jelentsen megndvelt
fajlagos feliiletnek kdszonheto.
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3. Abra. Carvedilol tartalmu formulaciok kioldodasa (dézis 12,5mg).

A polimer matrix a hatéanyagot minden esetben amorf
forméban tartalmazta, és a kioldddas soran a carvedilol
oldatba jutasanak sebességét a polimer matrix igen gyors
oldodasa hatarozta meg, amit segitett az alkalmazott
Eudragit E ionizacidja (protonalodasa) is.

4. Szajban azonnal old6dé donepezil HCI tartalmi
gyogyszerhordozoé fejlesztése ’

Donepezil HCl diffuzidja  hatékonyan  gatolhato

montmorillonit alkalmazasaval, mely ionosan a feliilet¢hez
tudja kotni a hatéanyagot, valamint a diffuziot fizikailag
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4. Abra. Donepezil HCI tartalmii formulaciok kioldodasanak vizsgélata
(dozis 10 mg).

is gatolja. Ezt kihasznalva sikeriilt stabil amorf donepezilt
tartalmazo szilard rendszereket kialakitani. A montmorillonit

diffuzi6 gatlé hatasara alapozva gyors oldodast és jo
parazard hatasi PVA-MMT alapu filmbevond rendszereket
is sikerrel allitottunk el6 és alkalmaztunk.

Elektrosztatikus  szalképzéssel eldallitott PVA alapu
nanoszalas gyogyszerhordozé rendszerrel pillanatszeri
kioldédast  értiink el, koszonhetéen a hatékony
amorfizacionak, a nagymértékben megnovelt fajlagos
feliiletnek, és a viszonylag kis molekulatomegli vizoldhatd
polimer matrixnak.

A hatoanyag kristalyosodasat a vizsgalt 12 honapos
peridodusban sikeriilt meggatolni, ami szintén bizonyitja
a nanoszalak hatékony diffiziogatlasat. Ezzel a gyors
oldédast nanohaldval sikeriilt teljesiteni a célul kitiizott
30 s alatti oldodast, ami Uj lehetdségeket nyit szajban
oldodo készitmények fejlesztésében, gyermekek és idosek
kezelésében ¢és az Alzheimer kor elleni kiizdelemben
egyarant.

5. E16 Lactobacillus acidophilus tartalmi nanoszalak

Lactobacillus acidophilus biohatéanyagot tartalmazo polimer
oldatokbol elektrosztatikus szalképzés alkalmazasaval
sikeresen allitottunk el nanoszalas szovedékeket. A
nanoszalas termékek minden esetben nagy mennyiségben
tartalmaztak szaporodasra képes Lactobacillus acidophilus

15kU

5. Abra. PVA nanoszalakba 4gyazott Lactobacillus acidophilus
baktériumok péasztazo elektronmikroszkdpos felvétele.

baktériumokat. PVP K30 és PVP K90 esetében 400 milliot
és 600 milliot, PVA alkohol esetében pedig az 1 milliardot
is meghaladta az életképes baktériumok grammonkénti
szama. A kiindulasi csiraszamhoz képest a talélés minden
esetben meghaladta a 30%-ot, ami dsszevethet6 a fagyasztva
szaritasnal elért talélési szazalékokkal.

7°C-on tarolt nanoszalas termékek mindharom alkalmazott
szalképzé polimer esetében még 90 nap utan is, tobb
mint 10 milli6 életképes Lactobacillus acidophilus csirat
tartalmaztak grammonként, mely rendszer — kapszulaba
toltve, vagy direkt alkalmazva vagy akar 6blité folyadékban
feloldva — hatékony lehet bacterialis vaginosis kezelésében.
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6. Méretnovelés és ipari alkalmazhatosag vizsgalata

A korabbiakban bemutatott gydgyszerhordozd rendszerek
eléallitasanak  méretnovelhetdsége kulcsfontossaghi  a
késobbi ipari alkalmazasok megvalositasahoz. Az olvadék
extruzi6 €s a szuperkritikus CO,-dal kombinalt extrazio
esetében — ahogy azt mar a szakirodalmi attekintésben
is bemutattuk — a méretndvelt, ipari gyartds mar szamos
esetben megvalodsult.

A fejlesztett mikro- ¢és nanoszalas gyogyszerhordozo
rendszerek méretnovelt eldallitasa nagyobb kihivasként
jelentkezett, ezért megvalositasara kiilonb6zo alternativ
megoldasokat alkalmaztunk és hasonlitottunk dssze.

Az elvégzett méretndvelési kisérleteink és a szakirodalom
elemzése alapjan nanoszalak gyartasanal a termelési
kapacitas elegendéen nagy lehet ahhoz, hogy kielégitse
gyogyszeripar mennyiségi  igényeit. A  bemutatott
potencialis gyogyszerformak gyartasa varhatoan konnyen
kivitelezhetd, amennyiben a nanoszalképzést a mar jelenleg
is 1étez6 gyartasi 1épésekkel integraljuk (pl. szajban oldodo
filmek gyartasanak és csomagolasanak filmképzést kovetd
1épéseivel).

Ily mdédon nagy mennyiségben ¢és standardizaltan gyartott,
a betegeknek beadhatd/elfogadhatd  gydgyszerforma
a nanoszalak alkalmazasaban valamint a gyogyszer-
technologia teriiletén is nagy attérést hozhat, ami tovabbi
Uj gyogyszerbejuttatasi lehetdségek elott nyitna meg a kaput
kismolekulas és biohatéanyagok esetében egyarant.

Development of Innovative Drug Delivery Systems Using
Continuous Pharmaceutical Technologies

Importance of the drug formulation developments in the
pharmaceutical industry is rapidly increasing partly due to economic
factors and partly to the changing tendencies of drug candidates and
marketed drugs (namely most of them are poorly water soluble and
the ratio of sensitive biodrugs is increasing). The need for reduction
of production costs initiates new research activities to develop
pharmaceutical manufacturing technologies with decreased time
and energy consumption. Continuous pharmaceutical production is
a promising way to achieve these aims.!

Thus, during the present research work continuous processes,
technologies (melt extrusion, supercritical CO,-assisted melt
extrusion, electrostatic spinning) were used and developed to
tackle the formulation challenges of the poorly water soluble active
pharmaceutical ingredients (APIs) and biotech drugs.

Micro- and nanofibres were prepared the first time by electrospinning
of polyvinyl caprolactam/polyethylene glycol/polyvinyl acetate
graft copolymer, which could be used as drug delivery system.
This way the dissolution of poorly water-soluble spironolactone
could be significantly improved (from >8 hours to 10 min), owing
to the efficient amorphization and enhanced specific surface area.
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The detection of crystalline drug traces nearby amorphous majority
could be performed with higher sensitivity by transmission and
micro-Raman spectrometry than by other methods (XRPD, DSC).*

Supercritical CO,-assisted extrusion and Eudragit E matrix was
successfully applied for improving the dissolution of carvedilol
of poor water solubility from several hours to 5 minutes. The
polymer matrix, of good solubility below pH 5 in aqueous medium,
promoted the amorphization and homogeneous distribution
efficiently. The experiments lead to the conclusion that the
temperature of the extrusion can be decreased, the productivity can
be increased and residence time can be reduced this way owing
to the detected significant plasticizing effect of supercritical CO,.
Additionally the CO,, released from the product, contributes to the
increase the surface area, which accelerates the dissolution.’

New fabric-type drug delivery system, consisting of submicron-
size fibers, could be produced using Eudragit E matrix, which
allowed the reduction of the dissolution time of antihypertensive
carvedilol to 1 minute exceeding the performance of extrudates.
The result was ascribed to the large surface area of the submicron-
size fibres and the stabile amorphous structure.®
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Rapid dissolution of donepezil HCIl, used against Alzheimer
disease, could be ensured by PVA-based nanofibrous drug carrier
system prepared by electrospinning method. The rapid dissolution
is explained by the presence of water soluble polymer of relatively
low molecular mass, the efficient amorphization and the high
surface area, which was verified by several analytical methods
(e.g. SEM, XRPD, Raman microspectrometry). The crystallization
could be restricted up to min. 12 months, which shows the large
diffusion- restricting capability of the nanofibres.’

Network of electrospun nanofibres containing Lactobacillus
acidophilus probiotic bacteria could be prepared from polymer
solutions. Large amount of Lactobacillus acidophilus bacteria of
reproduction capability survived the process. In the cases of PVP
K30 and PVP K90 the numbers of viable bacteria per gram are 400
and 600 million respectively, while with PVA this number achieved

1 billion. Each nanofibrous product, kept at 7°C, preserved 10
million viable Lactobacillus acidophilus per gram regardless of the
type of the applied polymer. (It is comparable with the surviving
ratio achievable using the costly freeze drying process.). The
pharmaceuticals developed according to this process can be applied
efficiently for the treatment of bacterialis vaginosis.

Based on the investigation of scale-up possibilities the output of the
developed technologies can be high enough to fulfil the quantity
requirements of pharmaceutical industry.

Industrial scale production of patient-friendly fibrous dosage
forms can result in significant break-through in the field of
electrospinning and pharmaceutical technology, which could open
up new drug delivery opportunities in case of small molecules and
biopharmaceuticals as well.
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Elelmiszer-allergének mennyiségi meghatarozasara alkalmas
analitikai modszerek alkalmazasi kornyezetének fejlesztése

KORMOSNE BUGY1 Zsuzsanna' ¢és TOMOSKOZI Sandor
Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem,

Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszer-tudomdnyi Tanszék, Szent Gellért tér 4., 1111 Budapest, Magyarorszdg

1. Bevezetés

Az ¢élelmiszerlanc biztonsaganak szavatolasa soran szamos
olyan tényezdé vizsgalata sziikséges, melyek kockazatot
jelentenek a fogyasztok szamara. A ,,hagyomanyos”, féként
kiils6 forrasokbdl szarmazo6 biologiai, kémiai és fizikai
veszélyforrasok mellett az utobbi évtizedekben egyre
novekvd egy olyan specialis élelmiszerbiztonsagi teriilet
jelentdsége, melynél a veszély forrasai az élelmiszerek
olyan természetes alkotdi, elsdsorban fehérjéi, melyek
talérzékenységi reakciokat (pl. allergia, intolerancia)
valthatnak ki az emberi szervezetben. A kiilonb6z6 tipust
rendellenességek eltéré mechanizmussal rendelkeznek,
jelenleg egyetlen hatékony kezelési modjuk a kivalto
fehérjéket elhagy6 diéta alkalmazasa.'*

Az  érintett  fogyasztok  biztonsagos  élelmiszer-
alapanyagokkal ¢és -termékekkel torténd ellatasaban az
érintett szektor minden szerepléjének (a fogyasztoknak,
a klinikumnak, az élelmiszergyartoknak, az analitikai
modszerfejlesztoknek, a vizsgald laboratoriumoknak és
a hatésagnak) egyiitt kell miikddnie. A jelentkezd igen
Osszetett problémakdr megoldasa csak tobb tudomanyteriilet
szoros  egylittmiikodésével lehetséges. A klinikai
kutatdsoknak minél pontosabban meg kell hatarozniuk a
talérzékenységi reakciok mechanizmusat, azonositaniuk
kell a kivalto fehérjemolekuldkat és —epitopokat, valamint a
tiineteket kivalto kiiszobddzisokat.

Emellett sziikség van a kivaltdo molekulak és epitdpok
minél szélesebb korii fehérjekémiai vizsgalatara, valamint
az ¢élelmiszer-el6allitdas soran alkalmazott fizikai-kémiai
miveletek fehérjeszerkezetre, funkcionalis tulajdonsdgokra
(pl. oldhatosag) és bioldgiai aktivitdsra (pl. immunaktivitas)
gyakorolt hatasainak megértésére.

Ezek az informaciok elengedhetetlenek a teriilethez
kapcsolodo szabalyozasi kornyezet kialakitdsahoz. Az
¢élelmiszerek megfelelé ellendrzéséhez olyan analitikai
modszertan 1étrehozasara van sziikség, mely képes a tiineteket
kivaltd komponensek megbizhatdé meghatarozasara. A
validalt, megbizhat6 analitikai modszertan mindenképpen
sziikséges a gyartaskozi- ¢s termékellenérzéshez, az
¢lelmiszerbiztonsagi ¢és allergénmenedzsment rendszerek
miikodtetéséhez, a fogyasztok megbizhatd informalasahoz.>*

Az allergének meghatarozdsa tobbféle modszerrel

lehetséges, jelenleg rutinszerlien a viszonylag egyszeriien
kivitelezhetd és specifikus immunanalitikai elven miikodo

* Tel.:+36-1/463-3865; fax:+36-1/463-3855; e-mail:bugyi@mail.bme.hu

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) modszerek
terjedtek el. Az ELISA modszertan alkalmazhatosaga
azonban korlatozott, melynek egyik oka, hogy a
kereskedelmi forgalomban kaphaté kitek érvényesitése
akadalyokba iitkozik. Ez részben a validalas alapjat képez6
referencia anyagok és referencia moddszerek hianyaval,
részben egyéb tényezokkel magyarazhato.

Utoébbiak  koziil érdemes kiemelni a  tiinetekért
felelos fehérjék sokféleségét ¢és genetikai-kdrnyezeti
valtozékonysagat, a kiiszobdozisokrol és kivalto élelmiszer-
OsszetevOk  molekularis  jellemz6ir6l  rendelkezésre
allo ismeretek elégtelenségét, valamint az élelmiszer-
feldolgozasi folyamatok kivaltdé molekuldkra gyakorolt
hatésait leir6 adatok hidnyossagait. Ezeket a tényezdket
figyelembe kell venni az analitikai modszerfejlesztés,
valamint a moddszervaliddlashoz sziikséges referencia
anyagok fejlesztése soran is.>”

A probléma megoldasan szamos nemzetko6zi kutatocsoport
dolgozik. A munkaban Tanszékiink is részt vesz az
Eurépai Unié 6. Keretprogramja altal tdmogatott MoniQA
(Monitoring and Quality Assurance in the Food Supply
Chain) Kivalosaghalozat Allergén Munkacsoportjanak
tagjaként. AMunkacsoport tevékenységéhez is kapcsoloddan
a jelen kdzleményben bemutatott doktori értekezés alapjaul
szolgald kutatdmunka 6 célkitlizései a kovetkezok voltak:

* Olyan 1uj referencia anyagok fejlesztése, melyek harom
gyakori allergén, a tej, tojas és glutén fehérjéit feldolgozott,
realis élelmiszer-matrixban tartalmazzak.

+ A fejlesztett referencia anyagok segitségével a
kereskedelmi forgalomban kaphat6 ELISA moédszerek
teljesitményjellemzdinek meghatarozéasa, Osszehasonlito
elemzése ¢és az eredmények mogott allo jelenségek
értelmezése. Ilyen iranya vizsgalataink Gjszerlisége, hogy
az elsok kozott végeztiik el azokat realis élelmiszermatrixot
modellez6 referencia anyagok felhasznalasaval. Ezzel
az eddigieknél jobban definialt koriilmények kozott nyilt
lehetéség a modszervalidalas kivitelezését és az analitikai
eredményeket befolyasolo jelenségek tanulmanyozasara.

» Afeldolgozasi folyamaton atesett fehérjék meghatarozasa-
kor kapott analitikai adatok 0sszevetése a nativ allapotban
1évo fehérjék altal szolgaltatott eredményekkel, ily mdédon
becsiilve ¢és értékelve a feldolgozasi folyamatok altal
okozott analitikai bizonytalansag mértékét, valamint az
ennek hatterében allo fehérjeszintii valtozasokat.

119. évfolyam, 4. szam, 2013.



Magyar Kémiai Folydirat - PhD dsszefoglalo 181

2. Eredmények

2.1. A tej- és tojasfehérjét, valamint gliadint tartalmazé
referencia anyagok fejlesztése

Mivel olyan mintamatrix létrehozasat lattuk célszeriinek,
mely barmely allergén komponens esetében univerzalisan
alkalmazhat6 a referencia anyag fejlesztés alapanyagaként,
elséként a 4. fejezetben bemutatott irodalmi recept
(siitemény)!® modositasara volt sziikség allergénmentes
modelltermék eldallitasa céljabol. A modositasok elsésorban
annak érdekében torténtek, hogy az allergén szempontbol
zavard OsszetevOket eltavolitsuk Ggy, hogy az anyag
konzisztenciaja ne valtozzon negativ iranyba, és az eldallitasi
folyamat reprodukalhatoan megvalosithato legyen. Emellett
sziikséges volt olyan homogenizalasi modszerek 1étrehozasa,
melyek a mintamatrixhoz kis mennyiségben adagolt tej-,
tojas- és gliadin-fehérjék homogén eloszlasat biztositjak.
Ezt a tej- és tojasfehérjék esetében porkeveréssel, mig a
gliadin esetében folyadék-homogenizalas ¢€s porkeverés
kombinaci6javal oldottuk meg. '3

Az alapanyag-fejlesztés és a homogenizalasi kisérletek
eredményeként sikeriilt eloallitasi protokollokat
létrehoznunk a tej, a tojas a gliadin referencia anyagok
eléallitasahoz.

2.2. A referencia anyagok és eldallitasi folyamatuk
jellemzése

Az analitikai célra szant referencia anyag eldallitasanak
megbizhatdsdga szempontjabol donté fontossdgu a
mintdkban a mérendd fehérjék homogén eloszlasanak
biztositasa, valamint az egyes sarzsok kozotti
bizonytalansag, vagyis a fliggetlen tételek eldallitasabol
eredd hiba meértékének megallapitasa. E két tényezdbdl
becsiilheté a mintamatrix alkalmazasabol eredd véletlen
hiba nagysaga. Ennek becslése érdekében valamennyi
modelltermékre kisérlettervet allitottunk Ossze, melyben
3-3 parhuzamos sarzsot készitettiink az el6z6ekben emlitett
eléallitasi protokollok szerint. Az alkalmazott koncentracio-
szintek a kovetkezdk voltak:

- Tej: 0, 100 mg/kg tejpor
- Tojas: 0, 1000 mg/kg tojaspor
- Glutén: 0, 10, 50 mg/kg gliadin

Amintakat tobb alkalommal, 3-5 parhuzamos alkalmazasaval
ELISA modszerrel mértiik. Az adatokat 0Osszefoglalva
elmondhatd, hogy a fejlesztett referencia anyagokban a
mérendd fehérjék eloszlasa homogénnek tekintheté mind
sarzsokon beliil, mind sarzsok kozott, mely arra utal, hogy
az eldallitasi folyamat standardizalasa megvalosithato.
Emellett a kapott adatok segitségével becsiilhetévé valik
a mérés soran a modelltermék alkalmazasabol eredd hiba
mértéke adott ELISA kit esetében.

2.3. Az ELISA médszerek teljesitményjellemzéinek
vizsgalata a referencia anyagok segitségével

Az eldallitott referencia anyagok lehetdvé tették, hogy
az eddigieknél részletesebben ¢és megalapozottabban
hasonlithassuk 0ssze a jelenleg hozzaférhetd ¢és
rutinanalitikdban hasznalhato kitek analitikai teljesitményét

és — kozvetett modon — értelmezziik az eredmények mogott
allo fizikai-kémiai jelenségeket. Lehetévé valt tovabba az
egyes modszerek egyedi analitikai bizonytalansagainak,
rendszeres és véletlenszerli hibainak becslése, a hiba
lehetséges forrasainak azonositdsa is. Ehhez az analitikai
teljesitményjellemzok koziil a pontossagot, valamint a
precizitast, utébbin beliill pedig az ismételhetséget és a
reprodukalhatdsagot vizsgaltuk.

A modszerek pontossagat az adott analit visszanyerés
értékei alapjan becsiiltiik, amely soran azt tapasztaltuk,
hogy a visszanyerések egyik kit esetében sem érték el a
nomindlis értéket (feldolgozatlan mintak esetében ELISA
kittdl figgden 48-96%-o0s visszanyerési értékek adodtak).
Emellett azt is megallapitottuk, hogy a visszanyerés
értékek a siitott termékek esetében jelentsen lecsokkentek
a nativ fehérjét tartalmazo, feldolgozatlan alapanyag-
keverékhez képest (ELISA Kkitt6l fiiggden 5-72%-0s
visszanyerési értékeket tapasztaltunk). A visszanyerési
értékek alakulasat nagymértékben befolyasolhatjak a mintak

s

Osszefiiggések, valamint a feldolgozasi folyamat.

Az ismételhetéség meghatarozasara az ELISA kitek
standard oldatsorainak egyes tagjait a referencia anyagokkal
egyilitt mintaként vittik fel az ELISA lemezre és a
kalibracios gorbe alapjan meghataroztunk allergén fehérje-
tartalmukat. A kapott szdrasadatokat tanulmanyozva az
Osszes kit esetében megallapithato, hogy a referencia anyag
eléallitasanak barmely fazisabol szarmazo (porkeverék,
nyers tészta és siitott termék) mintaval kapott szorasérték
szoérasaival Osszemérhetd, sOt egyes esetekben annal
kisebbnek adodott. Ez azt jelzi, hogy referencia anyagunk
homogenitasa megfeleld, mdasrészt, hogy az analitikai
eredmények bizonytalansdga nagyrészt a modszer sajat
bizonytalansagabol ered. Vagyis a modelltermék-el6allitas
és a mérés kivitelezése soran nem tdrtént olyan véletlen
hiba, mely a mérési adatok bizonytalansagat jelentdsen
megndvelné. Fontos megjegyezni azt is, hogy a standard
oldatok szordsainak alakuldsa koncentraciofiiggést mutat,
névekvo koncentraciohoz novekvo bizonytalansag tarsul.

Az ismételhetdség €s a reprodukalhat6sag dsszehasonlitasa
sordn a tej ELISA ¢és a gliadin ELISA esetében a
vart eredmény adodott, vagyis a reprodukalhatdsagi
szorasok nagyobbnak adodtak, a mérés bizonytalansaga
megndvekedett. A tobbi esetben azt tapasztaltuk, hogy vagy
nincs szignifikans kiilonbség, vagy a reprodukalhatdsagi
szorasérték kisebb, mint az ismételhetdség esetében.
Ez részben a modszerek érdeme, részben a kifejlesztett
anyagunk alkalmazhatésaganak koszonhetd.

2.4. Kereskedelmi forgalomban kaphat6 glutén ELISA
kitek 0sszehasonlité vizsgalata

A gliadin tartalmu referencia anyag esetében lehetdségiink
volt arra, hogy elvégezziik hét, kereskedelmi forgalomban
kaphato, glutén meghatdrozasara alkalmas ELISA kit
Osszehasonlitd vizsgalatat.'* A kisérletsorozat ujszeriisége,
hogy az 0Osszehasonlitdo elemzést elsdként végeztikk el
feldolgozott matrixbol késziilt referencia anyaggal. Ennek
elénye, hogy a referencia anyagok segitségével olyan
kisérleteket tudtunk megtervezni, melyek arealis mintamatrix
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miatt a mindennapi gyakorlatot jobban megkozelitd
véletlen hibabecslés meghatarozasaval jellemezni képesek
az egyes modszereket és képesek Osszehasonlitani azok
teljesitményjellemzdit. Az eredmények komplex értékelése
pedig alkalmat adhat az immunanalitikai modszerek kritikus
pontjainak azonositasara, az ezekbdl szarmazo hibak
nagysagrendjének meghatarozasara is.

A kisérlet soran azt tapasztaltuk, hogy a kiilonb6zo
modszerek egy adott minta esetében eltéré eredményeket
szolgaltatnak (1. 4bra), mely ¢élelmiszer-biztonsagi
kockazatot hordoz. A mért gliadin-koncentraciok eltérése
foéként a kiillonbozo ellenanyagok és extrakcids modszerek
alkalmazasabol ered, valamint abbdl a ténybdl, hogy a
referencia anyagban alkalmazott gliadin dsszetétele eltérhet
Utobbi felhivja a figyelmet a standardizalt kalibral6 anyagok
hianyara, valamint arra a kérdésre, hogy ezeket az anyagokat
hogyan valasszak meg.

Az adatokat vizsgalva megfigyelhetd tovabba, hogy a
modszerek kozotti véletlen hibak nagysaga (az ismétlésbol
eredd szorasok) jelent6sen nem tér el egymastol. Tehat
az alkalmazott antitestek és mintaelOkészitési eljarasok
kiilonbozosége dsszességében nem a véletlen hibakra, hanem
a visszanyerési értékre (vagyis a moédszer pontossagara)
vannak hatassal. Ennek felderitésére referencia anyag nélkiil
nem lett volna lehetdség.

250

200 < OAkit

OBkit
150 -+ acCkit
@D kit

100 - BE kit

O

1. Abra. 50 mg/kg gliadin tartalmu siitemény elemzése kereskedelmi
forgalomban kaphaté ELISA kitekkel (kit kodok: A-G) .

| F kit
|Gkit

Mért gliadin koncentricio (mg/kg)

A képet még arnyaltabba teszi, hogy az eddig targyalt
tényezOk mellett egy Gjabbat is figyelembe kell venni, vagyis
a gliadin feldolgozott matrixbol torténd meghatarozasat, a
feldolgozas analitikai eredményekre gyakorolt hatasat.

2.5. A feldolgozasi folyamatok analitikai eredményekre
gyakorolt hatasai

Az élelmiszerek legnagyobb részét feldolgozott formaban
fogyasztjuk, igy fontos informaciét gylijteni arr6l, hogyan
hatnak a feldolgozasi folyamatok a tulérzékenységi
reakciokat kivaltd fehérjékre, és hogy ezek a molekularis
valtozasok milyen mértékben befolyasoljak az analitikai
eredményeket. Az ilyen jellegii adatok a feldolgozott matrixti
referencia anyagok fejlesztése, és ezaltal a modszervalidalas
szempontjabdl is fontosak.

Kisérleteink soran a modelltermék-eléallitasi folyamat
minden 1épésébdl (alapanyag-keverék, tészta, siitemény)
mintat vettiink, igy megteremtettiik annak lehetdségét, hogy
megvizsgaljuk, az egyes feldolgozasi 1épések miként hatottak
az analitikai eredményekre.!"'> 1+15 Megallapitottuk, hogy a
tésztaképzodés folyamata a mérhetd allergén-tartalmat nem
befolyésolja.

Ugyanakkor a siitott modelltermékek mért allergén
fehérjetartalma szignifikdnsan alacsonyabbnak adddik. Ez a
jelenség egyértelmiien a hékezelés hatasanak tulajdonithato
(2. abra). Elmondhaté tehat, hogy a hokezelésnek, az
alkalmazott kitekt6l fiiggd mértékben, jelentés hatasa
van az immunanalitikai moédszerek altal szolgaltatott
eredményekre, amit a modszerek fejlesztésekor nagyon
fontos figyelembe venni.

A feldolgozas hatasa alapvetéen két modon befolyasolhatja
az analitikai eredményeket. Egyrészt a bekovetkezd
fehérjemddosulasok  megvaltoztathatjadk a  fehérjék
oldhatosagat, mely az extrakcid hatékonysagat ronthatja.
Masrészt a megvaltozott fehérjeszerkezet hatasara
csokkenhet a fehérje ellenanyaghoz vald affinitdsa, mely
az analitikai detektalhatosdgot ronthatja.'*'7 A jelenség
hatterében alld6 okok nincsenek pontosan felderitve, sok
esetben csak feltételezések 1éteznek. A befolyasold tényezok
feltarasahoz molekularis szintli vizsgalatokra is sziikség
lesz.

60 4
50 -

40 -+
O Higitott alapkeverék

30 E Nyers tészta

B Sitemény
20 4

10 +

Mért kazein-koncentricié (mg/kg)

o 4

2. Abra. A h8kezelés (180 °C) hatasa tejpor tartalma referencia anyag
esetében (névleges koncentracio: 100 ppm tejpor).

3. Osszefoglalas

Az 1) modelltermékek kidolgozasaval és felhasznalasukkal
lehetdség nyilt arra, hogy az ELISA modszerek kivitelezése
soran jelentkezé hibakat becsiiljiik ugy, hogy a mérési
adatokat ismert névleges koncentracidhoz hasonlitjuk.
Ezen hiba nagysaga jellemzi az ELISA modszer
alkalmazhatosaganak lehetdségeit és korlatait. A jelenlegi
szabalyozas ugyanis nem veszi figyelembe a fent leirt
jelenségekbdl addodd mérési bizonytalansagot. Igy az
élelmiszer-gyartokkal szemben olyan kovetelményeket
tamaszt, melyek megbizhatd6 igazoldsara a jelenlegi
modszertan nem alkalmas. Ez felhivja a figyelmet az
analitikai moddszertan tovabbfejlesztésének és a teriileten
foly¢ fejleszté munka harmonizaciojanak sziikségességére.
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4. Kisérleti rész

A referencia anyagok eldallitasanak alapjaul egy, Scaravelli
és munkatarsai'® altal 1étrehozott modelltermék (siitemény)
receptjeszolgalt, melyeteredetilegmogyord meghatarozasara
alkalmas PCR modszerek fejlesztéséhez alakitottak ki. Az
anyagfejlesztés két f6 1épése a recept modositasa, valamint a
tej-, tojas- és gliadin fehérjék homogenizalasi mddszereinek
kidolgozasa volt. Ennek megfeleléen a kisérletek soran
alkalmazott referencia anyagok kialakitasa is a kutatomunka
részét képezte.

A referencia anyagok analitikai vizsgdlatdhoz olyan
kisérlettervet allitottunk 0Ossze, mely lehet6vé tette azt
is, hogy a feldolgozasi folyamat analitikai eredményekre
gyakorolt hatasat jellemezhessiik. Az elkésziilt siitott
modelltermékeket, valamint az eldallitas korabbi 1épéseibdl
szarmaz6 alapanyag-keverékeket és nyers tésztakat ELISA
mobdszerek felhasznalasaval elemeztiik (Tepnel BIOKITS
Casein Assay Kit, RIDASCREEN Fast Ei/Egg Protein,
RIDASCREEN Gliadin).

A gliadin referencia anyag segitségével elvégeztiik
tovabba hét, kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA
kit Osszehasonlitd vizsgalatat (AgraQuant Gluten Assay
(Romer Labs), BIOKITS Gluten Assay Kit (Tepnel), Gliadin
ELISA (ELISA Systems), HAVen Gluten-Check ELISA kit
(Diagnostic Innovations), RIDASCREEN Gliadin (R-
Biopharm), Veratox Quantitative Gliadin Test (Neogen),
Wheat protein ELISA kit (Gliadin) II (Morinaga)).

Az ELISA mérések kivitelezése és az adatok kiértékelése
a gyartok altal szolgaltatott hasznalati Gtmutatd szerint
tortént, emellett a kapott eredményeket az atlagok és
szorasok vizsgalataval, valamint t-probakkal statisztikailag
is elemeztiik.

Koszonetnyilvanitas

A kutatomunkat az EU 6. Keretprogramja altal timogatott
MoniQA Kivalosaghalozat (FOOD-CT-2006-036337) és a
»Mindségorientalt, 6sszehangolt oktatasi és K+F+1 stratégia,
valamint miikddési modell kidolgozasa a Miiegyetemen” c.
projekt (TAMOP-4.2.1/B-09/1/KMR-2010-0002), a Varga
Jozsef Alapitvany, valamint az allami doktori &sztondij
tamogatta. Koszonet illeti a kovetkezd cégeket, akik a
glutén ELISA 0Osszehasonlitd vizsgalathoz ingyen kiteket

Improving the conditions of the analytical methodology
for the quantification of food allergens

Food-induced  hypersensitivity — reactions (e.g.  allergies,
intolerances) are representing a significant food safety issue.
The only effective treatment of classic food allergies and other
individual disorders (e.g. celiac disease) is a diet excluding the food
components responsible for triggering the symptoms.

In order to ensure the safety of the affected population it is necessary
to precisely and reliably quantify the allergenic components present
in foodstuffs even in low concentration ranges. To reach this goal
validated analytical methods are needed. In case of the most widely

biztositottak: Diagnostic Innovations (Egyesiilt Kiralysag),
ELISA Systems (Ausztralia), Morinaga (Japan), Neogen
(USA), Romer Labs (Ausztria) és Tepnel (Egyesiilt
Kiralysag).
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used immunoanalytical-based ELISA methodology validation
is limited by - together with other factors - the lack of reference
materials and reference methods.

For supporting the validation of analytical methods for allergen
quantification, the main objective of this work was the development
of reference materials containing major allergenic proteins (milk,
egg, and gliadin) in a processed food matrix. With the help of
the developed reference materials we determined the analytical
performance of the related ELISA methods, the uncertainty of the
measurements and the effects of food processing on the measurable
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protein content. We also attempted to identify the molecular,
chemical and physical background of the experienced phenomena.

The major outcome of this work is that we developed three
reference materials containing milk, egg and gliadin proteins in
known amount in a processed food matrix. Besides, the production
procedure of the reference materials was standardized and a
production protocol was created for all of the produced reference
materials. We also determined the analytical uncertainty originated
from the production process.

With the application of the reference materials we studied certain
performance characteristics of the applied ELISA methods.
Applying realistic food matrices was a step forward compared to
the previously applied unprocessed model matrices. With the help
of the new materials, performance characteristics of the currently
available ELISA methods can be determined more precisely, just
like the analytical uncertainty of the methods and the phenomena
occurring during the analysis of real food samples can be studied
more effectively.

The reference materials also made it possible to carry out a
comparative study of commercially available gluten ELISA kits
that was implemented with a reference material in a realistic
food matrix for the first time. We observed that the results of the
analysis of a certain sample varied among the kits (Fig.1.). During
this experiment we identified several factors that can affect the

analytical results (e.g. applied antibody, extraction method). We
also found that these factors are mostly influencing the accuracy of
the measurement and not its precision.

The effects of heat treatment on the analytical results were also
investigated with the help of reference materials. We found that
heat treatment reduces the measurable allergenic protein content
(Fig.2.). Thus, heat treatment influences the solubility and
immunoaffinity of the proteins (or both) through changing their
structure.

The developed reference materials can be used as standard
materials for method development and method validation. Besides,
as the analyte went through all steps of food processing, errors of
the ELISA methods can be modelled more reliably using these
materials and the limitations of the methodology can be estimated
more precisely. This information can be used for refining official
thresholds and for determining the future trends of analytical
method development. With the application of the reference
materials, factors causing the variability of the analytical data can
be identified better (e.g. target molecules, antibodies, calibrators,
effects of processing) that could be useful for improving the
methodology. Improving the analytical methods together with the
improvement of the results of clinical research could result in a more
precise allergen policy helping the work of food manufacturers, this
way enhancing the safety of consumers and widening the range of
the products available for them.

119. évfolyam, 4. szam, 2013.



Magyar Kémiai Folyéirat 185

Gegus Erné (1921-2006)

BORSZEKI Jénos*
Pannon Egyetem, Mérnoki Kar

Gegus Erné (1921-2006)

Gegus Erné 1921. december 24.-én sziiletett Budapesten.
Vegyészmérnoki oklevelét a Jozsef Nador Miiszaki és
Gazdasagtudomanyi Egyetemen szerezte

1944-ben (okl. szdm: 284), majd az Egyetem Elektrokémiai
Tanszékén kezdte meg munkajat.

Hamarosan katonai szolgalatra kellett bevonulnia. Errdl
az 1d6szakrol 1996-ban irt és Dbaratainak, kozvetlen
munkatarsainak atadott megemlékezésében (Ige az igaban)

igy ir:

,»1944. oktdber 15. a Szalasi-puccs utan a halasztasok,
felmentések megsziintek, egy heti tanakodas utan 23.-an
bevonultunk az évfolyam zomével Piliscsabara az utasz-
vegyiharcos alakulathoz. Innen novemberben Dorogra
vezényelnek iskolara, onnan december elején Csopakra
megyiink, gyalogosan. Itt jon az ’aranyélet’, az iskolaban
szalman feksziink, kiképzés békatigetésben dombnak fel; a
vasas viz miatt a kulacsokban csak csopaki rizling lehetett”.

Tovabbi nehézségek utan 1945. februarjaban Zsidara
kertil, majd marcius 15.-én Szentgotthardra vezénylik, ahol
marcius 31.-én a szovjet csapatok elérik a magyar csapatokat
és fogsagba esik. Az utrdl, megemlékezésében ezt irja:

»E1s6 ’kiilfoldi’ utam ez, 23 évesen a Kords volgyén a
Kiikiillé mellett, majd Brassonal a Karpatokon at a romaniai
atmend lagerbe. Itt még nyolcan-kilencen egylitt vagyunk
vegyészmérnok hadifoglyok. Itt értestiliink méajus 9.-én a

*Borszéki Janos CSc ny. egyetemi docens

béke kitorésérdl. A lager hangulata azonban nem ezt tiikkrozte.
... Kéthétutan zakatolva robognak a marhavagonok lakéival
¢éjjel-nappal valamerre észak felé.... J6 két heti utazas utan
Bakut és a tengeri olajkutakat elhagyva, elérkeztiink az itteni
nagy elosztotaborba Rusztaviba.”

Gegus Emé Grizidban, Bulacsari faluban toltotte a
kovetkezé éveket, malaria, egész napos kemény fizikai
munka kdzben. Megtanult oroszul a lagerbe csempészett
német-orosz szotar és nyelvkonyv segitségével. 1948
oktober végén 43 fogolytarsaval egyiitt elszallitottak vissza
Rusztaviba, ahol felcsillant a remény, hogy hazajohetnek.

Sajnos nem igy tortént, fél év sztalingradi lagerélet utan
(-20 °C), 1949-ben Voronyezsbe vitték a foglyokat.
Mozdonygyarban dolgozik, otthonrél alig jonnek hirek,
télen -43 fok. 1950 tavasza még mindig itt talalja, mig
novemberben megindultak a varva-vart elékésziiletek a
hazatérésre.

Err6l igy ir: ,Mar nem a szokasos vaklarma, indul
a bevagonirozis. Atesiink az ellenérzé motozason,
elveszik Bibliamat, majd a szokasos kétheti vonatozas
marhavagonokban, de nyitott ajtokkal, befutunk
Maramarosszigetre. Azutan Nyiregyhdza—Sostdo dec. 1.-
én. Vizsgalat tiidészlrés, ujjlenyomat, szinte biindzoként
kezelnek.” Hazatérd bizonyitvanyt kapott, azonban renddri
feliigyelet ald helyezték, mert ’szabadsagkorlatozas nélkiil
ittléte a kozrend és a biztonsag szempontjabdl aggalyos és
karos”.

1950. dec. 3.-an igy utazhatott Budapestre. A Miiszaki
Egyetem Elektrokémiai Tanszékén Lanyi professzor sokdig
fenntartotta statuszat, de ajanlatara az Erdey Laszl6 vezette
Altalanos Kémiai Tanszéken kapott 1951. januarjaban
onallo kutatoi allast. Feladata a szinképelemzdi laboratorium
elinditasa, a kutatasokat a nemrégiben leszallitott szovjet
kvarc-spektrograf segitségével kezdhette meg.
Kozben 1951. szeptemberében megsziintették  renddri
feliigyeletét.

1953. szeptember 4.-én megndsiilt, felesége Sara, gyermekei:
Gabor (1954, villamosmérndk), Marta (1956, ELTE angol,
torténelem szak), Sara (1960, eii. kozépiskola)

A Miiegyetemen érte 1956 dszének felforrosodott hangulata
¢s a kirobban¢ tiintetésen mar egyiitt vonult a Bem térre az
egyetemi polgarokkal. A tovabbi eseményeken nem vett
részt, azonban a harcokban mentés kézben meghalt harom
reformatus teologus Ujratemetésén (1957. februar 17.-én)
viszont ott volt. Ennek folytatasa lett letartoztatasa, amirdl
igy emlékezik (Ige az igaban — folytatas):
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,Fél tiz koriil rendér csongetett be egy nyomozdval egylitt
és kint strazsalt egy masik rend6r. Hazkutatasi paranccsal
jottek, a szomszédbol tanut is hivtak. A gyerekekkel
tapintatosan bantak, Gabort hagytadk aludni, Marti meg
a babakocsibol pislogott rajuk. Végigbogarasztdk a
szekrényeket, a kétezernyi konyvet (az egyikben ott lapult
Illyés: ’Egy mondat a zsarnoksagrol’ verse — megtalaltak),
egy halom forradalmi ujsagot, egy-két gyanus kéziratot
elvittek velem egyiitt, gy hajnali 2-3 6ra tajban.”

Eldzetes a GyUjt6foghazban, vallatas, majd 1957. jinius
5.-re tlizték ki a targyalast. [télet: 6 honapi borton, amelyet
Allampusztan kellett letoltenie.

Szabadulasa utan (1957. november 13.) jelentkeznie kellett
az Akadémian, ahol k6zo1ték, hogy nem maradhat allasaban.
Felajanlottak a Vasipari Kutatdo Intézetben a Vegyészeti
Osztalyon kutatoi allast. 1959. jan. 1.-tdl itt dolgozott, ahol
feladata magas fokon miivelt szakmajahoz kapcsolodott:
szinképelemzé laboratorium megszervezése. Az itt
eltoltott eredményes kutatoévek utan 1970-t6l a Veszprémi
Egyetem Analitikai Tanszékén miikodé MTA Kutatocsoport
munkdjaban vett részt, mint tudomanyos fomunkatars.

1986-ban ment nyugdijba, de rendszeresen részt vett és
tanacsaival segitette a tanszéken folyd spektrokémiai
kutatasokat.

Szakmai munkassaga

A Miiszaki Egyetemen folytatott spektrokémiai kutatasainak
egyik fontos eredménye az Erdey-Gegus-Kocsis porlasztd
kifejlesztése (1), amely lehetévé tette oldatok kozvetlen
beporlasztasat furt elektrodon keresztiil a spektrokémiai
sugarforrasba. A Vasipari Kutatoban t6ltott évek alatt
kidolgozta a szilard anyagok homogenitasanak mennyiségi
meghatarozasara alkalmas eljarast.

Gegus Erné munkatérsaival a British Museumban rendezett Archeometriai
Konferencian.

Kozben meghatarozod szerepe volt a Tordk Tibor és
Zimmer Karoly vezetése alatt szervez6dé Szinképelemzd
Szakbizottsagnak, amely GTE, késébb a Magyar
Kémikusok Egyesiiletével kozdsen évente rendezi a Magyar
Spektrokémiai Vandorgyiilést. Ekkor mar engedélyt kapott
kiilfoldi  konferencidkon vald részvételre (Tatralomnic

’1959°, Gorlitz *1962°, Gliwice, Belgrad, Zagrab *1963’
Moszkva *1964°, Kina *1965°, Merseburg *1968”).

Briisszeli meghivasanak elfogadasat a VASKUT 1966-
ban nem engedélyezte. Drezda, Linz 1970’ voltak a
kovetkezd szakmai forumok, ahol fémipari kutatasairol
beszamolhatott.

Kimagasl6  eredményeket ért el a  lézer-mikro-
szinképelemzés teriiletén, amely megalapozta késébbi
archeometriai kutatasait is. Egyik legfontosabb munkaja
a tarsszerzOként irt Emisszios Szinképelemzés kétkotetes
szakkonyv (2), amelynek elméleti kotete ma is alapvetd
jelent6ségii. Oroszul és angolul is megjelent, az MTA
nivadijjal tlintette ki.

1970-t61 a Veszprémi Egyetem MTA  Analitikai
Kutatdécsoportjanak munkatarsa, majd 1974-t61 fémunkatarsa
volt, nyugdijazasaig, 1986-ig, majd nyugdijasként tovabb
folytatta kutatdmunkajat a Veszprémi Egyetemen.

A Veszprémi Egyetemen toltott évei alatt részt vesz az
oktatéi munkaban, eldadasokat tart, vezeti a Tanszéken
folyo spektrokémiai kutatasokat. Az egyre jelentosebbé
valé atombszorpcids spektrometria elméleti hatterének
tisztazasara modszert fejlesztett ki szilard fémvegyliletek
parolgasi folyamatainak vizsgalatara. Munkatarsaival 1ézer-
mikroszinképelemzés adatait alakfelismerd modszerekkel
dolgozta fel, bevezette a roncsolds-mentes modszerrel
végzett archeometriai kutatdsokat. Mint a 1ézeres
mikroszinképelemzés nemzetkdzileg elismert szakértdje,
az UNIDO megbizasabdl Argentinaban részt vett egy 1j
kutat6laboratorium inditasaban (1977).

Archeometriai kutatasairol Budapesten (Archeometriai
Vilagkonferencia, 1998), Londonban ¢és New Yorkban
szamolt be. Ezen eredményeit részben a British Museum:
Metallurgy in Numismatics (1998) és Kaba Melinda:
Aquincumi Orgona (3) publikalta.

Gonez Arpad Koztarsasagi EInok latogatasa a Veszprémi Egyetem
Analitikai Kémia Tanszékén ( Gegus Erné meghivasara) 1992.

Kivalé nyelv- és szaktudasa révén (orosz, angol, német,
francia) tobb, idegen nyelven megjelent, alapvetd miiszaki
és kémiai szakkdonyv magyar nyelvli forditasaban, mint
szerkeszté mitkodott kdzre:
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Perry: Vegyészmérnokok kézikonyve I-11. Miszaki Kiado,
1964.

Rompp: Vegyészeti Lexikon, Miiszaki Kiado, 1985.

Kiilonleges érdemei voltak a szinképelemzés hazai
elterjesztésének és a hazai kutatasok eldsegitésében. AGTE és
az MKE keretében végzett tudomanyszervezdi munkassaga
mellett egyik foszervezdje volt az évenként megrendezett
Olasz-Magyar Spektroszkopiai Szimpoziumoknak, a CSI
(Colloquium Spectroscopicum Internationale) és CANAS
(Conference of Analytical Spectroscopy) rendezvényeknek.

Alapit6 tagja volt a GTE Szinképelemz6 Szakbizottsaganak,
Elnokségi tagja a MKE Spektrokémiai Téarsasaganak, tagja
a MTA Analitikai Kémiai Szakbizottsaganak, a Nemzetkozi
Etalon Bizottsagnak, a Canadian Journal of Spectroscopy ¢és
az ICP Newsletter szerkeszto bizottsaganak.

Archeometriai Vilagkonferencia megnyitd fogadasa a Nemzeti Miizeumban 1998.

Tébb mint 50 éven at volt a Pasaréti Reformatus Egyhaz
aktiv presbitere.

A Veszprémi Egyetemen széleskorii, faradhatatlan
tudomanyos, oktatoi, kozéleti tevékenysége, a kozosség
iranti elkotelezettsége, masok szolgalata és segitése mellett
tobb diplomadolgozat és doktori téma vezetdje volt,
kandidatusi disszertaciok szakmai segitsége jellemezte
emberségét. 80. sziiletésnapjarol a Magyar Kémiai Folyoirat
kiilénszamban emlékezett meg. (Cikkgyiljtemény)

Kitiintetései: Kivalo feltalalo (1973), GTE Egyesiileti Erem
(1978), Munka Erdemrend eziist fokozata (1981), Pattantyts
Abraham-dij (1988), Torok Tibor-emlékérem (2002), Naray
Szabo Istvan-dij (2004).

A hadifogsag, munkatabor, borton és palyajanak térései utan
1989-ben megszerezte az MTA kémiai tudomany doktori
cimet, 1998-ban a Veszprémi Egyetem cimzetes egyetemi
tanara lett, s megkapta a gyémantdiplomat is.

Eletének, munkassaganak, tevékenységének emlékeit 6rzik
irasai és alkotésai.



