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1. Bevezetés

Az él6 szervezet épitdelemei tobbnyire kiralis molekuldk pl.: fehérjék, szénhidratok, a
DNS. Mesterséges eredeti kiralis vegyiiletek példaul lehetnek a gydgyszerek és a
novényvédoszerek. Ezekkel szemben manapsag alapveto kovetelmény, hogy kirdlisan tisz-
ta formaban keruljenek kereskedelmi forgalomba. Igy mind az ipari, mind az alapkutatas
szintjén nagy hangsulyt fektetnek az egyes enantiomerek eléallitasara, azonositasara és
mennyiségi meghatarozasara. Az optikai izomerek eldallitasanak harom lehetséges médja
van: racém keverék eldallitasa, tiszta kiralis forras alkalmazasa és enantioszelektiv szinté-
zis. A racém keverékek eldallitasa kevésbé koltséges, igy inkabb a szintézist kovetd
elvalasztastechnika hatékonysaganak kihasznalasaval igyekeznek tiszta izomerekhez jutni.
Erre nagy szelektivitasu és gyors, egyszeri modszekeret kinal a nagyhatékonysagu
folyadékkromatografia (HPLC). A nagyhatékonysagu kiralis kromatografiaban kozvetett
és kozvetlen modszereket alkalmaznak az enantiomerek elvalasztasara és azonositasara. A
kozvetett modszer kolonna elbtti szarmazékképzést jelent kiralis reagenssel. A kozvetlen
modszerek kozé a kiralis allofazis alkalmazasa, illetve a kiralis mozgofazis adalékok fel-
hasznalésa tartozik. gy a HPLC méltan valt népszert mddszerré a gyogyszerkutatas, bio-
l6gia, biokémia tertiletén.

A peptidek a receptorokkal valé kolcsonhatds soran meghatarozott, rogzitett formaban
vannak jelen. E konformacids gatak szerkezete csak részben ismert. Megismerésiik egyik
lehetséges modja a helyi konformacios gatak beépitése a peptidekbe. A gatolt szerkezet(i
peptideket ugy allitjak eld, hogy olyan aminosavakbol épitik fel azokat, amelyek olyan
funkcids csoportot tartalmaznak — a természetes aminosavakhoz képest — amelyek el6se-

gitik a biologiailag aktiv konformacio rogzitését.

2. Célkitiizés

Célunk volt kozvetett kiralis kromatografias modszer kidolgozéasa fehérjealkotd és

nemfehérje alkoté aminosav enantiomerek elvalasztasara. A méréseink soran egy 1j aktiv



uretan tipusu kiralis szarmazékképzo reagenst alkalmaztuk az (S)-N-(4-nitrofenoxikar-
bonil)fenilalanin-metoxietil-észtert, tobbek kozott glicin, alanin, fenilalanin analdg
sztereoizomerek, B-alkil-aminosav és iminosav analog sztereoizomerek elvalasztasara.

A koézvetlen modszerek alkalmazasanal a sikeres sztereoizomer elvalasztasok megva-
16sitasan tilmenden célunk volt az elvalasztas homérsékletfiiggésének tanulmanyozasa. Ez
felvilagositast nyujthat, hogy milyen jellegli kélcsénhatas alakul ki a Chirobiotic R oszlop
kiralis szelektora és az elvalasztando sztereoizomerek kozott kilénbozo kroniétogréﬁés
modokban. Az enantioszelektiv megkotddést kisérd standard szabadentalpia-valtozas kii-
lonbség értékekbdl kivantunk kovetkeztetni a Chirobiotic T és Chirobiotic Tag oszlopok

elvalasztasi mechanizmusara.

3. Alkalmazott médszerek

A vizsgalatokhoz a kdzvetett és a kozvetlen kiralis kromatografias médszereket alkal-
maztuk.

A kozvetett modszerek koziil (S)-N-(4-nitrofenoxikarbonil)fenilalanin-metoxietil-
észtert ((S)-NIFE), 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-gliikopiranizil-izotiocianat (GITC), illetve a
1-fluor-2 4-dinitrofenil-5-L-alaninamid (FDAA) kiralis szarmazékképzo reagenseket al-
kalmaztuk a reakciokban. A szarmazékképzési reakcioban keletkez6 diasztereomer termé-
keket akiralis forditott fazist oszlopokon valasztottuk el. Az (S)-NIFE-vel torténé szarma-
zékképzés termékeit HPLC-MS modszerrel azonositottuk.

A kozvetlen modszerek soran felhasznalt kiralis allofazisok: Chirobiotic T, Chirobiotic

Tag, Chirobiotic R, Crownpak CR (+) voltak.



4. Alkalmazott késziilékek

Folydékkromatograf:

Waters M-600 alacsonynyomasu gradiens pumpa, Waters M-996 fotodiddasoros de-
tektor, Waters Millennium 2010 és 32 adatfeldolgozé rendszer;

Waters 1525 magasnyomasu gradiens pumpa, Waters 487 kétcsatornas UV-VIS detek-
tor, Waters 717 automata mintaadagold, Waters Breeze adatfeldolgozo rendszer (Waters,
Milford, MA, USA).

Merck Hitachi L-6000 izokratikus pumpa (Merck Hitachi, Tokyo, Japan), Shimadzu

SPD6AV detektor (Shimadzu, Tokyo, Japan), HP 3395 Integrator (Hewlett-Packard,
Waldbronn, Germany).

Tomegspektrométer:

Quattro II (Micromass UK, Altrincham, Anglia)

5. Eredmények

5.1. Aminosav sztereoizomerek elvalasztisa kozvetett médszerrel
($)-NIFE) alkalmazasaval

Az (S)-N-(4-nitrofenoxikarbonil)fenilalanin-metoxietil-észter alkalmazasaval kozve-
tett kiralis kromatografias modszert dolgoztunk ki fehérjealkot6 és nemfehérje alkotd ami-
nosav sztereoizomerek elvalasztasara.

5.1.1. Az (S)-NIFE szarmazékképz6 reagenst sikeresen alkalmaztuk Gly, Ala, Phe, Pro
analog sztereoizomerek, B-Me(alkil)Trp sztereoizomerek, tetrahidroizokinolin vazas kar-

bonsav és pipekolinsav sztereoizomerek elvalasztasara..



5.1.2.. Ramutattunk, hogy a szarmazékképzési reakcio hozama fiigg a reakcidid6tol, pH-
tol és a reagens/aminosav molaranytol. Az egyes aminosav csaladokra optimalizaltuk a
szarmazékképzési reakcid korilményeit.

5.1.3. HPLC-MS modszerrel kimutattuk, hogy a szarmazékképzési reakciot melléktermé-
kek (4-nitrofenol, fenilalanin-metoxietil-észter (Phe-észter), N, N-bisz-(3-fenilpropionsav-
metoxietil-észter-2-il ( szimmetrikus karbamid ) keletkezése kiséri.

5.1.4. HPLC-MS modszerrel igazoltuk, hogy a szarmazékképzo reagens nemcsak az ami-
nosav primer aminocsoportjaval, hanem az ,,imino”-csoporttal és fenolos hidroxilcsoport-
tal is reakcioba 1ép. (S)-NIFE nem 1ép reakcidba az alkoholos hidroxilcsoporttal. A képzo-
dott mono- és bisz- szarmazékokat sikeresen elvalasztottuk.

5.1.5. Megallapitottuk, hogy a (S)-NIFE-aminosav szarmazékok elnyelési maximuma 205
nm-en van, amelyen a kimutatasi hatar 3/1 jelzaj viszony mellett 20 pmol-nak adodott.
5.1.6. Sikeresen megoldottuk sztérikusan erésen gatolt vegyiiletek (o-Me-Tic, prolinok, B-
alkil-aminosavak) szarmazékképzését és a keletkezett diasztereomer termékek elvalaszta-
sat.

5.1.7. Megallapitottuk, hogy a szerves modositoként MeOH-t tartalmazo6 eluens nagyobb
szelektivitast mutatott az (S)-NIFE-vel képzett diasztereomer termékek elvalasztasaban.
Egyes esetekben az egyik diasztereomer termék egyiitt elualodott a ,,szimmetrikus kar-
bamid”-dal MeOH tartalmu eluensben, amit az eluens vagy a gradiens program modosita-
saval ki tudtunk kiiszobolni.

5.1.8. Megallapitottuk, hogy az (S)-NIFE szarmazékok retenciojat egy homoldg soron be-
lil elsésorban a hidrofob jelleg hatarozza meg.

5.1.9. Egy futtatasban megoldottuk a fehérjealkotd aminosav enantiomerek elvalasztasat:
Kivéve: Glu, Thr, Gln, Asn.

5.1.10. A B-alkil-szubsztitualt-Trp, p-MePhe, p-MeTic, B-MeTyr, p-MeTrp
sztereoizomerek esetén ravilagitottunk arra, hogy a sztereoizomerek elvalasztasakor az
eluens szerves modositojanak cseréje, illetve a kolonna cseréje megvaltoztathatja az egyes
sztereoizomerek elucids sorrendjét.

5.1.11. (S)-NIFE szarmazékképz6 esetén az elucids sorrend: (S)<(R ).
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Kivétek: fehérjealkoté aminosavak: Arg, His, Asn, Gln, Cys,
Prolin analogok: allil-, benzil-, naftil szubsztitualt analégok (Cahn-Ingold-
Prelog szabaly).

5.1.12. B-alkil aminosavak esetén (25,3S) < (2R,3R).

5.1.13. A kozvetett és kozvetlen kromatografias modszerek ¢sszehasonlitasat végeztiik el

Pro, Gly, Ala, Phe és B-alkil-Trp sztereoizomerek elvalasztasara. Megallapitottuk, hogy:

a
a

Pro analog sztereoizomerek elvalasztasaban az (S)-NIFE a leghatékonyabb,
a Gly analdgok estében mind a kozvetett mind a kozvetlen modszerek j6l al-
kalmazhatok,
Ala, Phe analdgok elvalasztasara az antibiotikum alapu kolonnak
mellett a szarmazékképzo reagensek koziil az (S)-NIFE, GITC, FDAA is al-
kalmasak.

A B-alkil-Trp sztereoizomerek csak kozvetlen mddszerekkel (S)-NIFE,
GITC, FDAA valaszthatok el. A kiralis szarmazékképzok koziil a leghatéko-
nyabb az (S)-NIFE.

5.1.14. Az (S)-NIFE szarmazékképzo reagenst a Fluka 2002-ben kereskedelmi forgalom-

ba hozta.

5.2. Makrociklusos antibiotikum alapu kiralis kolonnik kromatografi-

as viselkedésének osszehasonlitiasa

5.2.1. A B-aminosav enantiomerek retencios paraméterei a MeOH tartalom fiiggvényében

a forditott fazist kromatografianak megfelelé6 modon valtoznak a Chirobiotic T és TAG

oszlopokon.

5.2.2. Az ,iminosav” enantiomerek retenciés faktorai a MeOH tartalom fiiggvényében a

Chirobiotic T és TAG oszlopokon eltéréen viselkednek. A Chirobiotic T oszlopon U-alak

gorbe szerint, mig a Chirobiotic TAG oszlopnal maximum gérbe szerint valtoznak az enan-

tiomerek retencids faktorai a MeOH tartalom ndvekedésével.



5.2.3. Primer és szekunder o-aminosavak esetén nem sziikséges a cukorrészek altal bizto-
sitott kiralis centrumok és funkcids csoportok jelenléte a sikeres kiralis elvalasztashoz.

5.2.4. B-aminosavak esetében a cukorrészek és az apolaris oldallanc jelenléte hozzajarult
a kiralis felismeréshez, ami a sikeres elvalasztas feltétele volt. Ennek valdszint oka a
kiralis szénatom egy szénatommal tavolabb van a karboxilcsoporttdl, mint az o-aminosa-

vaknal.

5.3. Hémérséklet hatasa a kiralis kromatografiara

5.3.1. Megallapitottuk, hogy a Chirobiotic R oszlopon a vizsgalt vegyiiletek koziil a Trp,
eritro-, treo-B-MeTrp szteroizomerek retencids faktorai a MeOH tartalom novekedésével
U-alakua gorbe szerint valtoztak, ami a hGmérséklet novekedésével még kifejezébbé valt.
5.3.2. Kimutattuk, hogy a N-benziloxikarbonil-triptofan (Z-Trp), N-(3,5-dinitro-2-piridil)-
triptofan (DNPyr-Trp), 1-[5-klor-2-(metilamino)fenil]-1,2,3,4-tetrahidroizokinolin (CMP-
Tic), 5-fenil-tetrahidrofuran-2-on-butano-4-lakton (,butirolakton™) a sztereoizomerek re-
tencios paraméterei hagyomanyos forditott fazisu kromatografianak megfelelé modon val--
toznak a Chirobiotic R oszlopon a MeOH tartalom névekedésével.

5.3.3. A kiralis elvalasztas hajtoerejét jellemzo A(AG®) értékeket a MeOH tartalom fiigg-
vényében abrazolva, megallapitottuk, hogy a Trp, eritro-, treo-B-MeTrp, és a butirolak-
ton,_ esetén kis negativ érték tapasztalhatd, ami azt jelenti, hogy a sztereoizomerek elva-
lasztasa kis szelektivitasi a Chirobiotic R oszlopon. A DNPyr-Trp, CMP-Tic, Z-Trp
sztereoizomerek elvalasztasa nagy negativ A(AG®) értékkel jellemezhetd, ami azt jelenti,
hogy a Chirobiotic R oszlopon elvalasztasuk enantioszelektivitasa nagyobb, mint az el6bb
emlitett csoporté.

5.3.4. Megallapitottuk, hogy forditott fazisu médban az ,,ikerionos” és a negativ toltési ve-
gyiiletek kolcsonhatasa kedvezobb az allofazissal, mert az elektrosztatikus kélcsénhatas
kialakitasara alkalmas funkcids csoporttal rendelkeznek.



5.3.5. Normal és polar-organikus modban mas jellegii kolcsonhatasok a meghatarozoak a
kiralis elvalasztas soran (hidrogén-hid, n-n-, dipol-dipol-, sztérikus koélcsonhatas).

5.3.6. A térszerkezet merevitése és a funkcios csoportok altal kialakitott kélcsonhatasok
elosegitették a kiralis felismerést (DNPyr-Trp, Z-Trp, CMP-Tic).

5.3.7. A kiralis felismeréshez nem feltétlen sziikséges az elsédleges kolcsonhatas kialaki-
tasara képes csoport jelenléte. Az er6s masodlagos kolcsonhatasok eldsegitik a kiralis fel-
ismerést (CMP-Tic, ,,butirolakton™).

5.3.8. Az entalpia-entropia kompenzacid vizsgalataval arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy a Chirobiotic R oszlopon az egyes enantiomerek elvalasztasi mechanizmusa hason-
16.

5.3.9. Az entalpia-entropia kompenzaciobol megallapitottuk, hogy a vizsgalt vegyiiletek és
az allofazis kozott kétfajta kolesonhatas alakul ki, az egyik csoportba tartoznak a Z-Trp,
DNPyr-Trp, a masikba pedig a CMP-Tic,  butirolakton_, Trp, eritro-, treo-B-MeTrp

sztereoizomerek. Egy csoporton beliil a kélcsonhatas jellege hasonlo.
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