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El16z6 kozleményinkben (Csap6 és mtsai, 1988) beszamoltunk azokrdl a kisérletekrgl
melyeket a D- és L-aminosavak elvéalasztdsa és meghatarozéasara végeztiink diasztereomer
alanil dipeptid formaban. Az Ala-X (X = fehéijeépité D- vagy L-aminosav) dipeptidek -
amint az a szétvalasztasukra végzett kisérletekbdl kiderilt - még az aszparaginsav eseté-
ben is az Al4 utan jelennek meg a kromatogrammon, tehat az elvalasztds legaldbb
1/2-3/4 o6ratvesz igénybe. Fentiek miatt tovabbi lehetdséget kerestink arra, hogy a szin-
tetizalt diasztereomer dipeptidek lehetdleg révid eltciés idével rendelkezzenek. Ezért ma-
sodik acilez6 aminosavnak a cisztint (CySS) valasztottuk, abban bizva, hogy az aktiv észte-
res kondenzéacioval létrehozott tripeptidet perhangyasawal oxidalva 2 olyan dipeptidet ka-
punk, melynek egyik aminosava, a ciszteinsav meggyorsitja a dipeptid eiGciéjat, igy lénye-
gesen rovidebb id6 alatt lehet a diasztereomer dipeptideket egymastoél elvalasztani. A min-
tak el6készitését a kiulonb6z6 munkamiveleteket az alanil-dipeptideknél teljesen azonos
moédon végeztiuk, ezért ezt megismételni nem kivanjuk. Jelen kozleményiunkben csak 2-
szulfonsav-alanil diasztereomer dipeptidek elvalasztasat és meghatarozasat ajuk le.

1. Anyagok és médszerek
1.1. A felhasznalt anyagok

Moédszerink leglényegesebb pontja itt is a diasztereomer dipeptidek szintézise és szét-
véalasztasa. A 2-szulfonsav-alanil dipeptidek szintézisére itt is az N-hidroxi-szukcinimid ak-
tiv észteres koncentraciét alkalmaztunk, az a-aminocsoport védésére pedig ugyancsak a
tercbutil-oxi-karbonil (BOC) csoportot hasznaltuk fel.

Az elmondottak megvalésitasara szintetizaltuk a bis-terc. butil-oxi-karbonil-L-cisztin-
bis-N-hidroxi-szukcinimid-észtert (tere. BOC)2L-CySS-(ONSu)2a peptidkémiaval foglal-
kozo kézikdnyvekben leirt modon (Bajusz, 1980). Az aktiv észterek szintézise utan krista-
lyos aminosavakbdl illetve az aminosavanalizatoron elvélasztott egyes aminosavakbél alli-
tottuk el6 a diasztereomer dipeptideket.

1.2. A fehérjealkoté aminosavak szétvalasztasa

A fehéijealkoté aminosavak szétvalasztasat az el6z6 kozleményinkben leirt médon vé-
geztuk el.
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1.3. A diasztereomer dipeptidek szintézise

A szintetikus aminosavat vagy az aminosavanalizatorral elvalasztott és liofilezéssel be-
szaritott maradékot vizben feloldottuk Ggy, hogy az oldat koncentracidja 1-10% koral le-
gyen minden aminosavra. Az oldat pH-jat egy-két natrium-hidrogén-karbonat kristaly
hozzaadasaval pH =8-ra allitottuk be, majd hozzaadtuk a CySS dioxan-viz 1:1 elegyében
feloldott 2-2r5-szeres foloslegben lévo védett aktiv észtert. 8 6ran at razattuk a reakcidele-
gyet, majd liofilez6vel beszaritottuk. Beszaritds utan a BOC-védécsoportot 1 madlos jége-
cetes so6savval 1 éra alatt lehasitottuk, majd cisztinil tripeptidet perhangyasawal Hirs
(1956) moddszere szerint oxidaltuk. A diszulfid hid oxidativ hasitdsa utan két ciszteinsavtar-
talmia dipeptidel kaptunk, melyet perhangyasav eltavolitdsa és pH =2,2 citrat pufferben
torténd oldas utan taplaltunk be az aminosavanalizator ioncserél6 oszlopara. A koncentra-
ciokat higitassal ugy allitottuk be, hogy a keletkezett dipeptidek koncentraciéja az 50-100
nanomdl tartomanyba essen.

A reakcidegyenletek az aldbbiak:

(BOC)2-L-CySS-(ONSuU)2+H2N -CH -R pH=8'°, 1MjégeCgICT , P~ hangyasa-
j 8 ora sosav, 16ra vas oxidacié

COOH
DL aminosav

1 R H H

| | | |
H2N - C- CONH - C- COOH +H2N- C- CONH - C- COOH

CH2 H CH2 R
| |

so3ll SO 3l

L -D dipeptid L -L dipeptid

1.4.A 2-szulfonsav-alanil dipeptidek szétvalasztasa és meghatarozasa

Az 1 4bra a DL-Asp, a2 abra aDL-Glu, a3. 4bra a DIwMa, a 4. 4bra a DL-Val, az 5.
abra a DL-Ile, a 6. abra pedig a (BOC)2L-CySS-(ONSu)2aktiv észternek az el6z6ekben
kozolt feldolgozas utani kromatogrammjat mutatja. Az elvalasztas koriilményei az aldbbi-
ak:

Készulék: LKB-Biochrom 4101

Az ioncseréld oszlop mérete: 500 x 6 mm

Az ioncserélé gyanta: Chromex UA-8-as

Puffer aramlasi sebesség: 80 cm'Jq’/éra

Ninhidrin aramlasi sebesség: 40 cm3/éra

Oszlop hémérséklet: 40 °C az egész elvalasztas folyaman

Puffer A: pH =2,90; Na molaritas 0,2; az analizis végéig,
Natrium-hidroxid = 0,4 mélos; 15 perc
Equilibralas: puffer A (pH =2,9); 45 perc
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1 «dra 2, éabra
D-ES L-ASP MEGHATAROZAS D-ES L-GLU MEGHATAROZAS
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5, abra: 6. abra:
D-ES L-ILE MEGHATAROZAS

A kromatogrammokon a front utdn kézvetlenil a 11. percben jelenik meg a ciszteinsav,
majd ezt koveti mindegyik kromatogrammnal a 19. percben a ciszteinsavhoz képest min-
tegy 25%-nyi, a 22. percben pedig mintegy 5% -nyi nagysagu cstcs, melyek kozil a nagyob-
bik valészin(ileg a ciszteinszulfinsav, mig a kisebbik cstcsot ez ideig nem sikerult beazono-
sitanunk.

A két emlitett csics semmilyen nehézséget nem okoz az Asp, Thr, Ser, Glu, Pro és Al4
esetében, mert ezen aminosavakbdl keletkez6 két diasztereomer 2-szulfonsav-alanil dipep-
tid a ciszteinsav és a masodik cstcs kozotti szabad terileten jelenik meg a kromatogram-
mon. A diasztereomer dipeptidek elvaldsa mind a ciszteinsavtél, mind egymaéstdl jonak
mondhaté, a normal aminosavanalizis példajaval élve a Thr-Ser elvalasahoz hasonlithaté.
Az els6 metodikai nehézség a valinnal jelentkezik, ahol az L-L-dipeptid és a CyS02H-nak
feltételezett cstcs elvalasa nem tokéletes, részben egymasba olvadnak. Ez a probléma az
Ile esetében Ggy mddosul, hogy a L-L-dipeptid elvalasa tokéletes, mig a D-L dipeptidbe -
az értékelést nem zavaré médon - beleolvad a CyS02H cslcs. Hasonlé a helyzet az izoie-
ucinnéal is, mig a tirozin esetében a probléma Ggy médosul, hogy az els6ként megjelend L-
D dipeptid mar kozvetlenul a két cstucs utan jelenik meg a kromatogrammon, a Phe eseté-
ben pedig az elvalasztast mar semmi sem zavarja, Mivel a perhangyasav nemcsak a cisz-
tint, hanem a metionint is oxidalja metionin-szulfonna, a 2-szulfonsav-alanil-metionin-
szulfon dipeptid az aszparaginsavhoz hasonléan koézvetlenil a ciszteinsav utan jelenik meg
a kromatogrammon. Ebben az esetben kulondsen tigyelni kell arra, hogy a perhangyasavas
oxidacié tokéletesen végbemenjen, ellenkez6 esetben a metionin-szulfon és a metionin-
szulfoxid dipeptidjeinek keverékét kapjuk, és akkor a meghatarozas csaknem lehetetlen.
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Mivel a 2-szulfonsav-alanil-dipeptidek retenciés idejében az egyméas utan kévetkezd
aminosavak esetében csak minimalis kiulonbségek vannak, az alanil dipeptideknél leirtak-
hoz hasonlé aminosav csoportokat nem lehet létrehozni. E moédszernek az az elénye az
el6z6hoz képest, hogy egy aminosav D- és L-izomcrjének meghatarozasa lényegesen keve-
sebb iddt vesz igénybe mint az alanil-dipeptideknél, hatranya viszont az, hogy egyszerre
csak egy aminosav D- és I™izomerjének meghatarozasat lehet vele elvégezni.

2. Eredmények. Az optikai izomer aminosavak meghatarozasanak pontossadga diasztereomer
2-szulfonsav-alanil dipeptid forméaban

Az 1. tdblazatban a 2 szulfonsav-alanil dipeptidekkel végzett kisérleteink eredményeit
foglaltuk o0ssze. A tadblazat adataibdl lathaté, hogy az elméleti érték és a mért értékek
kozépértéke gyakorlatilag egybeesnek, a szérdsok azonban lényegesen nagyobbak az alanil
dipeptideknél kozélteknél. Ennek tobb oka lehet:

a. ) A 2-szulfonsav-alanil dipeptidek el6allitAsa még egy plusz perhangyasavas oxidacios
Iépést is tartalmaz az alanil-dipeptidek el6allitdsahoz képest.

b. ) Az igen rovid retenci6s idejl diasztereomer dipeptidek elvalasa sem olyan tokéle-
tes, mint az alanil dipeptideknél.

c. ) Az aktiv észter feldolgozasa soran keletkez ciszteinsav, cisztein-szulfinsav illetve az
eddig még ismeretlen kis cstcs esetenként zavarhatjak a szulfonsav tartalmua dipep-
tidek meghatarozasat.

A variaciés koefficiensek értéke csak 3 esetben (és akkor is csak kismértékben) haladja
meg a 10-et, az 6sszes tobbi esetben ez alatt marad, tehat ez a modszer is megbizhatd, rep-
rodukélhatésaga ennek is megfeleld.

3. Kovetkeztetések

Amint arrél az el6z6 kozleménylinkben beszamoltunk, laboratériumunk - és a hazank-
ban m@kédé mintegy 30 aminosavanalizatorral rendelkez6 laboratérium - adottsdgaihoz
alkalmazkodva ioncserés oszlopkromatografias meghatarozast dolgoztunk ki D- és L-ami-
nosavak mennyiségi meghatarozasara. Az alanil dipeptidekre kidolgozott, j6I bevalt méd-
szer utdn a moédszer gyorsitdsdra - a diasztereomer dipeptidek korabbi elGciéjara - cél-
szerlinek latszott egy savas aminosav tartalmd dipeptid szintézise. Ismerve az amino-, kar-
boxil- és hidroxilcsoport védésének és késdbbi szabadda tételének nehézségeit, valaszta-
sunk a front utdn megjelend ciszteinsavra esett. A tere. BOC-csoporttal védett cisztin N-
hidroxi-szukcinimid-észterét kapcsoltuk a mérend6 aminosavhoz, majd a tere. BOC-cso-
port eltavolitdsa utdn a cisztint perhangyasawal ciszteinsawda oxidaltuk és igy kaptuk meg
a 2-szulfonsav-alanil diasztereomer dipeptideket. Ezek a dipeptidek a varakozasnak meg-
felel6en koézvetlendl a ciszteinsav utén jelentek meg a kromatogrammon, és a legtébb vizs-
galt aminosav esetében a ciszteinsavtol is, és egymastdl is j6 elvalast mutattak. Ennek a
modszernek az el6z6hoz képest a gyorsasag az eldnye, hiszen itt egy analizis alig 20-25
percig tart, hatranya viszont az, hogy munkaigényesebb és a szérasok kiuléndésen kis kon-
centraciok esetében majdnem kétszer nagyobbak (1. tablazat).

Fenti hidnyossagok ellenére a moédszer alkalmas a legaldbb 1%-ban jelenlévé D- (vagy
L-) aminosav kimutatdsara a 99%-ban szerepl6 L- (vagy D-) aminosav mellett. M 6dsze-
rinket ajanljuk mindazon laboratériumoknak, melyek rendelkeznek aminosavanalizatorral
és szintetikus aminosavak, peptidek vagy természetes anyagok D- és L-aminosavait kivan-
jak meghatéarozni.
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Kilénb6z6 keverékek

A vizsgalt anyag

Glutaminsav

Alanin

Valin

Izoleucin

1 tablazat

D- és L-aminosav-tartalmanak meghatarozéasa 2-szulfonsav-alanil diasztereomer dipeptid formaban

D

50

25

50
25

50
25

50
25

Elméleti
érték, %

50
75
95
99
50
75
95
99
50
75
95
99
50
75
95
99

Mért
érték, %
D

51,7
25,3
4,8
0,99
49,9
24,6
51
1,02
50,3
24,7
4,89
111
48,7
25,3
5,11
0,97

48,2
75,1
94,9
99,2
51,0
74,9
95,2
98,4
48,9
75,3
95,2
98,7
49,9
74,8
95,2
98.8

A mérések

szama

[ IS TS, TS, TS, TS TS, TS S, IS, BN S, B B RS B S B )

Sz6réas

D L
3,02 2,54
1,94 3,22
0,51 4,85
0,092 4,99
2,98 2,63
2,00 3,11
0,54 4,62
0,085 5,03
2,79 2,71
2,11 3,33
0,48 4,71
0,091 5,11
2,94 2,48
1,85 3,01
0,47 4,90
0.101 4.97

Variacioés

koefficiens
D L
584 5727
7,67 4,29
10,63 5,11
9,29 5,03
597 5,16
8,13 4,15
10,59 4,85
8,33 511
555 554
8,54 4,42
9,82 4,95
8,20 5,18
6,04 4,97
7,31 4,02
9,20 5,15
10.41 5.03



A szerz6k halas koszonetét mondanak Ferenczi Richardnak, a Szent-Gyodrgyi Albert
Orvostudoméanyi Egyetem Orvosvegytani Intézete munkatarsanak a védett aktiv észterek
elallitasaban nyujtott segitségéért.

Koszonettel tartozunk az Orszagos Mszaki Fejlesztési Bizottsag Fehéijeprogram Iro-
dajanak az anyagi tamogatasért.
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D- ES L-AMINOSAVAK ELVALASZTASA ES MEGHATAROZASA
IONCSERES OSZLOPKROMATOGRAFIAVAL DIASZTEREOMER
DIPEPTID FORMABAN

1. A 2-SZULFONSAV-ALANIL DIPEPTIDEK SZETVALASZTASA ES
MEGHATAROZASA

Csap6  Penke B. és Csap6né Kiss Zs.

A liofilezést kévetSen az egyes aminosavakbdl a t.-(BOC)2L-CySS-(ONSu)2 aktiv ész-
terrel - egy perhangyasavas oxidaciot kézbeiktatva - 2-szulfonsav-alanil dipeptideket
szintetizaltak. A diasztereomer dipeptidek kozvetlenil a ciszteinsav utan jelennek meg a
kromatogrammon, elvalasuk egymastdl és az aktiv észter feleslegébdl keletkezett cisztein-

savtél jo. A meghatdrozas pontossadga kielégitd, a variaciés koefficiens értéke 5-10%
kozott alakul.
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SEPARATION AND DETERMINATION OF D - AND L - AMINO
ACIDS BY IONE EXCHANGE CHROMATOGRAPHY IN FORM OF
DIASTEREOMER DIPEPTIDE

Il. SEPARATION AND DETERMINATION OF 2 - SULPHONIC
ACID - ALANILE DIPEPTIDES.

Csap6, J., Penke, B., and Csap6-Kiss, Zs.

The authors synthetized 2 - sulphonic acid - alanile dipeptides from the individual
amino acids by means of aT - (BOC)2- L - CySS - (ONSn)2active ester. The diastere-
omer dipeptides appear directly after cysteine acid on the chromatogram. Their separati-
on from each other and from cysteine acid are good. The accuracy of the method is pro-
per. The coefficient of variation is 5-10%.

MPIVEHEHVE VOH-CENEKTYVBHB X IV IEKTPOIOB

B AHA/MTVIKE TMLLEBLX TPOOYKTOB 1.
MPIVEHEH/E BBHNOTVITE BHON TEXH/IKA

X. HryeH, 3. LLnwika, H. AgaHnHs Knwwboukaw, M. MonHap

C Le/blo YNPOLLEHNS! 1 YCKOPEHWS! NPOBEAEHUSI MOAUGMLIMPOBAHHOMO IMpaH-MeToza,
aBTOpbI PaspaboTani NPOrpavMmy 415 BbIMMCIATENBHON MalLMHBI TMa Commodore-64.
O6paboTKa fiaHHbIX C MOMOLLBIO BbIMMCAMTENbHOM MalLMHBI CrIOCOGCTBOBA/IA TOMY,
YTO BOCMPOW3BOAMMOCTbL M TOYHOCTb PE3Y/IbTATOB M3MEPEHU 3HAUUTENBHO MPeBbICH-
na 06bI4HbIA MeTop,

TRENNUNG UND BESTIMMUNG VON D- UND L-AMINOSAUREN
MIT DER IONENAUSTAUSCH-SAULENCHROMATOGRAPHIE IN
FORM VON DIASTEREOMERDIPEPTID

Il. TRENNUNG UND BESTIMMUNG VON 2-SULPHONSAUREALA-
NILDIPEPTIDEN

Csap6, J. und Mitarb.

Verfasser haben nach der Liofilisation von den einzelnen Amino&uren mit dem
(BOC)2L-CySS-(ONSn)2aktiven Ester unter Einschaltung einer Oxidation mit der Per-
Ameisensaure synthetisier. Die Diastereomer-Dipeptide erscheinen auf dem Chromatog-
ram unmittelbar nach der Cysteinsdure, ihre Trennung voneinander und von der aus dem
UberschuR des aktiven Ester entstehenden Cysteinsdure kann als gut bezeichnet werden.
Die Genauigkeit der Bestimmung ist zufriedenstellend, der Variationskoeffizient betréagt
5 bis 10%.

Al Himdani A. és munkatarsai cikkének &brai helyesen:

160. oldal 1., 2. 4bra helyett a 144. oldal 1. 4bra

161. oldal 3., 4. 4bra helyett a 145. oldal 2., 2.a., 3. 4bra
162. oldal 5., 6. &bra helyett a 146. oldal 4., 5., 6. 4bra
163. oldal 7., 8. 4bra helyett a 148. oldal 7. abra.



