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Rövidítések jegyzéke 

1D/2D = egy-/kétdimenziós 

ACHC = aminociklohexánkarbonsav 

CD = cirkuláris dikroizmus 

COSY = correlation spectroscopy/korrelációs spektroszkópia 

d = dublett 

DEPTQ = distorsionless enhancement by polarization transfer with retention of 

quaternaries 

diexo-ABHEC = diexo-3-aminobiciklo[2.2.1]hept-5-én-2-karbonsav 

diexo-AOBHEC = diexo-3-amino-7-oxabiciklo[2.2.1]hept-5-én-2-karbonsav 

DOSY = diffusion ordered spectroscopy/diffúziókontrollált spektroszkópia 

DLS = dynamic light scattering/dinamikus fényszórás 

DQF = Double Quantum Filter/dupla kvantumszűrő 

ECD = elektronikus cirkuláris dikroizmus 

FID = free induction decay/szabad lecsengés 

HMBC= heteronuclear multi-bond correlation/többkötéses heteronukleáris korreláció 

HMQC = heteronuclear multiple-quantum correlation/heteronukleáris többkvantum 

korreláció 

HPLC = high pressure/performance liquid chromatography/  

nagy nyomású/nagyhatékonyságú folyadékkromatográfia 

HSQC = heteronuclear single quantum coherence/heteronukleáris egykvantum 

koherencia 

INEPT = insensitive nuclei enhanced by polarization transfer/érzéketlen magok 

felerősítése polarizáció transzfer által 

m = multiplett 

NMR = nuclear magnetic resonance/mágneses magrezonancia 
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NOE = nuclear Overhauser effect/mag Overhauser-hatás 

NOESY = nuclear Overhauser effect spectroscopy/mag Overhauser-hatás 

spektroszkópia 

PEP = preservation of equivalent pathways 

PFG-NMR = pulsed field gradient NMR/grádiens NMR 

ppm = pars per million 

ROESY = rotating-frame Overhauser Spectroscopy/ forgó koordinátarendszerű mag 

Overhauser-hatás spektroszkópia 

s = szingulett 

t = triplett 

TEM = transzmissziós elektron mikroszkópia 

TOCSY = total correlation spectroscopy/teljes korrelációs spektroszkópia 

UV = ultraibolya 

WET = water suppression enhanced through T1 effects/felerősített vízelnyomás T1 

hatás által  
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1. Bevezetés 

1.1. A vizsgált vegyületek szerkezeti sajátosságai 

1.1.1. Ekdiszteroid vegyületek 

Korábbi definíció szerint ekdiszteroidoknak az ekdizonhoz szerkezetileg hasonló 

vegyületeket nevezzük. [1] Később bevezettek egy megkülönböztetést a valódi 

ekdisztreoid és az ekdiszteroid-hasonló vegyületek között. [2] A valódi ekdiszteroidok 

csoportjába azokat a vegyületeket sorolhatjuk, amelyek esetén a szteránváz 

(ciklopentano-perhidrofenantrén váz) szerkezeti elem A és B gyűrűjének kapcsolódása 

cisz, és 14α-hidroxi-7-én-6-on kromofórt tartalmaznak; a besorolás nem veszi figyelembe 

a hatástani jellemzőket. Az ekdiszteroid-hasonló vegyületek nem teljesítik az összes 

előbb megnevezett feltételt, de a korábbi, ekdizonhoz való szerkezeti rokonság miatt ide 

soroljuk ezeket. Az első ekdiszteroidok izolálása ízeltlábúakból történt meg 

(zooekdiszteroidok), később nagy mennyiségben való előfordulásukat fedezték fel 

növényekben is (fitoekdiszteroidok). Az Ecdybase adatbázisban jelenleg 510 ekdiszteroid 

szerkezetet gyűjtöttek össze. [3] 

Nem csak forrásukban, hanem szerkezetükben is különbözőségeket találunk a két 

csoport között. [4] (1. ábra) A zooekdiszteroidok leggyakrabban C27-29 vegyületek, a 

szerkezeti diverzitást a különbözőképpen hidroxilált metabolitok, a dehidroxi-

prekurzorok és a foszforilált embrionális vegyületek adják. A fitoekdiszteroidok körében 

sokkal változatosabb szerkezeti variációkat találhatunk. Ezek C18-29 vegyületek, az 

oldallánc különböző pontokon történő lehasadásával C19, C21, C24 vegyületek 

keletkezhetnek. Jellemző az oldalláncban laktongyűrű képződése a C-24/26/29 

karboxilcsoport és a C-20/22/25/28/29 hidroxilcsoport közötti észterképzéssel. Számos 

ponton történhet hidroxiláció, majd ezen csoportok részvétele konjugációban, glikozidok, 

éterek, észterek képződésében. Ritkán az A/B gyűrű anellációja transz. 



 

6 
 

CH3

CH3

CH3

CH3

CH3b-OH
foszforil
acetoxi

a/b-OH
foszforil
acetoxi
oxo

a-OH

oxo
a-OH

a-OH

a-OH

b-OH

b-OH

a-OH
foszforil
acil
glukozil
glikolil

a/b-CH3

b-etil

a-CH3

OH 
oxidáció

OH
glukozil

CH3

CH3

CH3

CH3

CH3
a/b-OH
cinnamoil
acetoxi

a/b-OH
oxo
acetoxi
glikozil
benzoil
krotonil
kumaril

acetonid

a/b-H
a/b-OH

oxo
OH

a-OH
b-CH3

a-CH3

a-OH

a-OH

b-OH

oxo
b-OH

a-OHOH

a/b-OH

OH
benzoil
a/b-OH

a-OH
oxo
acetoxi
benzoil
glikozil
szulfonil
3-OH-butanoil

acetonid

epoxi

a/b-OH
a/b-CH3

metenil
b-OH-etil
glukozil
pirrol-2-karbonil

OH
OCH3

glikozil
benzoil
4-OH-pentanoil

OH
glikozil

5/6-tagú 
laktongyűrű

a) Zooekdiszteroidok

b) Fitoekdiszteroidok

 

1. Ábra: Zooekdiszteroidok és fitoekdiszteroidok szerkezeti változatai. [4]  

Pirossal jelölt kötések a lehetséges telítetlen kötéseket, a kékkel jelölt kötések a 

lehetséges oldallánc hasadást jelölik. A valódi ekdiszteroidok 14α-hidroxi-7-én-6-on 

kromofórt tartalmaznak. 

 

Minden szteránvázas vegyület minimum 6 aszimmetria centrumot tartalmaz, 

ebből következően minimum 26 konfigurációs izomer létezhet. [5] A természetes 

vegyületekben és az ezekből kiinduló szerkezetileg módosított vegyületekben a 8S, 9S, 

10R, 13S konfiguráció állandó. Enantiomer párok csak a szteroid totálszintézisek során 
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képződnek. A C14 királisan szubsztituált szénatom esetén a természetes vegyületek 

körében csak a kardiális glikozidokban R a konfiguráció, minden más esetben S. Ha az A 

gyűrű telített, C-5 esetén is királis szénatomról van szó, itt mindkét konfiguráció 

előfordulása közel azonos.   

A szteránváz síkja felett álló hidrogénatomokat/szubsztituenseket β-val és vastag 

vonallal, a sík alatt elhelyezkedő hidrogénatomokat/szubsztituenseket α-val és szaggatott 

vonallal jelöljük. E szerint a természetes vegyületeken alapuló szerkezetek aszimmetria 

centrumait 8β, 9α, 10β, 13β, 14α/β hidrogénekkel jelölhetjük.  

Dolgozatomban tárgyalt ekdiszteroid vegyületek a posztszteron alapvegyület 

szintetikusan módosított származékai. (2. ábra) A posztszteron egy C21 ekdiszteroid, a 

C17 szénatomhoz β-helyzetű acetilcsoport kapcsolódik, β-androsztán vázhoz hasonló 

alapvázzal rendelkező vegyület. [6, 5] 

 

2. Ábra: A posztszteron szerkezete és számozása 

 

A szteránváz háromdimenziós szerkezetét tekintve, minden hattagú gyűrű a 

ciklohexánhoz hasonlóan a legstabilabb szék konformációt veszi fel, a kapcsolódó 

hidrogének/csoportok axiális vagy ekvatoriális állásban helyezkednek el. Az öttagú D 

gyűrű félszék/boríték konformációban található, itt kváziaxiális és kváziekvatoriális 

állásúként írhatók le az egyes hidrogének/csoportok. [7, 5] Az egyes CH2 hidrogének 

diasztereotópok, helyettesítésükkel egy-egy új aszimmetria centrum képződik.  

A szteránvázas vegyületek NMR spektroszkópiai szerkezetvizsgálata számos 

jellegzetességgel rendelkezik. [8] A 0,5 és 2,0 ppm közötti régióban vizsgálhatók a nem 

heteroatomhoz kapcsolódó és sp3 hibridizációjú CH és CH2 protonok jelei, itt a jelentős 

átfedések miatt, csak nagy térerejű mérésekkel (>400 MHz) és a kétdimenziós technikák 

kombinált felhasználásával lehetséges a teljes jelhozzárendelés elkészítése. [9]  
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A NOE-kölcsönhatáson alapuló módszerek nagy jelentőségűek a diasztereotóp 

hidrogének, a gyűrűkapcsolódás és az egész háromdimenziós szerkezet 

meghatározásában. Az anguláris metilcsoportoktól kiindulva meghatározhatók a 

szteránváz síkjától felfelé álló hidrogének/szubsztituensek. A jellemző NOE-

térközelségeket a 3. ábra foglalja össze az A/B és C/D gyűrűk cisz és transz anellációja 

esetén.  

 

3. Ábra: Karakterisztikus NOE-térközelségek az 5αH (a), 5βH (b), 14αH (c) és 14βH (d) 

konfigurációk esetén [8] 

 

A szteroidok esetén a csatolási állandók is nagy jelentőséggel bírnak az axiális és 

ekvatoriális hidrogének megkülönböztetésében. Axiális-axiális kapcsolat esetén 10,5 – 

13,5 Hz; axiális-ekvatoriális kapcsolat esetén 3,5 – 5,0 Hz; ekvatoriális-ekvatoriális 

kapcsolat esetén 2,5 – 4,0 Hz; geminális hidrogének között 12 – 14 Hz (telítetlen kötés és 

oxocsoport mellett 15 – 20 Hz) értéket mérhetünk a kérdéses jeleknél.  
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1.1.2. Oxim típusú vegyületek szerkezeti problémái 

Az oximok és oximéterek R2C=NOH / R2C=OR szerkezetű vegyületek, melyek 

aldehidek vagy ketonok hidroxilaminnal vagy származékaival való kondenzációjából 

származtathatók. [10] Az aldehidekből képződő oximokat aldoximoknak, a ketonokból 

előállítottakat ketoximoknak nevezzük. A C=N kettős kötés körül két lehetséges izomer 

különböztethető meg: az E és Z izomer, amelyeket aldoximok esetében syn és anti 

izomerekként is megadhatunk. (4. ábra) 

 

N

OHR

R'

N

OH

R

R'

N

OHR

H

N

OH

R

H

Z izomer
anti izomer

E izomer
syn izomer
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a) b)

 

4. Ábra: Ketoximok (a) és aldoximok (b) lehetséges izomerjei a C=N kettős kötés mentén 

R,R’ ≠ H 

 

A két izomer egymásba alakulásának egyensúlyi állandóját (Keq) a következő 

egyenlettel írhatjuk le: 

��� = �
�
��	


�  

amely egyenletben ΔG0 a standard szabadentalpia-változás (J/mol), R az egyetemes 

gázállandó (8,314 J × mol-1 × K-1) és T az abszolút hőmérséklet (K). (1. egyenlet) [11]  

 Az oxim típusú C=NOH csoport centrális szénatomja planáris és az alábbi 

átlagértékekkel jellemezhető a funkciós csoport geometriája: C=N kötéstávolság 1.28 Å, 

C-N-O kötésszög 110 – 114°, a C-H kötéstávolság az aldoxim molekulákban 1.09 Å. [12] 

A C=N kötéstávolság szignifikánsan hosszabb, mint az egyéb vegyületek C=N kötésére 

jellemző érték. Az E/Z izoméria markáns hatást gyakorol az R-C-N kötésszögekre. [13] 

Aldoximok esetén syn konfiguráció esetén körülbelül azonos a H-C-N és R-C-N 

kötésszög a funkciós csoportban, 120 – 123°; azonban ha anti konfigurációval 

jellemezhető a molekula, az R-C-N kötésszög megnövekszik, a H-C-N kötésszög pedig 

lecsökken. Ketoximok esetén hasonló hatás észlelhető, itt is a nagyobb kötésszög-érték 

(1) 
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található az OH-val azonos oldalon (124 – 129°) és a kisebb érték (113 – 116°) a 

hidroxilcsoporttal ellentétes oldalon. [14]  

 Az izomerek egymásba alakulására vonatkozóan a legismertebb mechanizmusok 

az oximcsoport síkjában történő inverzió egy lineáris átmeneti állapottal; a síkból kilépő 

rotáció egy dipoláris átmeneti állapottal; és a katalitikus folyamatok. [15, 16] (5. ábra) Az 

inverziós és a rotációs mechanizmus együtt, egy folyamatban megy végbe, melynek 

eredője egy kis energiájú átalakulás, elősegítve az izomerizációt.   

 

5. Ábra: Az oximok E/Z izomerizációjának lehetséges mechanizmusai [15, 16] 

a) inverzió; b) rotáció; c)-d) katalitikus folyamatok 

 

Az oximok E/Z izomerizációját mindhárom halmazállapotban vizsgálták elméleti 

és kísérletes módszerekkel. Az acetaldoxim és a fenilacetaldoxim Z izomerként 

kristályosodik [17], majd oldódás után mint az E és Z izomerek keveréke található. 

Acetaldoxim esetén 40 °C-on arányuk 40 : 60, a számított energiagát az izomerek között 

0,27 kcal/mol; a fenilacetaldoxim 54 : 46 arányú izomerelegyként található oldatban, 

köztük 0,1 kcal/mol nagyságú számított energiagáttal. [18] A nagyon kis energiagáttal 

jellemezhető izomerizációs átmenetek spontán bekövetkeznek. A jelentősen csökkent 

energiakülönbséget oldatban/folyadékfázisban az oldószerpolaritásnak, savak és bázisok 

hatásának, illetve asszociációs jelenségeknek tulajdonítják. [19-22] Az oldószerrel való 
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H-hidak kialakulásának lehetősége nagyban befolyásolja az izomerek arányát az adott 

oldatban. [20] NMR vizsgálat alapján heptánban 33 : 67 volt az acetaldoxim E és Z 

izomerek aránya, míg deutérium-oxidban ugyanez az arány 56 : 44; ennek oka a 

heptánban való intramolekuláris H-hidak általi önasszociáció lehetősége és a deutérium-

oxid oldószerrel való H-hidak kialakulása. Az E/Z egymásbaalakuláshoz vízben 13 

kcal/mol, széntetrakloridban 16 kcal/mol szükséges. [22] A para-metoxi-

benzaldehidoxim esetén a savkoncentráció szerepe döntő az átalakulásban: magas 

savkoncentrációnál hidrolízis és izomerizáció párhuzamosan végbemegy, ha alacsony a 

protonkoncentráció csak a hidrolízis következik be. [23] Az E/Z izomerizáció mellett az 

oximvegyületeknél tautoméria is lehetséges nitron vagy nitrozo vegyületekké. [24, 25] 

 Számos biológiailag aktív vegyület esetében előfordul az oximcsoport E/Z 

izomériája, a két izomer között különbség található a hatás tekintetében. [26-28] A 

Magyar és Európai Gyógyszerkönyv is több, oxim-típusú vegyületet ír le. A cefepim 

dihiroklorid monohidrát [29], a cefixim [30], a cefpodoxim proxetil [31], a ceftazidim 

pentahidrát [32], a ceftriaxon nátrium [33], a cefuroxim axetil [34], a cefuroxim nátrium 

[35] és a fluvoxamin maleát [36] esetén a Z izomert tartják nyilván a hatóanyagként, az 

E izomer szennyezőként szerepel, határértéke 0,2 – 1,0 % között megengedett. A 

roxitromicin [37] esetén az E izomer az engedélyezett forma, a Z izomert szennyezőként 

0,5%-ban tartalmazhatja. A Gyógyszerkönyvben a szennyező izomer kimutatására és 

mennyiségi meghatározására HPLC módszert adnak meg. Kizárólag a norgesztimát 

esetén törzskönyvezett az E és Z izomerek keveréke, 1,27 – 1,78 arányban, szintén HPLC 

módszerrel állapítható meg a két izomer aránya. [38] (6. ábra) 
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6. Ábra: A fluvoxamin (a) és a norgesztimát (b) E és Z izomerei 

 
 Az irodalomban elérhető néhány ekdiszteroid oxim NMR adatainak leírása, az α 
13C atom kémiai eltolódás különbségét felhasználva az egyes izomerekben az E/Z 

konfiguráció megállapítható. [39] 20-hidroxiekdizon-oxim, ennek diacetonid és 14,15-

anhidro származékai esetén az oxim OH csoportjához α pozícióban található metilén 13C 

atom kémiai eltolódása alapján állapították meg a konfigurációt. [40] Anti állásban ez a 

kémiai eltolódás 42,6 – 49,5 ppm között, míg syn állásban 37,9 – 38,2 ppm között adódott. 

A 20-hidroxiekdizon-O-(2-klórpiridin-5-ilmetil)oxim esetén az E izomerre 

deuteropiridinben 42,2 ppm-et, deuterometanolban 42,6 ppm-et mértek a CαH kémiai 

eltolódására. [41] A 20-hidroxiekdizon C-20 oxo származékából képzett oxim esetén 

röntgendiffrakcióval állapították meg a C-20 oxim vegyület oximcsoportjának 

konfigurációját. [42] A 20-hidroxiekdizon 2,3;20,22-diacetonid 6-oxim és oximéter 

származékainak vizsgálata során a Cα Δδsyn-anti paraméterekre C-5 13C atom esetén 5,2 

ppm különbséget, a C-7 13C atom esetén 7,5 ppm különbséget mértek. [43] 

 A kémiai eltolódás összehasonlításán felül a NOE-térközelségek is nagy 

jelentőséggel bírnak a konfiguráció eldöntésében. Oximok esetén az OH csoport 
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hidrogénje és a CαHn közötti korreláció eldöntheti az oximcsoport konfigurációját. A 

C=N kötés azonos oldalán elhelyezkedő hidrogének NOESY vagy ROESY 

keresztcsúcsot adnak. [44] (7. ábra) Mind oximok, mind oxim-éterek esetén széleskörűen 

alkalmazták a NOESY és ROESY NMR kísérleteket. [45-48] Módszer használhatóságát 

oximok esetén limitálja az OH cseréje az oldószer OD vagy ND atomjaival. 

N

OH

R'

R

 <4Å 

N

OHH

R'

 <4Å 
a) b)

 

7. Ábra: A konfiguráció meghatározásának szempontjából fontos NOE-térközelségek  

a) aldoximok és b) ketoximok esetén 

 

 

1.1.3. Szkvalén-konjugátumok 

 Nanoméretű asszociátumok előállításával az adott gyógyszervegyületek több 

tulajdonsága javítható: kontrollált felszabadulás és eloszlás, abszorpciónövelés vagy 

védelem a vegyület degradációjával szemben. [49] 

A szkvalén-linker oldallánc jelenlétével az adott gyógyszermolekula prodrugként 

viselkedik. [50] Az általunk vizsgált vegyületekben az aktív vegyület és a szkvalén lánc 

között szebacinsav (8. ábra: X=CH2) vagy diszulfidhidat (8. ábra: X=S) tartalmazó 

analógja található. A szkvalén molekularész az önrendeződésért és a biológiailag aktív 

vegyület védelméért felelős a szervezet káros hatásaival szemben, míg a linker egység (= 

összekötő molekularész) az intracelluláris felszabadulásban játszik szerepet. [51, 52] 

Amennyiben a kapcsolat a linker és a gyógyszermolekula között pH érzékeny, ez a 

tulajdonság felhasználható az aktív vegyület célzott felszabadulásához a tumorsejtek 

savas belső környezetében. [53] A diszulfidhidat tartalmazó vegyületek különösen 

előnyösek a szabad gyógyszermolekula célzott hatóanyagfelszabadulása szempontjából. 

A rákos sejtekben jelenlevő megnövekedett glutationkoncentráció hatására hasad a linker 

régió, majd tiolakton kilépése közben szabaddá válik a gyógyszermolekula. [54] (8. ábra) 
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8. Ábra: A szkvalén-linker oldallánc lehasadásának feltételezett mechanizmusa [54]; 

GSH=glutation 

 

 Számos esetben előállították a szkvalenoilált származékait rákellenes [52, 55, 56], 

antibiotikus [57] és antivirális [58] vegyületeknek és igazolták ezek előnyös 

tulajdonságait. 

 A szkvalén egy aciklusos triterpén (C30), hat izoprénrészből épül fel, a harmadik 

és negyedik izoprénegység között láb-láb, a többi egység között fej-láb illeszkedéssel. 

[59, 60] Bioszintézise két farnezilegységből valósul meg, ezek láb-láb 

összekapcsolódásával. Minden terpenoid esetén a kettőskötések mentén az E 

konfiguráció van jelen. A környezettől függően többféle konformáció létezik. Apoláros 

oldószerekben a kitekeredett, szimmetrikus formája található, míg poláros oldószerekben, 

víztartalmú közegekben feltekeredett vagy szteroidszerű konformációban. [61, 62] (9. 

ábra) Ezt a tömörebb szerkezetet hidrofób kölcsönhatások stabilizálják, a kettős kötések 

védve helyezkednek el az oldószerrel szemben. [63] Szteroidszerű konformációban képes 

a membránba diffundálni [64] és ugyancsak ez a konformáció a fontos amikor a 

szkvalénból történik a koleszterin és egyéb szteránvázas vegyületek bioszintézise [65]. 

Emellett magának a szkvalénnek is rákmegelőző és kemoprotektív hatást tulajdonítanak. 

[66] 
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9. Ábra: A szkvalén szerkezete a) kitekeredett konformáció; b) feltekert konformáció; 

 c) szteroid-szerű konformáció;  

a páros és páratlan izoprén egységek különböző színnel jelölve 

 A szkvalén-konjugátumok vizes közegben változatos szupramolekuláris 

rendszereket alkothatnak. [67] (10. ábra) Micellás/liposzómás asszociátumra példa a 

gemcitabin-monofoszfáttal képzett konjugátum [68], kettősrétegű lamellás 

nanorészecskére a timidin-konjugátum [67]. A doxorubicin esetén többféle 

szupramolekuláris rendezettség létezik, egyik a megnyúlt „nanospagettinek” nevezett 

rendszer. [69] Az inverz köbös (2’,3’-dideoxicitidin-szkvalén konjugátum) [70] és 

hexagonális rendezettségű részecskék (gemcitabin-szkvalén-konjugátum) [71] képesek a 

membránba épülni. Rövidtávú rendezettséget, amorf struktúrát mutat a penicillin [57] 

szkvalénnal képzett származéka. 
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10. Ábra: Szkvalén-nukleozid konjugátumok szupramolekuláris szerkezete [67] 

Az egyes konjugált vegyületek és ezek szupramolekuláris szerkezete azonos színnel 

jelölve 

 A dolgozatomban tárgyalt szkvalén konjugátumok közül az 1b és 1c vegyületek 

nanorészecske képzését vizsgálták DLS és TEM módszerrel. (szerkezetük a 35. oldal 18. 

ábráján látható) [72] (11. ábra) A DLS vizsgálatok során monodiszperz 

képződményekként azonosították ezeket, 1b vegyületre kb. 200 nm hidrodinamikai 

átmérőt állapítottak meg, 1c vegyületre kb. 370 nm-t. Hetero-nanorészecskékben is 

vizsgálták a származékokat, doxorubicin-szkvalén konjugátummal közösen képzett 

rendszerek hidrodinamikai átmérője kis eltérést mutatott a homo-nanoasszociátumokhoz 

képest, kb. 190 nm és 300 nm átmérőjű részecskék keletkeztek. A TEM vizsgálatok során 

szintén tömör récsecskékként jelentek meg, kissé csökkent átmérővel a homo-

nanoassziátumok és közel hasonló átmérővel a hetero-nanopartikulák. 
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11. Ábra: 1c TEM képe; a) homo-nanorészecske-képzés; b) hetero-nanorészecske-

képzés doxorubicin-szkvalén konjugátummal [72] 
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1.1.4. β-Peptidek 

 A foldamerek olyan biomimetikus polimerek, amelyek képesek önrendeződéssel 

szabályos másodlagos szerkezetet kialakítani másodlagos kötőerők segítségével. [73, 74] 

A hagyományos α-peptidekkel szemben a peptidomimetikus foldamerek előnye a 

nagyobb stabilitás proteolízissel/metabolizmussal szemben és a jobb 

membránpermeabilitás. [75, 76] A peptidomimetikus foldamerek egyik legfontosabb 

képviselői a β-peptidek. A β-peptidek β-aminosavakból épülnek fel, amelyekben az 

aminocsoport a β-szénatomhoz kapcsolódik. Az α- és β-szénatom változatosan 

szubsztituálható, amellyel nagyfokú szerkezeti diverzitás érhető el, és ez a konformációs 

viselkedést is döntően befolyásolja. [77, 78] Megkülönböztethetünk β2-, β3-

monoszubsztituált, β2,3-diszubsztituált aminosavakat, ez utóbbin belül léteznek a ciklusos 

β-aminosavak, amelyek igencsak jelentősek az önrendeződő β-peptidek körében. [79] 

(12. ábra) 
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 12. Ábra: a)A β-peptidek gerincét leíró torziós szögek Balaram konvenció 

szerint [80]; b) a β-peptidek szubsztitúciós mintázatai; c) ciklusos aminosavak 

lehetséges konfigurációs izomerjei az ACHC példáján 
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1.1.4.1. A β-peptidek másodlagos szerkezete 

A β-peptidek nagyfokú konformációs stabilitással rendelkeznek, így rövidebb 

szekvenciák képesek az α-peptidekkel azonos rendezettségi fokot felvenni. Figyelembe 

véve az újonnan megjelenő θ szöget, ennek ellenkezője lenne várható. A három torziós 

szög jelenlétével megnő a konformációs tér, a csökkent önrendeződés a kedvező az 

entrópianövekedéshez. Azonban a monomerszintű lokális konformációs preferenciák 

ellensúlyozzák az entrópiaveszteséget, így mégis a rendezett szerkezetek a kedvezőbbek, 

főként a ciklusos β-aminosavakból felépülő peptidláncok esetén. [81-84] Másodlagos 

szerkezetként hélixek, redőket létrehozó szálak és kanyarszerkezetek jöhetnek létre. [85] 

Különböző helikális rendszerek képződhetnek: H14 [86, 84], H12 [81, 77], H10/12 [87, 

88, 77] és H14/16 [89] hélixek, a H-hidas kölcsönhatások által képződött pszeudogyűrűk 

tagszáma szerint. [90] (13. ábra) 
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13. Ábra: A β-peptid hélixek nómenklatúrája a H-hidak által kialakított pszeudogyűrűk 

szerint [90] 

 A rendezett hélix vagy kanyar szerkezethez gauche konformáció szükséges a Cα-

Cβ kötés mentén (θ szög). A szubsztituált aminosavakban korlátozott a konformációs 

szabadság, az alkilszubsztitúció esetén az anti konformációban és a ciklusos β2,3-

diszubsztituált aminosavak esetén a legkifejezettebb a gauche állású konformer. [81, 91] 

Gyűrűs β-aminosavak esetén a transz konfiguráció a helikális másodlagos szerkezetnek 

kedvez, a cisz konfiguráció homokirális rendszerekben a kitekeredett konformációt segíti 

elő. [90] A gyűrűméret meghatározza a pontos θ torziós szöget, amely adat befolyásolja 

a képződő hélix típusát. [81] A gauche konformációt továbbá a karbonil szénatom és az 

amid nitrogén parciális töltései között kialakuló elektrosztatikus kölcsönhatás is 

stabilizálja az adott β-aminosav egységen belül. [92]         
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 A H14 hélixet az NHi – C=Oi+2 H-híd stabilizálja, az α-hélixekhez képest 

szélesebb átmérővel és monomerenként kisebb menetemelkedéssel rendelkeznek, egy 

fordulatban három aminosav szerepel. A C=O és NH csoportok az N és C-terminálisok 

felé mutatnak, nettó dipólust okozva. [93] A H12 hélixek az NHi – C=Oi-2 H-hidas 

kölcsönhatás által jönnek létre, átmérőjük nagyobb az α-hélixeknél, nyújtottabb 

konformációt alkotnak, egy fordulatban 2 és fél aminosav található. A C=O és NH 

csoportok orientációja a természetes α-hélixekkel azonos. [81] A H-10 hélixek esetén a 

H-hidak (NHi – C=Oi+1 ) orientációja megegyezik a H14 hélixekkel. [94] A H8 hélix H-

hidai a NHi – C=Oi-1 csoportok között létesülnek. [90] A H10/12 hélix egy alternáló 

rendszer, a H-hidak orientációi is váltakozva jelentkeznek. [87, 88] Utóbbi három 

hélixtípus is nyújtottabb, kisebb átmérőjű másodlagos szerkezet az α-hélixxel 

összehasonlításban. (14. ábra) 

 

14. Ábra: A természetes aminosavakból felépülő α-hélix és a β-peptidek gyakoribb 

helikális szerkezetei [95] 
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1.1.4.2. A vizsgált vegyületeket felépítő β-aminosavak 

 A transz-ACHC (transz-2-aminociklohexánkarbonsav) az egyik leggyakrabban 

használt építőegység H14 hélixek előállításához. Már 4 aminosavat tartalmazó 

szekvencia esetén létrejön a rendezett hélikális szerkezet. [86] Ebben az egységben a θ 

szög 55°, amely elősegíti a gauche konformáció kialakulását. Kis hányadú ACHC-t α-

peptid szekvenciába építve máris H14 hélix figyelhető meg. [96] A cisz-ACHC alternáló 

heterokirális sztereokémiai mintázat esetén H10/12 hélixtípust azonosítottak, amely 

poláros oldószerekben önasszociációt mutat. [87] (15. ábra) 

 

15. Ábra: a) Transz-ACHC egységekből felépülő hexamer háromdimenziós szerkezete [97] 

b) Cisz-ACHC egységekből alternáló heterokirális sztereokémiai mintázat esetén felépülő 

H10/12 háromdimenziós szerkezete [87] 

 A diexo-ABHEC (diexo-3-aminobiciklo[2.2.1]hept-5-én-2-karbonsav) egység 

esetén a 2S,3R vagy 2R,3S izomerekből felépülő szekvenciákban szálszerű másodlagos 

szerkezetet azonosítottak az NHi – CβHi+1 és az NHi – CβHi-1 NOE térközelségek alapján. 

[98] Abban az esetben, ha felváltva szerepeltek a fenti aminosavegységek a 

peptidláncban, az NHi – C=Oi H-hidak kialakulásával egy kanyarulatos-szálszerkezet 

alakult ki. [99] Szintén alternáló tetramerek és hexamerek esetén körszerű hajlat alakult 

ki konformációként, kizárva a kis átmérőjű hélixek képződését. [87] (16. ábra) 
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16. Ábra: A diexo-ABHEC hexamer háromdimenziós szerkezete alternáló heterokirális 

sztereokémiai mintázat esetén [87] 

Az oxanorbornén származékok - diexo-3-amino-7-oxabiciklo[2.2.1]hept-5-én-2-

karbonsav (diexo-AOBHEC) – már dimerként is rendezett struktúrát vesznek fel, 8-tagú 

H-hidas pszeudogyűrű létrejöttével a H8 hélix azonosítható. [100] (17. ábra) 

 

17. Ábra: A diexo-AOBHEC dimer háromdimenziós szerkezete [100] 
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1.1.4.3. Módszerek a β-peptidek konformációjának vizsgálatában 

 Az NMR spektroszkópiai módszerek mellett cirkuláris dikroizmus 

spektroszkópiai és röntgenkrisztallográfiai módszerekkel vizsgálható a β-peptidek 

másodlagos szerkezete. A dinamikus fényszórásmérés és elektronmikroszkópos 

technikákat a harmadlagos szerkezet, az önasszociáció felderítésében használjuk. 

 Az NMR spektroszkópiai vizsgálatok esetén oldatban jelen levő konformációról 

tájékozódhatunk. Néhány mM koncentrációban történik a mérés, a kontrollálatlan 

aggregáció elkerülésének érdekében. Már a 1H NMR spektrum jellemző a rendezettség 

jelenlétére: az amid NH jelek megfelelő eloszlása a spektrumban a szabályos rendezett 

szerkezetek esetén látható, az átfedő jelek a random szerkezetek esetén fordul elő. Még a 

homooligomerek esetén is jól megkülönböztethetők az amid NH jelek. Ez a jelenség az 

α-peptidek esetén is jellemző. A gerincjelek hozzárendelése a hagyományos kismolekulás 

jelhozzárendelések elkészítéséhez hasonlóan történik, COSY, TOCSY, ROESY 

módszerek alkalmazásával. Az amid NH hidrogének 8,5 – 7,5 ppm között, a CβHn 

hidrogének 4,2 – 3,5 ppm között, a CαHn hidrogének 3,5 – 2,5 ppm között jelentkeznek. 

A NOE-kölcsönhatások nagyon hasznosak a másodlagos szerkezet meghatározásában, a 

karaktersztikus keresztcsúcsok által definiálhatók a rendezett állapotban közel kerülő 

molekularészek és a hélix típusa. A következő NOE-térközelségek jellemzők az egyes 

helixekre: H14: NHi – CβHn
i+3, NHi – CβHn

i+2, CαHn
i – CβHn

i+3; H12: NHi – CβHn
i-3, CαHn

i 

– CβHn
i-3; H10: NHi – CβHn

i+2, NHi – CβHn
i+1, CβHn

i – CαHn
i+2. Az amid NH csoport 

hidrogénatomjai könnyen cserélnek az oldószer deutériumatomjaival. Rendezett 

konformerekben, ha H-hídban található az adott csoport, az oldószerrel szemben nehezen 

hozzáférhető, így a csere lassúvá válik. Minél stabilabb a kialakult másodlagos szerkezet, 

annál lassabban megy végbe a csere. Random szerkezetben a szabad amid NH-k könnyen 

hozzáférhetők az oldószer számára, így cseréjük deutériumatomra gyorsan, akár azonnal 

megtörténik beoldás után. Ezen vizsgálatokat CD3OD-ban végezzük.  

 A cirkuláris dikroizmus technikát a távoli UV tartományban (250 – 178 nm) 

alkalmazhatjuk β-peptidek vizsgálatához, az optikailag aktív amidcsoport elnyelése 

ebben a tartományban jelentkezik. A H14 hélixre jellemzőek a kb. 215 és 195 nm-nél 

fellépő ellentétes előjelű sávok. Balmenetes hélix esetén a maximum található a kisebb, 

a minimum a nagyobb hullámhosszértéknél.[90] Jobbmenetes hélix esetén ez ellentétesen 
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látható. A H12 hélixek CD spektrumában szintén megjelenik a 205 nm és 190 nm közeli 

sáv, de a H14 hélixxel ellentétes előjellel az adott jobb- /balmenetes szerkezetek esetén. 

Emellett az n → π* átmenetre jellemző negatív előjelű sáv 220 nm értéknél 

karakterisztikus a H12 hélixre. [90] A H10 helikális szerkezetek a H14 hélixekhez 

hasonló spektrumot szolgáltatnak, de kisebb intenzitású CD sávokkal. [94] A H10/12 

helikális rendszerekben az amidkötések kétféle orientációja miatt kisebb helikális dipól 

keletkezik, így CD sávjaik szintén kisebb intenzitásúak, rendszerint csak a 205 nm közeli 

sáv detektálható. [90]   

 A DLS és TEM technikák esetén a nanoméretű asszociátumok vizsgálhatók, így 

a kialakult szupramolekuláris szerkezetek, mint micellák, nanoszálak. A PFG-NMR 

módszerekkel (pl. DOSY) az adott részecske diffúziós koefficiense határozható meg, 

amelyből a hidrodinamikai sugár számítható. Ez összehasonlítva a szabad, nem 

asszociálódott molekula hidrodinamikai sugarával kiszámítható az asszociátumban 

résztvevő egységek száma. 

 Röntgenkrisztallográfiai vizsgálat során a kristályos mintából kapható információ 

a másodlagos szerkezetről. [101, 102] Az egykristály előállítása limitáló tényező  a 

módszer használhatóságának szempontjából. Főként nanoméretű asszociátumok esetén 

válik nehézzé/ lehetetlenné a vizsgálathoz szükséges egykristály előállítása. 
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1.2. Szerkezetfelderítés NMR és ECD spektroszkópiával 

1.2.1. A szerkezetmeghatározás stratégiája 

 Az egydimenziós NMR spektrumokban az egyes jelek kémiai eltolódása alapján 

tájékozódhatunk az adott csoport hibridizációjáról, a szomszédos atomok/funkciós 

csoportok hatásáról. A vicinális és geminális csatolások segítségével szintén a 

környezetről kapunk információt, a konnektivitás mellett a protonok relatív térhelyzetére 

is következtethetünk. A 1H NMR spektrumokban a megfelelő felvételi beállításokat 

alkalmazva az integrált intenzitás értékek kvantitatív adatot szolgáltatnak a jelet adó 

atommagok relatív számáról. A mindennapi NMR spektroszkópiai szerkezetfelderítésben 

leggyakrabban használt magok a 1H, a 13C és a 15N. A két és többdimenziós mérések 

felhasználásával további tájékoztatást nyerünk az egyes atomcsoportok 

konnektivitásáról, konfigurációs, konformációs és dinamikus tulajdonságairól. Azonos 

magfajták közti kölcsönhatás feltérképezésekor homonukleáris, különböző magfajták 

kölcsönhatásának vizsgálatakor heteronukleáris mérési módszerekről beszélhetünk. A 

kölcsönhatások kiépülhetnek direkt módon, kötő elektronok által, illetve téren keresztül, 

dipól-dipól kölcsönhatásokkal.  

 

1.2.2. NMR technikák a szerves szerkezetfelderítésben 

 Az egy kötésen keresztül kapcsolódó 1H és X (leggyakrabban 13C, 15N) atomok 

felderítésére alkalmazzuk a HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence), HMQC 

(Heteronuclear Multi Quantum Coherence) módszereket az egy kötésen keresztüli 

csatolásra optimalizálva (1H – 13C esetén kb. 145 Hz). A HSQC módszer 

pulzusszekvenciájában INEPT vagy reverz INEPT elemek felelősek a mágnesezettség 

átviteléért a hidrogénről a másodlagos magtípusra. A t1 várakozási idő után egy retro-

INEPT szekvenciaelemmel történik a mágnesezettég visszatérése az 1H magokra, majd 

innen detektáljuk a jelet folyamatos X mag lecsatolás mellett. [103] A gradiens NMR 

módszer megjelent a HSQC és más NMR technikákban is, ezen elemek 

pulzusszekvenciába való beépítése számos előnyt szolgáltat: pl. rövidebb mérésidő, 

artefakt jelek csökkenése, fázis-ciklizáció kihagyható, 1H-12C/1H-14N nem kívánt 

mágnesezettség elnyomása. [104-107] Az editált HSQC mérés során kapott spektrumban 
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ellentétes fázisban láthatók a CH/CH3 és a CH2 jelek, ennek megvalósítása történhet 13C 

z-szűréssel, echo-antiecho módszerrel vagy PEP-módszerrel. [108]  

 A HMBC módszer esetén a három- és két kötésen keresztüli korrelációkat 

detektálhatjuk, a kísérlet a multiple-quantum-coherence technikán alapszik. [109] A 

direkt, egy kötésen keresztüli kölcsönhatások minimalizáláséért egy low-pass J-filtert 

(aluláteresztő szűrő egy kötésen keresztüli csatolási állandókra optimalizálva) 

alkalmaznak. [110] A három kötésen keresztüli 1H – 13C csatolások 0 – 14 Hz széles 

tartományban helyezkednek el, ezért általában egy köztes 7 – 8 Hz-es értékre állítva 

végezzük a kísérleteket. 

 A homonukleáris COSY módszer esetén a spektrum diagonális csúcsából 

kiindulva az egyes hidrogének a csatoló partnerekkel korrelációt mutatnak. [111] 

Újabban a Double-quantum filtered COSY (DQF COSY) használatos, amely kiküszöböli 

a diagonális diszperzív jeleit, így az átlóhoz közel eső keresztcsúcsok is fejthetővé válnak, 

és a jelek finomszerkezete is láthatóvá válik, amely megengedi a csatolási állandók 

mérését. [112]    

 A szintén homonukleáris TOCSY technika hasonló a COSY mérésekhez, ám ez 

spinlock (pulzusszekvencia elem, amely alatt a mágnesezettség az x-y síkban vagy a z 

tengely mentén tartható) körülmények között zajlik, így a teljes csatoló spinrendszer 

korrelációt mutat, amíg egy heteroatom/kvaterner szénatom meg nem szakítja azt vagy a 

közel 0 Hz csatolási állandó miatt lehetetlenné válik a mágnesezettség továbbterjedése. 

[113] Hasonlóan a COSY kísérlethez, egy 90°-os 1H gerjesztő pulzus után a 

mágnesezettség kifejlődik a t1 várakozási idő alatt. Ám míg a COSY esetén itt a 

kiolvasópulzus következik, a TOCSY kísérletben egy spinlock blokk szerepel, amely egy 

izotróp keverést tesz lehetővé. [114] Hosszabb keverési idő alkalmazásával, több kötésen 

keresztüli korrelációkat detektálhatunk a spinrendszerben. A TOCSY mérés 

egydimenziós formában is alkalmazható, ekkor egy adott jelet a 1H spektrumban 

szelektíven besugárzunk, majd a vele egy spinrendszerben szereplő hidrogénatomok jelei 

jelennek meg a spektrumban. [115] 

 A NOESY és ROESY méréstechnikák esetén a mágnesezettség átvitele az egyik 

magról a másikra téren keresztüli, dipól-dipól kölcsönhatásokon keresztül történik. [116] 

Itt is egy diagonális található a spektrumban, a diagonálison kívül eső korrelációk 
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mutatják meg az egymással 5Å térközelségen belül elhelyezkedő hidrogénatomokat. 

Mivel a keresztcsúcsok térfogati integrálja a távolság -6. hatványával arányos, így 

kvantitatív módon használható az egyes hidrogénatomok térközelségének 

meghatározására. [117] Az 500-600 Da molekulatömeghez közeli molekulák esetén nem 

használható a NOESY módszer, mivel ebben a tartományban vált előjelet a NOE % érték 

és az intenzitásváltozás közel 0. Ebben az esetben a ROESY kísérletet alkalmazzuk. A 

rotációs korrelációs idő a molekulatömeg mellett függ az alaktól és a viszkozitástól is. A 

kétdimenziós homonukleáris szekvenciákhoz hasonlóan itt is egy 90°-os gerjesztő pulzust 

alkalmazunk, majd t1 várakozási idő alatt kifejlődik a mágnesezettség. Itt egy spinlock 

szekvenciaelem után történik a FID kiolvasása. A NOESY technika esetén a t1 várakozási 

idő után egy 90°-os pulzus longitudinális (z-irányú) mágnesezettséget hoz létre, amely a 

NOE keverési idő alatt dipoláris keresztrelaxáció vagy kémiai kicserélődés által 

tovaterjed, majd egy újabb 90°-os pulzus után történhet a detektálás. Egyes magok 

szelektív gerjesztésével létezik egydimenziós NOESY és ROESY kísérlet is, ahol az 

egydimenziós spektrumban az 5Å távolságon belüli jelek szenvednek intenzitásváltozást. 

[118, 119] 

 A DOSY technikával, mint PFG (pulsed field gradient) technikával a molekulák 

transzlációs diffúziójának mérésére van lehetőség. [120] Minden molekula rotációs 

(Brown-mozgást) és transzlációs mozgást (diffúzió) végez, a diffúziós állandó az 

Einstein-Stokes egyenlettel írható le (2. egyenlet): 

 

D= diffúziós állandó (m2/s) 
k= Bolzmann-állandó (K/J) 
T= hőmérséklet (K) 
η= viszkozitás (Pa×s) 
rs= hidrodinamikai sugár (m). 

 

Amennyiben a vizsgált részecske összemérhető az oldószermolekula 

hidrodinamikai sugarával, a nevezőben 6 helyett 4-et használunk. 

(2) 
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A gradiens segítségével az adott molekula térbeli helyzete meghatározható, majd 

ha elmozdul a diffúziós idő alatt, ez egy második gradienssel kiolvasható. [121, 122] A 

jelintenzitás csökken a diffúziós idő, a gradiens erősség és a gradiens hosszának 

függvényében. Nagyon fontos tényező a gradiens linearitása és állandósága a minta teljes 

magasságában. Emellett a minta állandó hőmérsékletét is biztosítani kell, ha nem azonos 

az NMR cső alsó és felső részében a hőmérséklet, egész oldatrészletek elmozdulását 

generálja (konvekció) és változást okoz a viszkozitásban, ami befolyásolja a mérés 

eredményét. A pszeudo 2D spektrumban az F2 dimenzióban a 1H spektrum található, az 

F1 dimenzión leolvasható a diffúziós koefficiens. Egy sorban egy molekula/asszociátum 

jelei jelennek meg. Innen az Einstein-Stokes egyenlettel kifejezhető a hidrodinamikai 

sugár vagy belső referenciát használva kiszámítható ugyanúgy a hidrodinamikai sugár 

vagy a molekulatömeg (3. és 4. egyenlet) [123, 124]: 

 

Ds= ismeretlen diffúziós állandója 
Dref= belső referencia diffúziós állandója 
rref= belső referencia hidrodinamikai sugara 
rs= ismeretlen hidrodinamikai sugara 
Mref= belső referencia molekulatömege 
Ms= ismeretlen molekulatömege 

NMR vizsgálatok során gyakran szükségessé válhat az oldószerjelek elnyomása, 

amikor a nem-deuterált oldószermolekulák sokszoros koncentrációban találhatók a 

vizsgált vegyülethez képest. Peptidek vizsgálata során az amid NH és a deutérium-oxid 

általi NH – ND cseréjének elkerülésére H2O/D2O (90:10 vagy 95:5 térfogatarányú) 

elegyét alkalmazzuk, itt a H2O akár több tíz- vagy százezerszeres mennyiségben lehet 

jelen a mintában a peptidhez képest. Az oldószerelnyomás legismertebb módszerei a 

preszaturáció (jelek telítése a kísérlet előtt) vagy a PFG alapú WET [125], a Watergate 

[126, 127] és az excitation sculpting [128]. 

 Az NMR spektroszkópiában folyamatos újításokat eszközölnek a minél jobb 

felbontás és nagyobb érzékenység érdekében. Az érzékenység (jel/zaj arány) a következő 

egyenlettel írható le (5. egyenlet) [117]:  

(3); (4) 
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Jel/ Zaj ~ c exc det
3/2 B3/2 (NS)1/2 T2 T-1 (G Q Tc

-1c2
-1) 

 
c= koncentráció 

exc=gerjesztett mag giromágneses 
állandója 

det= detektált mag giromágneses 
állandója 
B=statikus mágneses tér 

NS=akkumulációk száma 
T2=spin-spin relaxációs idő 
T=hőmérséklet 
G=mérőfejre jellemző állandó 
Q=mérőfej jósági faktora 
Tc=mérőtekercs hőmérséklete 
c2=előerősítő zajfaktora 

 
Az egyenletből következően növelhetjük az érzékenységet a koncentráció 

növelésével, erre, ha nem áll rendelkezésre megfelelő anyagmennyiség, lehetőségünk van 

speciális Shigemi-csövek és kapilláris mérőcsövek alkalmazásával kisebb 

térfogatmennyiségben végezni a méréseinket. További mód az akkumulációk számának 

növelése, amely azonban nagy mértékben növelheti a mérésidőt. Érdemes az 

érzékenyebb, nagyobb giromágneses állandójú magon gerjeszteni és detektálni. A 

protondetektálással kapott spektrumokat inverz spektrumoknak is nevezzük régebbi 

nómenklatúra szerint. A hardverben a G és Q faktor a mérőfej kialakításának 

optimalizálásával növelhető. Szupravezető mágnesek tökéletesítésével egyre nagyobb B 

statikus mágneses térrel rendelkező készülékeket sikerült gyártani. [129] A héliummal 

hűtött mérőfej esetében jelentős érzékenységnövekedést érhetünk el az adó- és 

vevőtekercs, illetve az előerősítő hőmérsékletének csökkentésével. A tekercseket, illetve 

az előerősítőt héliumgáz segítségével egy zárt hűtési rendszerrel tartják 16 K, illetve 77 

K-en. Külön kihívás megfelelő szigetelés megoldása, mivel a hűtött részek és az általunk 

meghatározott hőmérsékleten (kb. szobahőmérséklet) tartott mintánk között mindössze 

néhány mm a távolság. Könnyebben és kisebb költségekkel telepíthető a folyékony 

nitrogén elpárologtatásával hűtött mérőfej (ProdigyTM mérőfej), amely napjainkban 

szintén széles körben kerül felhasználásra. 

A felbontás növelése szintén egy fontos irány az NMR spektrométerek és 

spektroszkópiai módszerek fejlesztésében. Az egyre nagyobb statikus mágneses térerővel 

bíró készülékek nem csak nagyobb érzékenységgel, hanem nagyobb felbontással is 

rendelkeznek. HSQC és HMBC spektrumok esetén a zsúfolt tartomány fejtése nehézkes, 

az elkülönülő jelekhez szükséges a nagyobb felbontás. A digitális felbontást a Hz per pont 

érték adja meg, tehát az indirekt 13C dimenzióban növelhető a felbontás az 

inkrementumok számának növelésével vagy a spektrumablak csökkentésével. Az 

inkrementumok számának növelése nagymértékben növeli a mérésidőt, ezért csak 

(5) 
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bizonyos határon belül növelhető. Az indirekt dimenzióban kisebb spektrumtartomány 

kiválasztása esetén számolnunk kell a tartományon kívül eső jelek visszahajlásával 

(„folding”), amely jelátfedésekkel zavarhatja a spektrumfejtést. Egy másik lehetőség a 

speciális pulzusszekvenciák alkalmazása. A sávszelektív módszerek drámai 

felbontásnövekedést okoznak az F1 dimenzióban, anélkül, hogy megjelennének a 

visszahajló jelek. A sávszelektív HSQC és HMBC pulzusszekvenciákban az egyik 90°-

os 13C pulzus helyett egy szelektív pulzust alkalmazunk, melyet formázott pulzusokkal 

valósítjuk meg. [130, 131] A lineáris predikció matematikai módszerekkel szintén növeli 

a felbontását a felvett spektrumnak: a FID felvett szakasza előtti vagy utáni adatpontok 

kiszámíthatók. A NUS (non uniform sampling) esetén a többdimenziós mérés t1 

inkrementumaiból egy meghatározott mintázat szerint kihagyunk, majd ezen 

adatpontokat matematikai módszerekkel helyreállítjuk a feldolgozás során. [132]  

 

1.2.3. ECD spektroszkópia a szerkezeti vizsgálatokban 

A CD spektroszkópia által gyorsan, egyszerű mintaelőkészítéssel nyerhető 

szerkezeti információ, a módszert elsősorban peptidek és fehérjék esetében alkalmazzuk. 

[133] Kiváló kiegészítője a nagyfelbontású módszereknek, mint az NMR 

spektroszkópiának és a röntgenkrisztallográfiának. A vizsgált vegyületnek optikailag 

aktívak, így a polarizált fény síkját elforgatják. Az optikailag aktív anyag által a két 

cirkulárisan polarizált fénysugár eltérő mértékben nyelődik el, áthaladás után 

amplitúdójuk különbözik, ezáltal elliptikusan polarizáltak lesznek. [117] A két 

fénynyalábra vonatkozó abszorpciós koefficiens különbséget mérjük a hullámhossz 

függvényében.  

A közeli UV tartományban (320 – 250 nm) az elnyelés az aromás oldalláncoktól 

származik (triptofán, tirozin, fenilalanin), ezek egymáshoz viszonyított helyzete 

befolyásolja a spektrumot, így a harmadlagos szerkezetről ad felvilágosítást. [134] 

A távoli UV tartományban (250–178 nm) az amidkromofórok okoznak 

abszorbanciát, ezek egymáshoz való térbeli elhelyezkedése befolyásolja a spektrumot, 

ezáltal a másodlagos szerkezetről nyerhetünk információt. 220 nm körüli sávok a π → π* 

átmenet miatt, a 190 nm körüli sávok az n → π* átmenet miatt láthatók a spektrumban. 

[134] 

  



 

31 
 

2. Célkitűzések 

PhD munkám során mesterséges önrendeződő rendszerek szerkezeti vizsgálata és 

a rendezett konformáció kialakulásának tanulmányozása volt a cél, elsősorban NMR 

spektroszkópiai módszerekkel.  

Első lépésként a megfelelő szerkezetek NMR jelhozzárendeléseit végeztük el. 

Megtörtént a szerkezetek igazolása és felderítésre kerültek az egyes atomcsoportok a 

molekulában, amely információt felhasználva ezek relatív helyzetének meghatározása is 

lehetővé vált a későbbiekben. 

A szkvalén-oldalláncot viselő ekdiszteroidok és ezek szabad ekdiszteroidjainak 

teljes jelhozzárendelését végeztük el, beleértve a diasztereotóp hidrogének 

megkülönböztetését. 

A szkvalén-oldallánc teljes jelhozzárendelésének elkészítése kihívást képező 

feladat volt. Az ismétlődő szerkezeti egységek egy-egy atomcsoportja nagyon hasonló 

kémiai környezetben helyezkedik el, így kémiai eltolódásuk is nagyon közel lesz 

egymáshoz, nehezen megkülönböztethetők; emellett még a szteroid jelekkel is átfedésben 

találhatók a spektrumban. Ezért célunk volt ennek megoldására a stratégia kidolgozása, 

felbontást növelő módszerek alkalmazása. 

Az ekdiszteroid vegyületek esetén további feladatokkal egészült ki a 

szerkezetvizsgálat. Az egyik vegyületsorozatban a szteroid molekularész oxim típusú 

volt, így az E/Z izoméria megállapítása is a feladatunk volt. A szteránváz esetén továbbá 

az A/B gyűrűkapcsolódás meghatározását is célul tűztük ki.  

A következő feladatunk a megfejtett szerkezetek leírása után, az önrendeződés 

vizsgálata volt. A szkvalén-konjugátumok esetén korábbi eredmények alapján egy vizes 

rendszerben képződő nanoasszociátumot vártunk. Kísérleteinkben szintén NMR 

spektroszkópiai módszereket alkalmaztunk. 

A β-peptidek esetén a gerincprotonok jelhozzárendelését írtuk le. Itt is célunk volt 

az önrendeződés vizsgálata, három különböző oldószerben, H2O/D2O 90:10 

térfogatarányú elegyében, CD3OH-ban és DMSO-d6-ban vizsgáltuk a β-aminosavakból 

felépülő pentamer rendszereket. E munka keretein belül megkülönböztettük a rendezett 

helikális és a rendezetlen/kis stabilitású rendezett szerkezeteket NMR spektroszkópiai és 

cirkuláris dikroizmus módszerekkel. 
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3. Módszerek 

3.1 NMR spektroszkópiai vizsgálatok 

3.1.1 Mintaelőkészítés, felhasznált anyagok 

Az ekdiszteroid vegyületek és konjugátumaik esetén 1-5 mg-ot oldottunk a 

vizsgált vegyületből 0,6 ml deuterált kloroformban. A β-peptidek esetén 4 mM 

koncentrációban állítottuk elő a vizsgálati oldatokat 0,5 ml térfogatban. A felhasznált 

NMR oldószerek a következők voltak: CD3OH, DMSO-d6 és víz (H2O/D2O 90:10 

térfogatarányú elegye). Az NH-ND cserélődés vizsgálatához CD3OD oldószert 

használtunk. A szkvalén-ekdiszteroid nanoasszociátum vizsgálatához deuterált acetonban 

készült törzsoldatból történt meg a vizsgált anyag bejuttatása D2O-ba, majd az aceton 

lepárlásával készült a minta, amelyet Shigemi-csőben mértünk. A szkvalén-konjugátum 

monomer diffúziójának vizsgálatát CD3OD oldószerben végeztük. A kísérleti oldatokat a 

szkvalén-konjugátum nanoasszociátumának kivételével mind 5 mm-es NMR-csőben 

vizsgáltuk. 

 

3.1.2 NMR felvételek 

NMR felvételeket kriofejjel felszerelt Bruker 950/239 MHz, 800/200 MHz és 

500/125 MHz, illetve hagyományos mérőfejjel rendelkező 400/100 MHz készülékeken 

végeztük. Minden kísérlet esetén a pulzusprogramokat a Bruker és a Varian 

szoftverkönyvtárából használtuk.  

Az ekdiszteroid vegyületek és származékaik esetén az 1D spektrumokat 64K 

adatpontból nyertük. 1H felvételekhez a 950 MHz térerősségű mérések esetén 7600 Hz, 

más térerejű mérések esetén 6500 Hz spektrumablak értéket, 64K adatpontot és 32 

ismétlést állítottuk be. A 13C felvételek esetén spektrumainkat 128K adatpontból, 64 

ismétlés után, 48000 Hz spektumablakkal nyertük; DEPTQ spektrumokat 64K 

adatpontból, 64 ismétlésből, 48000 Hz spektrumablak beállításokkal kaptuk. A 

kétdimenziós mérések esetén a HSQC paraméterek a következők voltak: spektrumablak 

az F2 dimenzióban: 7000 Hz vagy 7600 Hz (950/239 MHz); 2K x 128 vagy 2K x 4K 

(950/239 Hz) adatpont (t2 x t1). A HMBC méréseket 4000 Hz vagy 7600 Hz (950/239 

Hz) F2 spektrumablakkal és 2K x 256 vagy 16K x 8K (950/239 MHz) adatponttal (t2 x 
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t1) vettük fel. A sávszelektív HSQC és HMBC méréseket 2K x 128 (t2 x t1) adatpontból, 

a spektrumablakot a kérdéses spektrumrészlethez állítva vettük fel. A szelektív 1D 

ROESY mérések esetén a keverési idő 300 ms volt, 64 ismétlésből és 32K adatpontból 

nyertük a spektrumokat. A szelektív 1D TOCSY felvételekhez 128K adatpontot, 7600 Hz 

spektrumablakot és 8 ismétlést alkalmaztunk. Szelektív 1D mérések esetén klasszikus 

Gauss pulzust tartalmazott a pulzusprogram. A 2D sávszelektív HMBC kísérlet esetén az 

inverzióhoz adiabatikus chirp pulzus, a refókuszáláshoz Q3 pulzus (3 Gauss kaszkádja) 

szerepelt. A sávszelektív 2D HSQC módszer esetén az inverzióhoz adiabatikus chirp 

pulzust, a refókuszáláshoz adiabatikus chirp pulzust és Q3 pulzust használtunk. A DOSY 

kísérletekben (ledbpgp2s pulzusprogram) 7500 Hz F2 spektrumablakot állítottunk be, 

128 ismétlésből vettük fel a spektrumot a nanoasszociátum esetén, a monomer és a 

kalibráció esetén 16 ismétlést alkalmaztunk. 32K x 16 (t2 x t1) adatpontból készült a 

pszeudo 2D NMR mérés, a gradienshossz (δ) 1,5 – 2,0 ms, a diffúziós idő (Δ) 100 – 200 

ms volt. A gradienserősséget 2-98% között változtattuk lineáris skálán. A maximális 

gradiens erősség 5,35 G/mm a használt készüléken. A kalibrációhoz metanol-víz elegyet 

használtunk. A DOSY felvételeket 300,0 K hőmérsékleten végeztük, a hőmérséklet-

ingadozás 0,1 K-en belül volt. 

A β-peptidekkel végzett kísérletek során az 1H felvételeket 64 ismétlésből és 

12000 Hz spektrumablakkal vettük fel 64K adatpontból. A 2D TOCSY kísérletekhez 80 

vagy 120 ms keverési időt, 32 ismétlést, 7200 Hz spektrumablakot és 2K x 256 (t2 x t1) 

adatpont felvételét állítottuk be. A 2D ROESY mérésekhez 300 vagy 400 ms keverési 

időt, 32 ismétlést, 7200 Hz spektrumablakot és 2K x 256 (t2 x t1) adatpontot alkalmaztunk. 

A 2D COSY méréseket 16 ismétlésből, 7200 Hz spektrumablakkal és 2K x 256 (t2 x t1) 

adatpontból vettük fel. Az oldószerjel elnyomásához gradiens vízelnyomási szekvenciát 

használtunk: p3919gp (water suppression using 3-9-19 pulse sequence with gradients 

[127, 135]) és zgesp (water suppression using excitation sculpting with gradients [128]).  

 

3.1.3 NMR felvételek feldolgozása 

 A spektrumokat a TopSpin 3.5 szoftverrel dolgoztuk fel. A kémiai eltolódás 

értékeket δ skálán adtuk meg, referenciaként a maradék oldószerjelet használva: CDCl3: 
1H: δ= 7,27 ppm; 13C: δ=77,00 ppm; DMSO-d6: 1H: δ= 2,50 ppm; CD3OD/CD3OH: 1H: 

δ= 3,31 ppm; D2O: 1H: δ= 4,79 ppm. Az 1D spektrumok elemzéséhez a kémiai 
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eltolódások általános tudásanyagát és a 1H spektrumok esetén a proton-proton csatolási 

mintázatokat használtuk fel. Az egy- és kétdimenziós spektrumok elemzésével 

készítettük el a teljes jelhozzárendeléseket széles körben elismert stratégiák alapján [136, 

137].  

 

3.2 ECD spektroszkópiai vizsgálatok 

3.2.1 Mintaelőkészítés, felhasznált anyagok 

A vizsgálati oldatok 1 mM koncentrációban tartalmazták a felhasznált vegyületeket 

metanolban és vízben. A méréseket 0,1 cm vastagságú cilindrikus kvarcküvettában 

végeztük. A háttér felvételéhez a tiszta oldószert alkalmaztuk. 

 

3.2.1 ECD felvételek 

A CD felvételekhez Jasco J-1500 spektropolarimétert használtunk, méréseinket 298K 

hőmérsékelten végeztük. Minden spektrumfelvételt háromszor ismételtünk meg. 

 

3.2.2 ECD felvételek feldolgozása 

Minden CD görbét az adott oldószer referenciamintájával korrigáltunk. A feldolgozást a 

Jasco Spectra Manager szoftverével végeztük el. 
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4. Eredmények 

4.1 Ekdiszteroid vegyületek és szkvalén konjugátumaik szerkezetvizsgálata 

4.1.1. Szerkezetigazolás, teljes 1H és 13C jelhozzárendelés elkészítése 

 Értekezésemben két ekdiszteroid vegyület és ezek két-két különböző oldallánccal 

módosított származékainak vizsgálatát tárgyalom. (18. ábra) Először áttekintem az 1H és 
13C spektrumok megjelenését, ezek egyes tartományait minden vizsgált vegyületre 

vonatkozóan. Ezt követően az egyik származékot fogom példaként használni, ezen 

keresztül mutatom be a teljes jelhozzárendelés elkészítését és a szerkezet egyértelmű 

igazolását részleteiben. A vegyületcsoport további tagjait is hasonló módon fejtettük meg, 

természetesen figyelembe véve az ott szereplő szerkezeti eltéréseket, egy-egy fontosabb 

részletet ezekben az esetekben is tárgyalok.  
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18. Ábra: A vizsgált vegyületek szerkezetei 

  

A vegyületek 1H spektrumát megfigyelve, 2,8 – 0 ppm régióban számos 

jelátfedéssel találkozhatunk. Itt találhatók a metil hidrogének, a legtöbb sp3 CH2 és CH 

csoport hidrogénatomjai is; a szkvalén-konjugátumok esetén a szkvalén- és linkeregység 

CH2 csoportjai, illetve a szkvalén metilek is itt adnak jeleket. Ebben a komplex 

tartományban az egyes jelek az 1H spektrumban még külön-külön nem fejthetők. 2,8 
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ppm-nél magasabb kémiai eltolódással jellemezhető hidrogénatomok esetén a jelátfedés 

nem áll fenn, már jellemezhetők a 1H spektrum alapján meghatározott multiplicitással és 

csatolási állandóval. Itt jelentkeztek az sp2 hibridizációjú CH hidrogének (H-7), a 

heteroatommal (esetünkben oxigénatom) vagy karbonilcsoporttal/oximcsoporttal 

szomszédos CH hidrogének (H-2,3; H-17) és néhány további CH hidrogén (H-9,17). Ha 

a szkvalén-linker láncot is tartalmazta a molekula, az innen származó H-12’ oxigénatom 

melletti CH2 hidrogének jelentek meg 4 ppm körüli értékkel és a diszulfidhidat tartalmazó 

linkert viselő vegyületek esetén a kénatommal szomszédos CH2 csoportok hidrogénjei is 

itt rezonáltak. 5 ppm felett adtak jelet a szkvalén molekularész sp2 CH csoportjai is, ám 

ezek között is jelentős átfedés volt tapasztalható, az 5 hidrogénatom egy nagy átfedő 

multiplettben jelentkezett. A 2,8 – 0 ppm régióban is voltak jelek, amelyek jól 

detektálhatók voltak a jelátfedések ellenére is, az éles szingulett metiljelek kiemelkedtek 

és egyértelműen azonosíthatók voltak. A szkvalén egység metiljelei szinte teljes 

átfedésben jelentkeztek 1,61 vagy 1,60 ppm-nél, H-33’ kivételével, amely elkülönült jelet 

adott 1,68 vagy 1,69 ppm értéknél. (19. ábra) 
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19. Ábra: 2a (fent, 500 MHz) és 2c (lent, 800 MHz) 1H NMR spektruma 
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A vegyületek 13C spektrumainak felvételéhez szélessávú 1H-lecsatolt 13C 

felvételeket és DEPTQ méréseket végeztünk. A 13C spektrumban a legmagasabb kémiai 

eltolódásértéket a karbonil 13C atomok szolgáltatták, 201,8 és 209,0 ppm között, a 2a és 

származékai esetén két, az 1a és származékai esetén egy ilyen szénatomot 

azonosíthattunk. Az előzőknél kisebb kémiai eltolódás értékeknél a szkvalén-linker 

egységet tartalmazó származékok a két észtercsoportra jellemző kémiai eltolódást 

mutatták 170,7 és 173,9 ppm között. Majd a C-8 sp2 13C atom azonosítható 158,1 – 162,5 

ppm között az egyes vegyületekben, amelyek pedig oximcsoportot tartalmaztak, a C-20 
13C atom 156,4 – 166,1 ppm kémiai eltolódás érték között jelent meg. A szkvalén egység 

kvaterner sp2 13C atomjai 131,2 – 135,1 ppm között szolgáltattak jelet, nagyon közeli 

kémiai eltolódás értékekkel voltak jellemezhetők. A szkvalén rész további sp2 

hibridizációjú CH csoportjai szintén egy szűk tartományban, 124,2 – 125,1 ppm között 

azonosíthatók. Ezután a szteroid C-7 adott jelet a spektrumban 121,4 – 123,3 ppm között. 

Minden más jeltől jól elkülönült és 108,2 vagy 108,3 ppm értékkel volt jellemezhető a C-

22 13C atom, az acetonid molekularész kvaterner szénatomja. A C-14 egy kvaterner 

szénatom hidroxilcsoport mellett, 84,1 – 84,5 közti értékeket mértünk kémiai 

eltolódásként. Szintén oxigénatom mellett helyezkednek el a szteránváz C-2,3 13C 

atomjai, kémiai eltolódásuk 71,5 – 72,6 ppm között azonosítható. 2a esetén C-11 

szénatomhoz OH kapcsolódik (67,9 ppm), illetve a két származék esetén itt történt az 

észterképzés, így ez a 13C atom ebben az esetben 70,2 és 70,5 ppm-es értéket adott. A 

szkvalén egység C-12’ 13C atomja 64,3 vagy 64,0 ppm kémiai eltolódás értéknél található. 

A szteránváz C-5,13,17 13C atomjai helyezkednek el a 46,9 – 58,2 ppm-es tartományban. 

40 ppm alatt váltak igazán zsúfolttá a vegyületek 13C spektrumai, a szteránváz korábban 

nem említett CH és CH2 csoportjai, a szkvalén-linker régió metiléncsoportjai C-12’ 

kivételével és a vegyületek metilcsoportjai helyezkednek el ebben a kémiai eltolódás 

tartományban. (20. ábra) 
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20. Ábra: 2c 13C (fent, 800 MHz) és DEPTQ (lent, 800 MHz) spektruma 
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4.1.1.1. A szteroid molekularészek teljes 1H és 13C jelhozzárendelésének elkészítése 
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21. Ábra: A 2a és származékai szteroid molekularészének szerkezete és a vegyületek 

számozása; B gyűrű torzult szék konformációban a karbonil csoport és a kettőskötés miatt 

A következőkben a 2c vegyületen mutatom be a szerkezetfelderítés menetét. A 

vegyületek számozásánál a hagyományos szteroid-számozást követtük. (21. ábra) A 

jelhozzárendelés kiindulópontja a CH-7 csoport azonosítása lehet. A 123,3/5,89 ppm-es 

kémiai eltolódás érték egyértelműen egy ilyen típusú csoporthoz tartozik. A DEPTQ és 

az editált HSQC spektrum is megerősítette a CH csoportként való azonosítást a pozitív 

fázisban való megjelenéssel. A jel dublett-dublett szerkezete is jól leolvasható 2,9 és 0,7 

Hz csatolási állandókkal. A H-7 atomról HMBC korrelációval eljutunk a 3,18/38,6 ppm, 

2,35/52,0 ppm CH csoportokhoz és 84,2 ppm kvaterner szénatomhoz. Így 84,2 ppm mint 

C-14 került azonosításra, 2,35/52,0 ppm kémiai eltolódásértékek pedig mint a 

karbonilcsoporttal szomszédos CH-5, majd 3,18/38,6 ppm a CH-9-ként. Ezt a 

hozzárendelést megerősíti és újabb információt szolgáltat a CH-9 HMBC korrelációja 

CH3-19-hez (1,03/23,5 ppm). CH3-19 csak egyetlen CH2-t jelölhet ki HMBC 

spektrumban, így a CH2-1 1,23 & 1,80/39,9 ppm-hez rendelhető. CH3-19-ről detektálható 

volt két kötésen keresztüli korrelációval a C-10 kvaterner szénatom (38,6 ppm). Ez a 

korreláció egy összeolvadt jelként jelentkezett a HMBC spektrumban, azonban a 

sávszelektív HMBC felvételekkel egyértelműen két külön korrelációként azonosítható 

CH3-19/C-10 és CH3-19/CH-9. (22. ábra) A két szénatom között különbség csak a 

századértékek megadásával tehető: C-10: 38,64 ppm és C-9: 38,57 ppm. C-10-ről 

azonosítható H-4 (2,17 ppm), majd ehhez hozzárendelhető az editált sávszelektív HSQC 
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spektrum alapján C-4 (27,0 ppm) és a csoport másik diasztereotóp hidrogénje (1,78 ppm). 

C-5 kijelölte H-3-t, δ= 4,32 ppm (ddd; J=4,8; 4,8; 1,4 Hz), a hozzá tartozó C-3 HSQC 

alapján 71,5 ppm. CH-3 és CH-2 (4,44 ppm (ddd; J= 10,6; 6,0; 4,8 Hz) között is HMBC 

keresztcsúcs figyelhető meg. Mindkét atomcsoport kijelöli a kvaterner C-22-t (108,3 

ppm). Ehhez a szénatomhoz két metilcsoport kapcsolódik: CH3-β-22: 1,48/28,5 ppm és 

CH3-α-22: 1,35/26,6 ppm.  

 

 

22. Ábra: 2c HMBC (kék) és sávszelektív HMBC spektrum (piros) CH3-19/C-10 és  

CH3-19/CH-9 korrelációkkal; 800 MHz 

Két 200 ppm feletti eltolódás azonosítható, 201,8 ppm és 208,4 ppm. A kisebb 

kémiai eltolódású 13C tartozik a szteránváz B gyűrűjének karbonil csoportjához, mivel a 

kettőskötéssel való konjugáció diamágneses eltolódást okoz. Megvizsgálva a két δC=O 

HMBC korrelációit, csak a 208,4 ppm-es jel adott egy metilcsoporttal (2,16 ppm) 

korrelációt, így ezt a kvaterner szénatomot azonosíthattuk C-20-ként, a metilcsoportot 

pedig CH3-21-ként (2,16/31,47 ppm). A metilcsoportként való azonosításban az editált 

HSQC és a DEPTQ spektrum volt a segítségünkre, a metiljel átfedésben található a 1H 

spektrumban egy CH2 csoport egy hidrogénjével (H-4) 4H integrált intenzitásértéket 

adva. (23. ábra) A második 200 ppm feletti kémiai eltolódás 201,8 ppm-nél a C-6 atomhoz 

párosítható, amelyet további HMBC korrelációk is megerősítettek.  
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23. Ábra: 2c editált HSQC spektrum: 2,16 ppm 1H jelben átfedésben CH3-21 és CH2-4 

egyik diasztereotóp hidrogénje; 800 MHz 

C-10 utolsó, eddig fel nem használt korrelációja H-11-hez vezet (5,31ppm; C-11: 

70,5 ppm). 2b vegyület esetén, amely szintén egy szkvalén-linker oldallánccal rendelkező 

molekula, csaknem azonos kémiai eltolódást azonosítottunk: 5,30/70,2 ppm; míg a 

szabad hidroxilcsoporttal rendelkező ekdiszteroid (2a) esetén CH-11 4,15/67,9 ppm 

kémiai eltolódásnál jelentkezett. 1a-d itt egy metiléncsoportot tartalmazott, a két 

diasztereotóp hidrogén 1,61 és 1,78 – 1,80 ppm értéknél, a hozzájuk tartozó C-11 pedig 

mindhárom esetben 20,6 ppm-nél jelentkezett.  

A B gyűrű utolsó hiányzó kvaterner szénatomját, C-8-at (158,1 ppm) 

egyértelműen kijelölte két kötésen keresztüli korrelációval H-9. A C és D gyűrűk 

megfejtésével folytatva, a korábban meghatározott C-14 szénatomról kiindulva 3 kötésen 

keresztüli korrelációt ad CH3-18 (0,62/17,8 ppm). Innen H-18-ról keresztcsúcsot ad C-12 

(36,1 ppm), C-13 (46,9 ppm) és C-17 (58,1 ppm). Az editált sávszelektív HSQC 

spektrumokkal megadtuk a kapcsolódó hidrogénatomokat is: a két diasztereotóp H-12 

2,28 és 2,26 ppm-nél, a H-17 3,29 ppm-nél jelentkezett.  
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A karbonil C-20 kijelölte a CH2-16 egyik diasztereotóp hidrogénjét (2,34 ppm), 

majd ehhez társítottuk a sávszelektív editált HSQC spektrum alapján C-16-ot (21,12 ppm) 

és a hiányzó másik diasztereotóp hidrogént (1,95 ppm). A kvaterner C-13 korrelációt 

adott H-15 és H-16 hidrogénekhez is, az előzőekben azonosított H-16 adatok alapján ez 

kizárásra kerülhetett és CH2-15 (2,11 & 1,65/32,17 ppm) is leírható a HMBC és 

sávszelektív editált HSQC mérések alapján. Az egyes vegyületek részletes 

jelhozzárendelését az 1. Táblázat tartalmazza. 
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Táblázat 1. A Szteroid molekularészek jelhozzárendelése CDCl3-ban; kémiai eltolódás értékek ppm-ben, csatolási állandók Hz-ben 

 
1a 1d (1d Z) 1b 1c 2a 2b 2c 

1H 13C 1H 13C 1H 13C 1H 13C 1H 13C 1H 13C 1H 13C 
1b 
a 

1,26 
1,98 

37,58 
1,25 
1,97 

37,59 
1,26 
1,97 

37,58 
1,27 m 
1,98 m 

37,61 
1,20 
2,55 

39,97 
1,21 
1,83 

39,88 
1,23 
1,80 

39,94 

2 4,25 72,10 4,25 72,10 4,25 72,08 
4,25ddd  

10,0;6,0;4,7 
72,10 4,53 72,59 4,44 72,26 4,44 72,21 

3 4,29 71,55 4,29 71,56 4,29 71,54 
4.29ddd  

4,7;4,7;2,3 
71,55 4,30 71,53 4,31 71,48 4,32 71,46 

4b 
a 

2,11 
1,83 

26,64 
2,11 
1,83 

26,65 
2,11 
1,83 

26,63 
2,13 m 
1,83ddd  

15,3;12,5;4,7 
26,66 

2,15 
1,78 

27,09 
2,15 
1,78 

27,07 
2,17 
1,78 

27,03 

5 2,37 50,81 2,37 50,83 2,37 50,81 
2,38dd  

12,5;4,7 
50,82 2,35 52,12 2,35 52,07 2,35 52,03 

6 - 202,65 - 202,72 - 202,55 - 202,42 - 202,91 - 201,90 - 201,79 
7 5,85 121,49 5,84 121,37 5,84 121,63 5,86d  2,6 121,69 5,85 122,70 5,89 123,22 5,89 123,26 
8 - 162,15 - 162,45 - 161,91 - 161,73 - 159,64 - 158,22 - 158,07 

9 2,86 34,60 2,85 34,61 2,86 34,54 
2.86ddd  

11,7;7,0;2,6 
34,60 2,88 41,87 3,18 38,59 3,18 38,57 

10 - 37,83 - 37,84 - 37,83 - 37,84 - 38,65 - 38,63 - 38,64 
11b 
a 

1,61 
1,80 

20,59 
1,61 
1,78 

20,61 
1,61 
1,79 

20,57 
1,61 m 
1,80 m 

20,60 
4,15 

 
67,93 

5,30 
- 

70,21 
5,31 

- 
70,55 

12b 
a 

1,66 
2,17 

29,85 
1,66 
2,14 

29,89 
1,69 
2,19 

29,87 
1,70 m 
2,19ddd  

13,0;13,0;4,9 
29,90 

2,18 
2,32 

40,99 
2,29 
2,25 

36,11 
2,30 
2,25 

36,10 

13 - 48,05 - 47,71 - 48,06 - 48,08 - 47,15 - 46,95 - 46,93 
14 - 84,38 - 84,47 - 84,33 - 84,39 - 84,13 - 84,20 - 84,16 

15b 
a 

2,10 
1,60 

32,04 
2,08 
1,57 

32,00 
2,08 
1,57 

32,01 
2,13 m 
1,61 m 

32,08 
2,07 
1,65 

32,09 
2,10 
1,65 

32,15 
2,11 
1,65 

32,17 

16b 
a 

2,30 
1,94 

21,24 
2,35 
1,89 

21,17 
2,44 
1,99 

21,30 
2,44 m 
2,00 m 

21,35 
2,30 
1,98 

21,23 
2,33 
1,93 

21,10 
2,34 
1,95 

21,12 

17 3,11 51,33 3,04 51,35 3,21 51,94 
3.21dd  
9.0;9.0 

51,95 3,30 58,19 3,29 58,18 3,29 58,12 

18 0,63 17,20 0,63 (0,69) 
17,18 

(18,26) 
0,69 17,33 0.70 s 17,36 0,62 17,79 0,68 17,60 0,68 17,59 

19 0,99 23,60 0,99 (0,86) 
23,60 

(23,60) 
0,99 23,58 1.00 s 23,60 1,05 23,61 1,03 23,55 1,04 23,54 

20 - 158,53 - 156,40 - 165,94 - 166,08 - 209,04 - 208,39 - 208,40 

21 1,92 15,53 1,83 (1,92) 
16,02 

(20,26) 
1,83 17,44 1.98 s 17,48 2,17 31,32 2,15 31,44 2,16 31,47 

22 - 108,32 - 108,29 - 108,33 - 108,33 - 108,16 - 108,28 - 108,34 
Meb22 1,50 28,53 1,50 28,52 1,50 28,52 1.51 s 28,53 1,50 28,55 1,47 28,54 1,48 28,54 

Mea22 1,34 26,44 1,34 26,44 1,34 26,43 1.35 s 26,44 1,34 26,56 1,34 26,57 1,35 26,55 

MeO - - 3,85 (3,87) 
61,32 

(61,53) 
- - - - - - - - - - 
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4.1.1.2. A szkvalén-linker oldalláncok teljes 1H és 13C jelhozzárendelésének 

elkészítése 

CH-11-ről vezető HMBC korreláció segítségével megkülönböztethető a két észter 

szénatom (172,0 és 173,0 ppm), C-1’, mint 172,0 ppm került leírásra, C-10’ 173,0 ppm-

mel, amely hozzárendelést megerősítette a C-12’-vel (4,05 triplett/64,31 ppm) való 

korreláció. A szkvalén egység és a szteroid váz között elhelyezkedő linker régió 

kétféleképpen épül fel. 1b, 2b esetén nyolc metilénegység alkotta ezt az összekötő láncot, 

a 1c, 2c vegyületekben pedig egy diszulfidhidat tartalmazott három-három metiléncsoport 

közé ékelődve. Mindkét esetben az egydimenziós szelektív TOCSY NMR módszerrel 

térképeztük fel az oldallánc ezen részét. 1b vegyület esetében a H-9’ jelét (2,29 ppm, C-

10’-ről meghatározva) besugározva 120 ms-os keverési idő mellett H-2’ és H-3’ jele alig 

észlelhető intenzitással jelentkezett, ám a keverési időt megnövelve a következő 

kísérletben 200 ms-ra azt eredményezte, hogy a két karbonil szénatom között 

detektálhatóvá vált a mágnesezettség tovaterjedése H-2’ és H-9’ közötti teljes alifás 

egységen. H-4’-7’ közötti metiléncsoportok kémiai eltolódása olyan közelinek adódott, 

hogy ezeket egy intervallummal jellemezzük. 1c, 2c vegyület esetén a diszulfidhíd két 

oldalán elhelyezkedő láncszakaszokat külön-külön fejtettük egydimenziós TOCSY NMR 

kísérletekkel. Mind a H-2’ jel, mind a H-4’ jel besugárzásával a H-2’-H-3’-H-4’ 

spinrendszert követhettük végig; majd a H-7’ és H-9’ jelek besugárzásával készült 

kísérletek kijelölték H-7’-H-8’-H-9’ spinrendszert. 2c esetén a H-2’ és H-9’ csak 

együttesen volt besugározható, ebben a kísérletben mindkét hidrogénnel egy 

spinrendszerben szereplő atomok jelei megjelentek. A 24. Ábrán az 1c vegyület szelektív 

1D TOCSY kísérleteit mutatom be, amely esetben a linker régióban négy jel is 

szelektíven besugározható volt.  
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24. Ábra: 1c 1D szelektív TOCSY spektrumok  

kék: 1H NMR spektrum; piros: H-2’ gerjesztése; zöld: H-4’ gerjesztése;  

lila: H-7’ gerjesztése; barna: H-9’ gerjesztése; 950 MHz 

 

Ismét az egydimenziós szelektív TOCSY NMR módszerrel rendeltük hozzá a 12’-

13’-14’ metiléncsoportokat, ezúttal a H-12’ (4,05 ppm) jelet besugározva. (25. ábra) 

Kétdimenziós HMBC spektrumban H-13’ és H-14’ keresztcsúcsot adott C-15’ kvaterner 

szénatommal (133,6 ppm). C-15’ 13C jelhez vezet egy harmadik keresztcsúcs, amely 

kijelöli H-17’ metiléncsoportot (2,08 ppm). H-14’-ből (2,03 ppm) kiindulva H-14’/C-16’ 

keresztcsúccsal hozzárendeltük az sp2 szénatom kémiai eltolódását 16’ pozícióban (5,14 

ppm), majd erről a 13C atomról szintén HMBC korrelációként H-18’ kémiai eltolódását 

(1,98 ppm) kapjuk meg. Mind H-17’, mind H-18’ kijelöli C-19’ kvaterner szénatomot 

(135,1 ppm) a HMBC spektrumban, majd C-19’ jel keresztcsúcsot ad még egy 

metiléncsoporttal, amely H-21’ (2,02 ppm). A H-21’ korrelációját az editált HSQC 

spektrumban jobban megvizsgálva és térfogati integrálját elemezve azt kaptuk, hogy 4 

hidrogénhez (2 db CH2 csoporthoz) tartozik, a kapcsolódó 13C jelek pedig nagyon 

közeliek (2,02 ppm). Így CH2-21’ mellett a CH2-22’ is ebben a keresztcsúcsban található 

az editált HSQC spektrumban. H-22’ HMBC korrelációt adott C-24’ kvaterner 

szénatomhoz (135,0 ppm), majd innen továbbfejthető a jelhozzárendelés H-25’ jelhez 

(1,99 ppm).  

H-2’ 

H-4’ 

H-7’ 

H-9’ 
H-3’ 

H-8’ 
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25. Ábra: 2c HMBC és 1D szelektív ROESY spektruma; 800 MHz  

(besugárzott jel: H-12’) 

 

Az oldallánc hat metilcsoportot tartalmaz, az 1H spektrumban ebből öt egyben 

jelentkezik átfedésben, a hatodik jól elkülönülten azonosítható mind az 1H, mind a 13C 

spektrumban, mint kvartett jel (csatolási állandó kb. 1 Hz). (26. ábra) HMBC 

spektrumban a nagyobb kémiai eltolódású metiljel (H3-33’) a 17,68 ppm kémiai 

eltolódású 13C jellel (C-34’) ad keresztcsúcsot, így ez a két metilcsoport geminálisan 

található az oldallánc végén. Ezen csoportok megkülönböztetése a γ-gauche effektus 

alapján lehetséges: ez a jelenség a C-30’ pozícióban levő metiléncsoporttal lép fel és ez 

alapján C-33’ a nagyobb, C-34’ a kisebb kémiai eltolódásnál jelentkező 13C atom. C35’-

38’ kémiai eltolódások az ultranagy térerejű készülékeken készült mérésekkel és 

sávszelektív módszerekkel kerültek meghatározásra.  

C-12’ 

H-12’ 

H-14’ H-13’ 
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26. Ábra: 2c sávszelektív HMBC spektruma a metilcsoportok jeleinek tartományával; 

800 MHz 

Egydimenziós szelektív TOCSY NMR módszert alkalmazva, H-33’ metiljelet 

besugározva, a spektrumban H-34’, H-31’, H-30’ és H-29’ azonosíthatók. (27. ábra) 

Sajnos ebben az esetben a TOCSY módszert nem lehetett teljesen szelektíven kivitelezni, 

mert a szteránváz H-12β jele H-33’ jellel azonos kémiai eltolódásnál jelentkezik, így 

ezzel a metilén hidrogénnel azonos spinrendszerben található hidrogénatomok jelei is 

megjelentek a spektrumban. Ezeket a jeleket már korábban meghatároztuk, így figyelmen 

kívül hagyhattuk a TOCSY spektrum elemzésénél.  

H-33’ 
H-34’, -35’, -36’, -37’, -38’ 

C-33’ 

C-34’ 

C-38’,  

C-35’, -36’, -37’  
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27. Ábra: 1c 1D szelektív TOCSY H-33’ (+H-12β) gerjesztésével; 950 MHz 

A 13C spektrum jelei közül egyetlen jel maradt, ezt a C-28’ pozícióhoz rendeltük 

(134,9 ppm). A hozzárendelést megerősítették a HMBC spektrum keresztcsúcsai is: H-

30’, H-29’ és H-26’ jelektől. A C35’-38’ kémiai eltolódások az ultranagy térerejű 

mérésekkel és sávszelektív módszerekkel kerültek meghatározásra. Az sp2 hibridizációjú 

CH jelek, és terpénegységek ismétlődő metiléncsoportjai szintén az elérhető legnagyobb 

felbontású spektrumokat igényelték a nagyon közel elhelyezkedő kémiai eltolódás 

értékek miatt. (28. ábra) Az egyes vegyületek szkvalén-linker oldalláncának 

jelhozzárendelését a 2. Táblázat tartalmazza. 

 

28. Ábra: 2c sávszelektív HSQC spektruma a szkvalén egységek sp2 CH csoportjainak 

tartományával; 800 MHz 

 

H-7 H-31’ H-9 H-

H-30’ 
H-29’ 

H-

H-33’ 
 +  

H-12β 

H-34’-38’ 
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2. Táblázat: A szkvalén-linker oldallánc jelhozzárendelése CDCl3-ban;  
kémiai eltolódás értékek ppm-ben 

 1b 1c 2b 2c 
 1H 13C 1H 13C 1H 13C 1H 13C 

1ʹ - 171,43 - 170,73 - 172,83 - 170,96 

2ʹ 2,43 33,00 2,59 31,19 2,36 34,66 
2,55 
2,46 

33,00 

3ʹ 1,68 24,81 2,11 23,96 1,66 24,64 2,08 23,96 
4ʹ 

1,41-
1,27 

29,08 2,78 37,62 1,34 29,03 2,76 37,57 
5ʹ 29,08 - - 1,36-

1,31 
29,07* - - 

6ʹ 29,08 - - 29,08* - - 
7ʹ 29,08 2,73 37,78 1,33 29,10 2,74 37,77 
8ʹ 1,61 24,94 2,03 24,22 1,63 24,96 2,04 24,23 
9ʹ 2,29 34,32 2,44 32,62 2,30 34,34 2,45 32,64 
10ʹ - 173,91 - 172,95 - 173,92 - 173,02 
11ʹ - - - - - - - - 
12ʹ 4,04 63,99 4,05 64,27 4,04 64,02 4,05 64,31 
13ʹ 1,72 26,86 1,73 26,86 1,72 26,90 1,73 26,84 
14ʹ 2,03 35,77 2,03 35,78 2,03 35,79 2,03 35,77 
15ʹ - 133,67 - 133,61 - 133,67 - 133,59 
16ʹ 5,13 125,03 5,14 125,13 5,13 125,06 5,14 125,14 
17ʹ 2,08 26,63 2,08 26,66 2,08 26,65 2,08 26,66 
18ʹ 1,98 39,65 1,99 39,67 1,99 39,66 1,98 39,66 
19ʹ - 135,11 - 135,13 - 135,11 - 135,12 
20ʹ 5,14 124,35 5,15 124,38 5,15 124,37 5,15 124,37 
21ʹ 2,01 28,24 2,02 28,26* 2,02 28,25* 2,02 28,25* 
22ʹ 2,01 28,24 2,02 28,27* 2,02 28,26* 2,02 28,26* 
23ʹ 5,14 124,25 5,155 124,27 5,16 124,27 5,15 124,25 
24ʹ - 134,96 - 134,97 - 134,96 - 134,96 
25ʹ 1,98 39,73 1,99 39,75 1,99 39,74 1,98 39,74 
26ʹ 2,08 26,63 2,08 26,66 2,08 26,65 2,08 26,66 
27ʹ 5,12 124,23 5,13 124,25 5,12 124,25 5,12 124,24 
28ʹ - 134,89 - 134,91 - 134,90 - 134,91 
29ʹ 1,98 39,71 1,98 39,72 1,99 39,72 1,98 39,72 
30ʹ 2,06 26,74 2,07 26,76 2,07 26,76 2,07 26,75 
31ʹ 5,10 124,37 5,11 124,40 5,10 124,39 5,10 124,38 
32ʹ - 131,25 - 131,26 - 131,24 - 131,25 
33ʹ 1,68 25,69 1,69 25,70 1,69 25,68 1,69 25,70 
34ʹ 1,60 17,67 1,61 17,68 1,60 17,67 1,61 17,68 
35ʹ 1,60 15,99 1,61 16,00 1,60 15,99 1,61 16,00 
36ʹ 1,60 16,03 1,61 16,05 1,60 16,04 1,61 16,05 
37ʹ 1,60 16,02 1,61 16,04 1,60 16,03 1,61 16,04 
38ʹ 1,60 15,86 1,61 15,87 1,60 15,86 1,61 15,87 

* felcserélhető jelhozzárendelés 
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4.1.2. Térszerkezet, izoméria vizsgálata 

4.1.2.1. A szteránváz A/B gyűrűkapcsolódásának megállapítása 

 Feladatunk volt annak megállapítása, hogy a vizsgált vegyületekben transz vagy 

cisz az A/B gyűrűkapcsolat, a H-5 hidrogén α vagy β térállású. Megkülönböztetésük 

NMR spektroszkópiával a téren keresztüli kölcsönhatások felhasználásával lehetséges, 

esetünkben ROESY kísérletekkel. Egy lehetséges NOE interakció a H3-19 és a H-5 

hidrogénatomok között eldöntheti A/B gyűrűkapcsolat konfigurációját. Az 5α-androsztán 

alapváz esetén az A/B gyűrűkapcsolódás transz, a CH3-19 β-térállásban a szteránváz síkja 

felett, míg a H-5 hidrogénatom α-pozícióban a szteránváz síkja alatt helyezkedik el. 

Köztük ebben az esetben nincs várható NOE kölcsönhatás, távolságuk meghaladja az 5 

Å-t, a CH3-19-ről pl. a H-4β ad NOE-korrelációt. Ha 5β-androsztán szerkezethez hasonló 

alapvázzal jellemezhetőek a vizsgált vegyületeink, ebben az esetben a β-térállású CH3-19  

hidrogénatomjai és a szintén β-helyzetű H-5 között téren keresztüli kölcsönhatást kell 

mérnünk, távolságuk 4 Å-ön belüli, a szteránváz síkjának azonos oldalán találhatók. (29. 

ábra) 

O

O
O

CH3

H

O

O

O

CH3

H

H

5b-H A/B gyűrűkapcsolat 5a-H A/B gyűrűkapcsolat

 <4Å 

 >4Å 
A

B A B

 <4Å 

x

 

29. Ábra: Az A/B gyűrűk kapcsolata és a lehetséges NOE korreláció jelölése; 

a karbonilcsoport és a kettőskötés jelenléte miatt torzult B gyűrű közelítőleges 

szerkezetével 

Egydimenziós szelektív ROESY kísérleteket végeztünk a vegyületek 

konfigurációjának megállapításához. A CH3-19 metilcsoport 1H jele szelektíven 

besugározható volt, a spektrumban NOE jelet kaptunk H-5 jele esetén, amely 

bizonyítékul szolgált 5β relatív konfiguráció megállapításához. (30. ábra) 
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30. Ábra: 2a 1D szelektív ROESY spektruma (piros, besugározva: H3-19) 

összehasonlításban 1H NMR spektrummal (kék); 500 MHz 

4.1.2.2 A szteránváz diasztereotóp csoportjainak vizsgálata 

 A teljes jelhozzárendelés elkészítése során leírtuk a szteránváz és szubsztituensei 

egyes protonjainak kémiai eltolódás értékeit. A metilén hidrogének esetén diaszterotópia 

áll fenn, ezek kémiai eltolódása eltérő frekvencián jelentkezett. A megfelelő α vagy β 

pozíció megállapításához szintén a ROESY kísérleteket alkalmaztuk. Az alapváz szerint 

a CH3-18 és CH3-19 β-térállású szubsztituensek, így ezek szelektív gerjesztésével 

feltérképezhetők a molekula azonos oldalán található 1H jelek. H3-18 gerjesztésével H-

12β, H-15β, H-16β meghatározható volt, H-11 esetén is kölcsönhatást detektáltunk, így 

az itt található hidroxilcsoport α térállásúként írható le. A 11-es pozícióban 

metiléncsoportot tartalmazó származékok esetében is meghatározható volt a 

diasztereotóp hidrogének térállása. H3-19 gerjesztésével az előbbiekben leírt H-5 

hidrogénatommal való interakción felül a H-1β, és H-11 / H-11β hidrogénekkel való 

kölcsönhatással támasztjuk alá a kérdéses hidrogének térállását.  

Külön kísérletben vizsgáltuk CH-2 és CH-3 atomcsoportokat, ahol az acetonid 

szerkezeti elem kapcsolódik. Mindkét 1H jel egyszerre történő gerjesztésével H-1α, H-4α 

és H-9 (α) szenvedett intenzitásváltozást, ezáltal ezek a hidrogének is a szteránváz síkja 

H-7 
H-11 

H-9 
H-1α 

H-5 H-1β 

H-18 
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alatti pozícióval kerültek megállapításra. A C-22 kvaterner szénatomhoz kapcsolódó 

metilcsoportok közül a kisebb kémiai eltolódású csoporttal való interakció bizonyította 

ezen csoport α pozícióját, míg a másik kapcsolódó metilcsoportot β térállással írtuk le. 

(31. ábra) 
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31. Ábra: 2a fontosabb ROESY térközelségei H3-18 (narancssárga) H3-19 (kék) és H-2 

+ H-3 (zöld) gerjesztésével. 

 

4.1.2.3. Az oximcsoport konfigurációjának megállapítása 

Az 1a-c vegyületek oximcsoportot tartalmaznak, mely esetében a C=N 

kettőskötés mentén E/Z izoméria lehetséges. A molekula geometriáját eldönthette volna 

egy téren keresztüli NOE kölcsönhatás jelenlétének detektálása az oxim OH és H3-21 

között , de az oxim OH jel deuterált DMSO-ban való vizsgálat során is egy kiszélesedett 

szingulettként jelentkezett, így a megfelelő NOE-térközelségek kimérésére nem volt 

alkalmas. Az irodalom alapján az oxim OH-hoz képest γ-pozícióban elhelyezkedő 13C 

atom kémiai eltolódása az E- és Z-izomerek esetén számottevően eltér [138], ám az 

egyetlen jelenlevő jelsorozat esetében nem volt lehetőségünk a C-21 13C atom kémiai 

eltolódásának összehasonlítására a két izomerben. Ezen nehézségek figyelembevételével 

a probléma megoldására a vegyület 20-oxim-metiléter származékának vizsgálata történt 

meg. Ebben az esetben már két jelsorozatot detektáltunk a vegyület NMR spektrumaiban. 

A kb. 95%-ban jelen levő fő komponensre a teljes 1H és 13C jelhozzárendelés elkészítése 

lehetséges volt, a minor komponens esetében is sikeresen azonosítottuk a 

megkülönböztetéshez szükséges jeleket (OCH3; CH3-21; CH3-18; CH3-19). (32. ábra) 
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32. Ábra: 1a és oxim-éter származékának (1d) editált HSQC részlete; 500 MHz 

A fő jelsorozat OCH3 1H jelének szelektív gerjesztése esetén 1D-ROESY 

spektrumban egyértelmű kölcsönhatást tapasztaltunk a H3-21 jellel, ez a kísérlet az E 

izomer jelenlétét erősítette meg, mint fő jelsorozat. (33. ábra) 
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33.Ábra: 1d 1D szelektív ROESY spektrumai és ROESY térközelségei. Szelektív 

gerjesztések: OCH3 (piros); H3-21 + H-4α (zöld); H3-19 (barna); H3-18 (lila); 500 MHz 

Most már a δC-21 kémiai eltolódás értékek is összehasonlíthatóvá váltak. A mért 

Δδ= 4,2 ppm kémiai eltolódáskülönbség összhangban van az irodalomban leírtakkal. [41-

43] Az előbbiekben detektált δC-21 kémiai eltolódásokat figyelembe véve állapítottuk 

meg 1b és 1c oldallánccal rendelkező ekdiszteroid oximok konfigurációját. Ennek alapján 

mindkét vegyületet 20(E)-oximszármazékként azonosítottuk.  
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4.1.3. Az önrendeződés vizsgálata 

A 2b ekdiszteroid-szkvalén konjugátum mintáját D2O-ban vizsgáltuk, a 

nanoasszociátumok képződésének kedvező módszerrel készült a vizsgálati minta (leírása 

a Módszerek fejezetben). Az 1H spektrumban három széles jelcsoport jelentkezett, a jelek 

finomszerkezete nem volt megfigyelhető. (34. ábra) A minta a szokásos folyadékfázisú 

NMR módszerekkel nem volt vizsgálható. A minta erős opálos megjelenése is azt a 

feltételezést erősítette meg, hogy asszociátumok képződtek. Esetükben már nem 

molekulaszerkezeti, hanem anyagszerkezeti problémát kellett megoldani. 

 

34. Ábra: 2b vizes mintájának 1H NMR spektruma; 500 MHz 

A DOSY NMR módszert alkalmaztuk esetünkben a nanoasszociátum 

vizsgálatára. (35. ábra) A mintában belső referenciaként metanolhoz hasonlítottuk a 

DOSY pszeudo 2D spektrumról leolvasott diffúziós koefficiens értéket. Ebből számítva 

az asszociátum molekulatömege 1,04±0,2 × 106 g/mol-nak adódott, amely a monomer 

molekulatömegének kb. 1057-szerese, így egy kb. 1000 tagból álló asszociátum 

feltételezhető.  
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35. Ábra: 2b által létrehozott asszociátum DOSY spektruma vizes közegben 

az y tengelyen a diffúziós állandó található (log(m2/s)); 500 MHz 

A 2b vegyületből CD3OD-ban való oldás után is felvettük az 1H és DOSY 

spektrumot. (36. ábra) A 1H NMR spektrumban egyetlen, jól vizsgálható 

finomszerkezettel és diszperzióval jellemezhető jelsorozatot detektáltunk, amely a várt 

monomerként való jelenlétnek felel meg ezen körülmények között. A pszeudo 2D 

spektrumból leolvasható diffúziós koefficiens számottevően eltér az asszociátum 

diffúziós koefficiensétől. Itt az Einstein-Stokes egyenletből számítottuk a monomer 

hidrodinamikai sugarát, amely 0,34 nm számításaink alapján. Ugyanígy az asszociátumra 

vonatkozó hidrodinamikai sugár a vizes mintában 4,64 nm az egyenlet alapján. 

Modellünkben szférikus részecskékként kezelve ezeket, monomerként a térfogata 0,16 

nm3, az asszociátum 419,45 nm3. Az asszociátum térfogata kb. 2635-szorosa a 

monomeréhez hasonlítva.  

asszociátum; D=5,57×10-11 m2/s 

CH3OH; D=1,97×10-9 m2/s 

HOD 
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36. Ábra: 2b DOSY NMR spektruma CD3OD-ban; 500 MHz 

 

 

  

monomer; D=1,79×10-9 m2/s 
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4.2. β-Peptidek szerkezetvizsgálata 

Hat különböző β-peptidet vizsgáltunk, amelyek transz-ACHC aminosavegységekből 

épültek fel, harmadik aminosavként más-más építőelemet tartalmazva. (37. ábra) Ezek 

hatását vizsgáltuk a transz-ACHC peptidláncokra jellemző H14 hélix stabilitására 

vonatkozóan. A β-alanint, mint nagy konformációs szabadságú, flexibilis aminosavat 

tanulmányoztuk, ezzel szemben a Z konfigurációjú dehidro-β-alanint, mint rigid egységet 

alkalmaztuk. A biciklusos aminosavegységek esetén mind az oxigénatom beépülésére, 

mind ezek eltérő konfigurációjának hatására kíváncsiak voltunk. 
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37. Ábra: A vizsgált β-peptidek 

4.2.1 A gerincprotonok hozzárendelése 

 A vegyületek 1H NMR spektrumában a 6 ppm feletti régióban helyezkednek el az 

amidkötések NH hidrogénatomjai dublett jelként. A vizsgált vegyületek C-terminális 

karboxilcsoportja helyén amidcsoport található, az itt elhelyezkedő NH2 jelek egy-egy 

szingulettként detektálhatók. Az N-terminális hidrogénjei mint egy kiszélesedett 

szingulett jelentkeznek a spektrumban, szintén 6 ppm kémiai eltolódás érték felett. A 4-

es pentamer harmadik aminosav egysége dehidro-β-alanin, amely két sp2 CH csoportot 

tartalmaz, ezek a következő tartományokban találhatók oldószerfüggő módon: CαH: 5,1 

– 5,2 ppm; CβH: 7,1 – 7,3 ppm. Az ABHEC és AOBHEC építőegységekben is található 

kettős kötés, amelyben az sp2 csoportok hidrogénatomjai 6,1 – 6,6 ppm közötti kémiai 

eltolódás értékkel írhatók le. Az AOBHEC egységben oxigénatom szerepel a biciklusban, 
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a hozzá kapcsolódó metiléncsoportok 4,7 – 5,3 ppm régióban detektálhatók. Az ABHEC 

egységben az oxigénatomot metiléncsoport helyettesíti, mely kémiai eltolódásait 1,5 és 

2,3 ppm között írtuk le az egyes származékokban. A biciklusok további CH csoportjai 2,5 

– 3,1 ppm között rezonálnak. A CβH hidrogének kémiai eltolódása az ACHC egységek 

esetén 3,1 – 4,1 ppm között, β-alanin esetén 2,7 – 4,0 ppm között, az ABHEC/AOBHEC 

biciklusokban 3,7 – 4,3 ppm között észlelhető. A CαH hidrogének az ACHC 

építőelemekben 2,0 – 3,0 között, a β-alanin esetén 2,2 – 2,4 ppm között, 

ABHEC/AOBHEC biciklusokban 2,2 – 2,8 ppm között detektálhatók. A 2 ppm alatti 

spektrumrészletben számos átfedéssel találkozunk, az ACHC ciklohexán gyűrűjének fent 

nem említett csoportjaitól származva. (38. ábra) 

 

 

38. Ábra: 4-es vegyület 1H NMR spektruma; DMSO-d6; 4 mM; 298K; 600 MHz 

A vegyületek gerincprotonjainak hozzárendelését a 4 vegyületen mutatom be 

részletesen. (39. ábra) Jó kiindulópont a láncvégi amid NH2 azonosítása, mely két 

szingulett jelként jelentkezett (7,05 és 6,55 ppm). Innen a ROESY spektrumban található 

keresztcsúccsal azonosítható CαH5 (2,20 ppm). Ezután TOCSY/COSY spektrumból a 

szomszédos CβH5 (3,58 ppm) és az NH5 hidrogénhez található keresztcsúcs a CαH5 

hidrogénatomtól kiindulva. Egy ROESY korreláció NH5-től CαH4-hez (2,07 ppm) vezet, 

majd innen újból TOCSY/COSY korrelációkkal térképeztük fel a spinrendszer CβH4 

(3,84 ppm) és NH4 (7,87 ppm) jeleit. A 3. aminosavegység a hat vizsgált vegyületben 

különbözött. Ezekben az építőelemekben is a fentiekkel azonosan fejtettük meg a CαH3 – 

CβH3 – NH3 rendszert (5,10 ppm – 7,15 ppm – 11,27 ppm). A dehidro-β-alanin 

kettőskötésének a konfigurációja is megállapításra került, a CαH3 – CβH3 közötti NOE-
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interakció által Z izomerként írtuk le. Ezt alátámasztotta a CαH3 – CβH3 közötti csatolási 

állandó is, melynek értéke 9,0 Hz volt. Az ABHEC és AOBHEC aminosavak további 

csoportjait is feltérképeztük a TOCSY, COSY és ROESY spektrumok segítségével. C1H3 

és C4H3 megkülönböztetése a NH2 és NH3 –hoz való NOE-térközelség alapján történt 

meg. A két magasabb kémiai eltolódás értéknél elhelyezkedő sp2 CH csoportok 

megkülönböztetése ezután a C1H3 vagy C4H3-hoz való NOE interakcióval volt 

megkülönböztethető. Az ABHEC elem esetén az áthidaló CH2 a TOCSY-ban megfejtett 

spinrendszer utolsó keresztcsúcsaihoz tartozik. A második és első aminosav hidrogének 

hozzárendelése szintén az előzőekben ismertetett stratégiával zajlott: ROESY 

spektrumban NH3 és CαH2 (2,39 ppm) közti korreláció azonosításával, majd 

TOCSY/COSY spektrum segítségével CαH2 - CβH2 (3,71 ppm) szomszédos 

atomcsoportok azonosításával a második ACHC elemet fejtettük meg; ugyanígy NH2 és 

CαH1 (2,21 ppm) közti NOE interakcióval az első elem α hidrogénatomjai került leírásra 

és innen a spinrendszer leírása CβH1-ig (3,17 ppm). Az N-terminális NH2 csoport (3,17 

ppm) az esetek többségében kiszélesedett szingulettként jelentkezett. 

(Jelhozzárendeléshez használt fontosabb spektrumrészletek a 40. és 41. Ábrán láthatók) 

A vegyületek jelhozzárendelését a 3., 4. és 5. Táblázat tartalmazza. 
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39. Ábra: A gerincprotonok hozzárendelésének menete ROESY térközelségek (lila 

nyilak) és TOCSY kölcsönhatások (zöld spinrendszerek) segítségével, bemutatva a 4-es 

vegyületen 
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40. Ábra: A 4-es vegyület TOCSY spektrumának amid NH/CαH,CβH tartománya; 

DMSO-d6; 4 mM; 298K; 600 MHz 

 

41. Ábra: A 4-es vegyület ROESY spektrumának amid NH/ CαH,CβH tartománya; 

DMSO-d6; 4 mM; 298K; 600 MHz 
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3. Táblázat A vizsgált β-peptidek jelhozzárendelése; kémiai eltolódás értékek ppm-ben 
kémiai eltolódások H2O/D2O-ben: 

 3 4 5 6 7 8 
NH2

1 7,51 7,46  7,50 7,60 7,57 
CβH1 3,27 3,29 3,26 3,33 3,26 3,31 
CαH1 2,45 2,23 2,66 2,65 2,18 2,28 
NH2 7,97 8,12 7,85 7,84 7,99 7,99 
CβH2 3,76 3,79 3,72 3,77 3,72 3,75 
CαH2 2,36 2,45 2,58 2,62 2,20 2,22 
NH3 7,81 10,96 7,18 7,57 7,89 7,88 

CβH3 
3,52 
3,04 

7,12 3,99 4,26 3,80 4,15 

CαH3 2,30 5,14 2,41 2,72 2,28 2,62 
NH4 7,85 7,82 7,35 7,28 7,72 7,50 
CβH4 3,77 3,84 4,00 3,97 3,64 3,78 
CαH4 2,09 2,10 2,20 2,29 2,14 2,21 
NH5 7,93 7,76 7,96 7,99 7,67 7,72 
CβH5 3,76 3,71 3,87 3,89 3,57 3,66 
CαH5 2,26 2,23 2,27 2,27 2,26 2,28 

CONH2 
7,44 
6,80 

7,33 
6,49 

7,47 
6,42 

7,39 
6,58 

7,23 
6,57 

7,29 
6,64 

C1H3   2,90 5,20 2,76 4,97 
C4H3   2,69 4,95 2,51 4,74 
C5H3   6,18 6,45 6,19 6,45 
C6H3   6,11 6,47 6,11 6,48 

CH2
3   

1,64 
1,55 

 
1,83 
1,45 
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4. Táblázat: A vizsgált β-peptidek jelhozzárendelése; kémiai eltolódás értékek ppm-ben 
kémiai eltolódások CD3OH-ban: 

 3 4 5 6 7 8 
NH2

1 7,77 7,50 8,53 7,71  7,67 
CβH1 3,32 3,41 3,94 3,31 3,33 3,27 
CαH1 2,95 2,28 2,93 2,79 2,46 2,68 
NH2 8,37 8,35 8,39 8,23 8,18 7,99 
CβH2 4,02 3,93 3,94 3,93 3,87 3,83 
CαH2 2,74 2,41 2,94 2,90 2,36 2,63 
NH3 8,17 11,12 7,63 7,97 8,12 7,18 

CβH3 
3,98 
2,87 

7,26 4,19 4,29 3,77 3,88 

CαH3 
2,43 
2,36 

5,13 2,44 2,67 2,38 2,57 

NH4 7,90 7,83 7,45 7,16 7,94 8,11 
CβH4 4,08 3,96 4,26 4,15 3,94 4,06 
CαH4 2,19 2,09 2,32 2,32 2,17 2,21 
NH5 7,93 7,78 7,81 7,84 7,73 7,83 
CβH5 403 3,85 4,15 4,09 3,87 3,89 
CαH5 2,33 2,23 2,30 2,25 2,26 2,28 

CONH2 
7,55 
6,86 

7,39 
6,44 

7,47 
6,49 

7,29 
6,54 

7,39 
6,71 

7,34 
6,62 

C1H3   3,00 5,20 2,78 4,92 
C4H3   2,81 5,04 2,89 5,24 
C5H3   6,24 6,49 6,18 6,43 
C6H3   6,19 6,45 6,23 6,45 

CH2
3   1,81  

2,22 
1,49 
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5. Táblázat: A vizsgált β-peptidek jelhozzárendelése; kémiai eltolódás értékek ppm-ben 
kémiai eltolódások DMSO-d6-ban: 

 3 4 5 6 7 8 
NH2

1  7,59  7,55 7,66 7,63 
CβH1 3,15 3,17  3,13 3,12 3,12 
CαH1 2,66 2,21 2,64 2,63 2,18 2,35 
NH2 8,03 8,13 7,91 7,79 7,92 7,86 
CβH2 3,85 3,71 3,79 3,78 3,63 3,63 
CαH2 2,60 2,39 2,80 2,76 2,20 2,32 
NH3 7,77 11,27 7,36 7,51 7,87 7,37 

CβH3 
3,80 
2,76 

7,15 3,99 4,12 3,71 3,83 

CαH3 
2,30 
2,29 

5,10 2,26 2,50 2,29 2,47 

NH4 8,05 7,87 7,68 7,31 7,86 7,94 
CβH4 3,90 3,84 4,08 4,02 3,68 3,79 
CαH4 2,18 2,07 2,33 2,31 2,20 2,21 
NH5 7,92 7,50 7,79 7,97 7,41 7,59 
CβH5 3,85 3,58 3,98 3,94 3,58 3,67 
CαH5 2,26 2,20 2,24 2,24 2,21 2,19 

CONH2 
7,45 
7,04 

7,05 
6,55 

7,49 
6,59 

7,33 
6,62 

6,96 
6,50 

6,99 
6,54 

C1H3   2,99 5,23 2,70 4,85 
C4H3   2,63 4,91 2,56 4,81 
C5H3   6,16 6,50 6,16 6,48 
C6H3   6,22 6,43 6,23 6,45 

CH2
3   

1,68 
1,63 

 
2,07 
1,31 
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4.2.2. Az önrendeződés vizsgálata 

 A rendezett konformáció stabilitásának vizsgálatához többféle analitikai módszert 

alkalmaztunk. A kétdimenziós ROESY kísérletek által olyan NOE-térközelségeket 

kerestünk, amelyek nem a konstitúcióból következnek, hanem konformációból. Az NH-

ND csere megfigyelése során az egyes amid NH-k oldószer általi hozzáférhetőségét 

térképeztük fel, amely információ alapján a H-hidak által kialakított másodlagos 

szerkezetek stabilitására következettünk. Az ECD mérések során a detektált sávok 

jellemzőek az egyes hélix típusokra, ez is alátámasztotta a rendezett struktúra jelenlétét 

és típusát.  

 

4.2.2.1. Rendezettség igazolása NOE-térközelségek által 

 Három különböző oldószerben történt meg a kétdimenziós ROESY spektrumok 

felvétele: H2O/D2O (90% / 10% v/v), CD3OH és DMSO-d6. Célunk az egyes távolható 

NOE-kölcsönhatások feltérképezése volt, amelyek segítségével következtethetünk a 

másodlagos szerkezetet stabilizáló H-hidak helyzetére. A NOE-kölcsönhatások hiánya a 

rendezetlenség bizonyítéka. 

 A β-alanint tartalmazó származék esetén több, rendezettséget igazoló NOE-

kölcsönhatást azonosítottunk. A CαH1 – CβH4, illetve a CαH2 – CβH5 hidrogének közti 

interakció mind a H14 hélix jelenlétét támasztotta alá. Ezeket a korrelációkat mindhárom 

oldószerben felvett spektrumban azonosíthattuk. Emellett vízben CβH2 – CβH5 közti 

keresztcsúcs is megjelent. (42. ábra) 
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42. Ábra: NOE térközelségek 3-as vegyület esetén; 4 mM; 298K 

Azonban amikor a Z-dehidro-β-alanin helyettesítette a harmadik aminosavat, a stabil 

rendezettségre utaló ROESY korrelációk nem voltak detektálhatók. Egyetlen gyenge 

keresztcsúcs jelentkezett CβH1 – CαH4 között. (43. ábra) 



 

67 
 

NH2
O

NH NH
O

O
NH NH

O

O
NH2

 

43. Ábra: NOE térközelségek 4-es vegyület esetén; 4 mM; 298K 

 [1R,2R,3S,4S]-diexo-ABHEC (5) és [1S,2S,3R,4R]-diexo-ABHEC (7) mint 

harmadik aminosav eltérő módon befolyásolta a rendezett konformer kialakulását. Az 5-

ös vegyületben a H14 hélixre jellemző CαH2 – CβH5 keresztcsúcs volt látható, emellett a 

CαH1 – CβH4 korreláció is megjelent CD3OH-ban. A rendezetlen szerkezetre engedett 

következtetni a 7-es vegyület esetében egyetlen gyenge H14 karakterisztikus korreláció: 

CαH1 – CβH4. (44. ábra) 
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44. Ábra: NOE térközelségek 5-ös (a) és 7-es (b) vegyületek esetén; 4 mM; 298K 

[1R,2S,3R,4S]-diexo-AOBHEC-t és enantiomer párját, [1S,2R,3S,4R]-diexo-

AOBHEC-t tartalmazta 6 és 8. A legtöbb szerkezetet alátámasztó kölcsönhatást 6-os 

vegyület esetén észlelhettük. Mindhárom oldószerben megjelent a CαHi-CβHi+3 (i=1,2) 

NOE-térközelség, mint a H14 hélix egyértelmű bizonyítéka. Szintén mindhárom oldószer 

esetén detektálható volt a NH2 - CβH4 korreláció a ROESY spektrumban. CD3OH-ban 

további két keresztcsúcs volt azonosítható: C2H3 – COONH2
5 és NH3 – CβH5. DMSO-

ban még egy gyenge korreláció adódott NH1 és CαH3 között. A másik enantiomer 

építőelem beépülésével a stabil rendezett struktúra nem igazolható, itt csak a CαH1-CβH4 

térközelség volt látható gyenge módon CD3OH-ban és DMSO-d6-ban. (45. ábra) 
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45. Ábra: NOE-térközelségek 6 és 8 vegyületekben; 4 mM; 298K 

 

4.2.2.2. NH amid hidrogénatomok deutériumcseréjének követése 

 Az amid NH hidrogénatom cseréjét deutériumra CD3OD-ben vizsgáltuk. Az adott 

csoport NH-ND cserefolyamata annál lassabb, minél védettebb az oldószerrel szemben 

az adott csoport, tehát minél stabilabbak a másodlagos szerkezetet kialakító H-kötések. 

Minden esetben az N-terminális NH2 és a COONH2 csoport protonjai azonnal lecseréltek 

deutériumra beoldás után. (46. ábra) 

 

46. Ábra: A 8-as vegyület 1H spektrumai CD3OD-ban, az amid NH-k tartománya;  

4 mM; 298K; 400 MHz 

Felvétel időpontjai lentről felfelé: közvetlenül beoldás után, 10 perc, 20 perc, 30 perc, 

40 perc, 50 perc, 60 perc, 70 perc, 80 perc, 90 perc, 100 perc, 110 perc, 120 perc 

8,11 ppm: NH4; 7,98 ppm: NH2; 7,81 ppm: NH5; 7,14: NH3 
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A 3-as peptid esetén a harmadik aminosavegység NH hidrogénje ellenállt 

leginkább az oldószer támadásának, a jel intenzitása az 1H spektrumban 10 óra után is jól 

látható volt. NH4 és NH5 átfedésben található a spektrumban, így ezek együttesen kerültek 

követésre, átlaguk értelmezhető. A jelek intenzitása kb. 10 óra után csökkent a zajszintig. 

A követett hidrogénatomok közül NH2 jel cserélt le deutériumra leggyorsabban, kb. 4 óra 

alatt. (47. ábra) 

 

 

47. Ábra: A 3-as vegyület NH-ND csere diagramja; 4 mM; 298K 
■: NH2; ○:NH3; *: NH4+NH5. 

 

4 esetén az előzőben leírtaknál gyorsabb cserét detektáltunk. Itt az NH2, NH4, NH5 

hidrogének kb. 3 óra alatt cseréltek le deutériumra. Itt is az NH3 hidrogén relatív 

védettségét tapasztaltuk, az 1H spektrumban a jele kb. 6 óra alatt csökkent a 

detektálhatóság határa alá. (48. ábra) 
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48. Ábra: A 4-es vegyület NH-ND csere diagramja; 4 mM; 298K 
■: NH2; ○:NH3; ▲: NH4; ◊: NH5 

 

Az 5-ös vegyület esetén is a rendezett struktúrára jellemző lassabb 

deutériumcserét detektáltuk. Az amid NH hidrogénatomok jelei 10 óra után is jól 

azonosíthatók maradtak. A cserék sebességének sorrendje azonos az előzőekkel: a 

legvédettebb hidrogén az NH3, majd NH4, NH5 és leggyorsabban cserélt az NH2. (49. 

ábra) 

 

49. Ábra: Az 5-ös vegyület NH-ND csere diagramja; 4 mM; 298K 

■: NH2; ○:NH3; ▲: NH4; ◊: NH5 

A másik ABHEC enantiomert tartalmazó 7-es vegyület esetén minden 

hidrogénatom esetén a beoldás után szinte azonnali deutériumcserét azonosítottunk, az 

amidcsoporthoz könnyen hozzáfértek az oldószermolekulák.  
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Az oxigéntartalmú 6-os vegyület esetén NH3, NH4 és NH5 hidrogénatomok 

védettsége olyan nagymértékű volt, hogy 24 óra alatt is csak minimális csere következett 

be, az NH jelek intenzitása alig változott. NH2 cseréje itt is gyorsabban bekövetkezett, de 

10 óránál hosszabb időt igényelt az amid NH cseréje. (50. ábra) A szintén oxigéntartalmú 

8-as vegyület esetén a fenti amid NH hidrogének cseréje kb. 3 órán belül zajlott le. (46., 

51. ábra) 

 

50. Ábra: A 6-os vegyület NH-ND csere diagramja; 4 mM; 298K 

■: NH2; ○:NH3; ▲: NH4; ◊: NH5 

 

51. Ábra: A 8-as vegyület NH-ND csere diagramja; 4 mM; 298K 

■: NH2; ○:NH3; ▲: NH4; ◊: NH5 
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4.2.2.3. ECD vizsgálatok 

Elektronikus cirkuláris dikroizmus vizsgálatainkat vízben és metanolban 

végeztük. Ez a vizsgálati módszer szintén a rendezett másodlagos szerkezetre ad 

bizonyító erejű információt.  

 Mind a hat peptid esetén két széles CD sávot azonosítottunk a spektrumokban. 

Ezek helyzete a H14 hélixekre jellemző értékeknél jelentkezett: egy maximum 205 – 218 

nm között és egy minimum 183 – 198 nm között. A maximum és a minimum intenzitása 

különbözött az egyes vegyületek esetén a konformáció stabilitásának függvényében. 3, 5 

és 6 esetén nagyobb intenzitásártékeket mértünk mint 4, 7 és 8 esetén, összehangban az 

NMR spektroszkópiai vizsgálatok eredményeivel. (52. ábra) 

 

52. Ábra: A vizsgált β-peptidek ECD spektrumai; 1 mM; 298K 
a), b) vízben 

c), d) metanolban 
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5. Megbeszélés 

 A posztszteron-2,3-acetonidok és ezek szkvalén konjugátumjainak teljes 

jelhozzárendelését elkészítettük, a diasztereotóp hidrogének és csoportok helyzetét 

leírtuk. Az ugyanazon szteroidból származó szkvalén-konjugátumok esetén a szteránváz 

azonos jelei minimális eltérést mutattak. Ugyanígy a szkvalén-molekularészek kémiai 

eltolódásait összehasonlítva egyes származékokban szintén jó egyezést mutattak. A 

szabad ekdiszteroid vegyületek esetén a C-20 13C atom kémiai eltolódás változása Δδ=51 

ppm-mel egyértelműen jelezte a C=O → C=NOH átalakulást, amely érték összhangban 

van az irodalmi analógokkal. Az 1a vegyületet leírták az irodalomban [42], 

röntgenkrisztallográfiai módszerrel igazolták az E izomert, CDCl3-ban készült oldatában 

leírták a jelek hozzárendelését. Ezt összevetettük az általunk készített hozzárendeléssel 

és eltérést tapasztaltunk. C-11 és C-16 esetén felcserélték a közleményben a kémiai 

eltolódás-értékeket. Közeli kémiai eltolódásokkal jellemezhető 13C atomok, de az 

általunk felvett HMBC kísérletben egyértelműen megkülönböztethetők. H-9 kijelöli C-

11-et, H-17 jeltől pedig korreláció vezet C-16 jelhez; amely keresztcsúcsok megadták a 

helyes jelhozzárendelést. (53. ábra) Az irodalomban szereplő leírást a javítás mellett 

kiegészítettük a diasztereotóp hidrogének megkülönböztetett leírásával is. 

 

  

53. Ábra: A helyes jelhozzárendelést bizonyító spektrumrészlet és az általunk leírt 

jelhozzárendelés 1a vegyületre vonatkozóan; 500 MHz 

 

A fentiekből is látható, hogy az egyértelmű jelhozzárendeléshez szükséges a 

megfelelő digitális felbontás, a jelek szétválása. Első kísérleteinkben, 500/125 MHz 

frekvencián végeztük kísérleteinket. Elsősorban a szkvalén-oldalláncban, az ismétlődő 
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molekularészek jelhozzárendelésénél ütköztük bizonytalanságba a nem elegendő 

felbontás miatt. A HSQC mérések esetén a digitális felbontás az első kísérletekben az F1 

dimenzióban 13,38 – 13,87 Hz/pont érték volt, a sávszelektív technika és kisebb 

spektrumablak alkalmazásával 0,74 – 3,12 Hz/pont értéket sikerült elérni, amely 

közelítőleg 5 – 19x felbontásnövekedést jelent. A 950/239 MHz térerősségen mért HSQC 

spektrum 3,51 Hz/pont értékű felbontással készült, az eredeti kísérletünkhöz képest kb. 

4x felbontásnövekedést sikerült elérni az indirekt dimenzióban. HMBC kísérletekben első 

alkalommal az 500/125 MHz készüléken 23,70 – 39,4 Hz/pont felbontással készültek a 

spektrumok. Ugyanezen a készüléken a sávszelektív pulzusszekvencia és kisebb 

spektrumablak alkalmazása 0,45 – 2,94 Hz/pont felbontásértéket eredményezett, amely 

52 – 88x-os javulás. A 950/239 MHz készüléken 11,63 Hz/pont felbontással vettük fel a 

spektrumot, így 2 – 3x-os felbontásnövekedést sikerült elérni. A közeli kémiai eltolódású 

csoportok megkülönböztetése így lehetővé vált. (54. ábra) 

 

54. Ábra: A szkvalén-oldallánc sp2 CH csoportjainak megkülönböztetése HSQC 

spektrumban 

 

Ahhoz, hogy oldatfázisban tájékozódhassunk a vizsgált oxim vegyületek 

izomériájáról, szintén NMR spektroszkópiai módszereket alkalmaztunk. Az 
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oximvegyületben nem volt lehetőségünk az NOH ↔ H3-21 NOE-térközelség kimérésére 

a kiszélesedett OH jel miatt és az egyetlen jelen levő jelsorozat nem adott lehetőséget a 

Δδsyn-anti paraméter vizsgálatára C-21 kémiai eltolódására vonatkozóan. Az oxim 

metiléter vizsgálata megoldást nyújtott a konfiguráció meghatározására. Így már 

kimérhetővé vált az NOCH3 ↔ CH3-21 NOE interakció, és két jelsorozat jelent meg a 

spektrumban 95% - 5% arányban. Mind a ROESY, mind a Δδsyn-anti paraméter 

vizsgálata az E izomer domináns jelenlétét állapította meg. Az E izomerben a C-21 kémiai 

eltolódás 16,02 ppm, míg a Z izomerben 20,26 ppm volt, a Δδsyn-anti paraméter így 4,24 

ppm, amely jó összhangban van az irodalommal. [43] Az 1a-c vegyületek oldatában egy 

jelsorozatot detektáltunk a következő kémiai eltolódásértékekkel a C-21 atomra 

vonatkozóan: 15,53 ppm, 17,48 ppm és 17,44 ppm. Ezek az értékek az E izomer kémiai 

eltolódásával korrelálnak, ezáltal az E izomert állapítottuk meg a vizsgált oxim típusú 

vegyületek konfigurációjaként.  

A szkvalén-konjugátumok a D2O-ban készült minta megjelenése és NMR 

spektrumai alapján nagyobb asszociátumokként azonosíthatók. Két módszerrel 

állapítottuk meg a szupramolekuláris szerkezetben résztvevő monomerek számát. A két 

eredmény eltérést mutatott (1000 vs. 2600 tagszám, 9,28 nm hidrodinamikai átmérő), 

amely monomer és a részecske ideális gömbként való kezeléséből adódhatott. Az 

irodalomban leírt ekdiszteroid-szkvalén konjugátum ennél jóval nagyobb átmérővel (200 

– 300 nm) került leírásra DLS és TEM módszerek alapján. Ebből az feltételezhető, hogy 

a nagy méretű részecskék kisebb szubpartikuláris részekből állnak, amelyeket a DOSY 

NMR kísérletekben azonosítottunk. 

A β-peptidek gerincjeleinek hozzárendelése során megfelelő diszperzióval 

jelentkeztek az NH jelek az 1H spektrumban, amely a rendezett másodlagos szerkezet 

egyik jellemzője. Az NH CαH és CβH hidrogéneket a várt tartományokban azonosítottuk, 

a részletes konformációvizsgálatban felhasználtuk a térközelségben levő csoportok 

azonosításához. 

Az önrendeződés vizsgálatát részletesen elvégeztük a hat vizsgált β-peptid 

pentamer esetén. A ROESY kísérletekben 3, 5 és 6 vegyületekben találtunk a rendezett 

konformációra jellemző NOE-térközelségeket. Az irodalomban megadott 

karakterisztikus térközelségek közül az NHi – CαHi+2 és CαHi – CβHi+2 korrelációt 

azonosítottuk ezekben. A modellezett szerkezetben[139] mérve az adott hidrogénatomok 
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távolságát, mind 3 Å távolságon belülinek adódott. A 4, 7 és 8 vegyületek csak kis 

intenzitású keresztcsúcsokat adtak metanolban, így ezek esetében a kevéssé stabil 

másodlagos szerkezetet állapíthatjuk meg a ROESY NMR vizsgálatok alapján. Vízben és 

DMSO-d6-ban nem jelentek meg a korrelációk a rendezett formára vonatkozóan, ezekben 

a közegekben nem kedvező a rendezett szerkezet kialakulása az utóbbi három 

vegyületben. 

Az előzőkkel összhangban vannak az amid NH-ND csere vizsgálatok eredményei. 

A 7 vegyület CH3OH-ban készült oldatában azonnal bekövetkezett a csere, amelyből a 

rendezetlen konformáció jelenlétére következtethetünk. A 4 és 8 vegyületek esetén egy 

órán belül bekövetkezett az amid NH hidrogének cserélődése deutériumra, így ezekben 

gyenge H-hidas szerkezetek azonosíthatók. Jelentősen hosszabb idő (10 óra, 1 nap) volt 

szükséges a 3, 5 és 6 vegyületek amid NH-ND cseréjéhez, így itt stabil, H-hidak által 

kialakított másodlagos szerkezetekként vannak jelen a peptidláncok, az amidcsoportok az 

oldószertől védetten helyezkednek el. Ezen megfigyelések alátámasztják a ROESY 

mérésekből kapott eredményeket. 

A metanolban és vízben felvett intenzív CD spektrumok szintén a 3, 5 és 6 

vegyületek esetén H14 hélix kialakulását igazolták. A CD sávok csökkent intenzitása 4, 

7 és 8 vegyületekben a hélixes másodlagos szerkezet kis stabilitását mutatják. Minimális 

eltérést tapasztaltunk vízben és metanolban végezve a vizsgálatot, az oldószer nem 

befolyásolta döntően a konformációt. 
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6. Következtetések 

 Az ekdiszteroid és konjugátumaik esetén az azonos szteroidegységben vagy a 

szkvalén-linker-oldallánc egységben a kémiai eltolódások minimális különbséggel 

detektálhatók. Az jövőben újonnan előállítandó szkvalén-konjugátumok 

jelhozzárendelése ezáltal gyorsabban lesz lehetséges. Az irodalom korábbi 

eredményeinek sorába illeszkedve, újabb Δδsyn-anti paramétert adtunk meg egy oxim-

típusú vegyület Cα atomjára vonatkozóan és megadtunk egy biztos kombinált szintetikus-

NMR spektroszkópiai módszert a konfiguráció megállapításához. 

 A szkvalén-konjugátumok esetén igazolható a várt asszociátumképződés D2O-

ban. A másodlagos szerkezet részletes vizsgálatára nem volt lehetőségünk a 

nanoasszociátum-képződés miatt. DOSY mérések által egy kb. 1000 tagszámú részecske 

került azonosításra. Mérete a nanorészecskék tartományában helyezkedik el. Irodalomban 

eddig nem történt meg ilyen típusú asszociátumok NMR spektroszkópiai azonosítása, 

eredményeinkkel rávilágítottunk egy módszerre, amely sikeresen használható oldatban 

jelen levő szkvalén-konjugátum részecskék vizsgálatára. 

A β-peptidek másodlagos szerkezetének vizsgálata során azt találtuk, hogy a 

transz-ACHC-láncba egy eltérő β-aminosav beépülése döntően befolyásolja a rendezett 

konformer kialakulását. A flexibilis β-alanin építőelem nem befolyásolta a transz-ACHC-

ból felépülő β-peptidek H14 hélixének kialakulását. Ezzel szemben a rigid, telítetlen Z-

dehidro-β-alanin megakadályozta a rendezett szerkezet jelenlétét, mely lehetséges oka a 

C=C kettős kötés konjugációja a szomszédos amid kötésekkel. Ciklusos β-aminosavakon 

végzett vizsgálataink alapján a konfigurációnak meghatározó szerepe van a 

heterooligomerekben lehetséges helikális struktúrára. [1R,2R,3S,4S]-diexo-ABHEC és 

[1R,2S,3R,4S]-diexo-AOBHEC középső aminosavként való beépülése esetén 

kialakulhatott a H14 hélix. Azonban ugyanezen aminosavak enantiomerjeit, mint  

[1S,2S,3R,4R]-diexo-ABHEC és [1S,2R,3S,4R]-diexo-AOBHEC, tartalmazó β-peptid 

szekvenciák stabil önrendeződésre nem képesek. Eredményeink alapján elmondható, 

hogy a transz-ACHC stabil H14 hélix konformációját meg lehet szüntetni egyes 

aminosavak beépítésével, míg más aminosavegységek nem befolyásolják ezt. Az 

ABHEC és AOBHEC egységek beépülésének összehasonlításával az O-atomhoz 

kapcsolható hatást nem találtunk. Újabb peptidek tervezésénél ez az információ 

felhasználható a kiépíteni kívánt másodlagos szerkezet érdekében.  
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7. Összefoglalás 

 PhD munkám során mesterséges, önrendeződő rendszerek két típusát vizsgáltam: 

szkvalén-konjugátumokat és β-peptideket. Vizsgálatainkban az egyes rendszerek 

jelhozzárendelését végeztük el NMR spektroszkópiával, majd a vegyületek 

önrendeződését tanulmányoztuk.  

 Két ekdiszteroid vegyületet (posztszteron-2,3-acetonidok) és ezek szkvalén-

konjugátumait vizsgáltuk két különböző linker szakasz beépítésével. A hat vegyületre 

teljes 1H és 13C jelhozzárendelést írtunk le, a szteránváz esetén a diasztereotóp hidrogének 

megkülönböztetésével, és igazoltuk a hosszú lipofil oldallánc jelenlétét. Az 

oximvegyületek esetében igazoltuk a C=N kettőskötés konfigurációját. Az oldalláncban 

található hasonló kémiai környezetben elhelyezkedő atomok/atomcsoportok 

megkülönböztetése kihívást képező feladat volt. Ultranagy térerejű mérésekkel és 

sávszelektív pulzusszekvenciákkal elért extrém nagy felbontású HMBC és HSQC 

keresztcsúcsok segítségével egyértelmű teljes jelhozzárendelést írtunk le a vizsgált 

vegyületekre vonatkozóan. Az önrendeződés csak szupramolekuláris szinten volt 

tanulmányozható, igazoltuk a nano mérettartományú asszociátum képződését.  

A β-peptidek esetén olyan pentamer rendszereket vizsgáltunk, amelyek transz-

[1R,2R]-ACHC (transz-[1R,2R]-aminociklohexánkarbonsav) aminosav egységekből 

álltak és hat különböző aminosav egységet tartalmaztak harmadik aminosavként. A 

gerincprotonokat rendeltük hozzá az egyes csoportokhoz, majd a másodlagos szerkezet 

tanulmányozása során három peptid esetén rendezett, stabil H14 hélixet, a további három 

peptid esetén kevéssé stabil helikális szerkezetet/rendezetlen konformációt 

azonosítottunk. Eredményeinket a NOE-térközelségek, amid NH-ND csere vizsgálatok 

és ECD felvételek igazolták. A flexibilis β-alanin építőelem, [1R,2R,3S,4S]-diexo-

ABHEC ([1R,2R,3S,4S]-diexo-3-aminobiciklo[2.2.1]hept-5-én-2-karbonsav) és 

[1R,2S,3R,4S]-diexo-AOBHEC ([1R,2S,3R,4S]-diexo-3-amino-7-oxabiciklo[2.2.1]hept-

5-én-2-karbonsav) építőegységek esetén kialakult a rendezett szerkezet. A rigid, telítetlen 

Z-dehidro-β-alanin, [1S,2S,3R,4R]-diexo-ABHEC és [1S,2R,3S,4R]-diexo-AOBHEC 

megakadályozta a rendezett szerkezet jelenlétét.  
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8. Summary 

 During my PhD work two types of self-associating systems were investigated: 

squalene-conjugates and β-peptides. Structure elucidation was made by NMR 

spectroscopy, then the self-associaton was studied. 

 Two ecdysteroids (posterone-2,3-acetonides) and their squalenoylated derivatives 

were investigated with two different linker regions. Complete 1H and 13C assignation for 

the six compounds were made, in case of the steroid moiety the diastereotopic groups 

were distinguished and the presence of the squalene-linker side chain was verified. The 

configuration of C=N double bond in oximes was also determined. It was a challenging 

task to differentiate the atoms/groups which are in very similar chemical environment. 

With the help of extreme high resolution HMBC and HSQC spectra by ultra-high 

magnetic field and band-selective pulse sequences the complete assignment was 

performed for these compounds. The self-association was investigated on supramolecular 

level, the self-assembly was found in form of nanomaterials in aqueous solution. 

β-peptide pentamers which are made from trans-[1R,2R]-ACHC (trans-2-[1R,2R]-

aminocyclohexanecarboxylic acid) residues and six different β-amino acids as 3rd unit 

were studied. Backbone protons were assigned, then the secondary structures were 

determined. In three peptides stable H14 helix was formed, in further three peptides less 

stable structures were identified. NOE-correlations, amide NH-ND exchange and ECD 

measurements were carried out for the investigation of the conformation. In case of the 

flexible β-alanine building block, [1R,2R,3S,4S]-diexo-ABHEC ([1R,2R,3S,4S]-diexo-3-

aminobicyclo[2.2.1]hept-5-ene-2-carboxylic acid) and [1R,2S,3R,4S]-diexo-AOBHEC 

([1R,2S,3R,4S]-diexo-3-amino-7-oxabicyclo[2.2.1]hept-5-ene-2-carboxylic acid) 

residues stable helices were discovered. Differences were found for [1S,2S,3R,4R]-diexo-

ABHEC, [1S,2R,3S,4R]-diexo-AOBHEC and Z-β-dehydroalanine as middle unit, stable 

self-organization could not be observed. 
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