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1. Bevezetés

Kiralis vegyiiletek enantiomer elvalasztdsa kromatografidss moddszerekkel a modern
analitika egyik leggyorsabban fejlodo teriilete. A kiralitdshoz kapcsolodo jelenségek kutatdsa
a biologia, a gyogyszer-, az élelmiszer- és a szinezékiparban végbemend dinamikus
fejlodésnek koszonhetd. Az elmilt husz év soran a kirélis elvalasztasi mdodszerek fejlesztése
iranti igény legnagyobb mértékben a bioldgia és a gydgyszerkutatas teriiletén jelentkezett.

Az elmult két évtized soran megjelent kiralitdssal foglalkozé munkék szama jelentdsen
nétt [1-24], amelyeket szivesen forgatnak az e teriileten dolgozd kutatok. Kiilondsen a
gyogyszerkutatdsban nétt meg az érdeklddés, mert a gydgyszerekben eléforduld enantiomerek
biologiai hatasa altalaban eltérd [25]. A gyogyszerek hatdsmechanizmusat vizsgalva
megfigyelték, hogy a gyogyszer izomerek kiilonbdzoképpen 1€pnek kdlcsonhatasba az emberi
szervezetben jelenlévé receptorokkal. Igy az egyik terapidsan aktiv enantiomer mellett a
masik nem inaktivan viselkedik, hanem tobbféle mellékhatast okozhat, vagy antagonista
hatasti. Az emberi szervezetben nemcsak a receptorok, hanem enzimek, plazmafehérjék is
képesek az enantiomerek megkiilonboztetésére. A peptidek igen flexibilis molekuldk, melyek
térben szamos konformaciot vehetnek fel €s ezek oldatbeli szerkezete fiigg a kdrnyezettdl is.
A receptorokkal vald kolcsonhatds soran konformaciojuk rogzitett. A bioldgiailag aktiv
konformécié meghatarozasa nehéz feladat, és a kutatasok 6 irdnyat ez adja meg felhasznalva
az NMR- ¢és rontgendiffrakcidos vizsgalatokat is. A Dbioldgiailag aktiv konformacid
megismerésének egyik modszere a helyi konformacios gatak beépitése a peptidekbe, amellyel
rogzithetd a konformacio [26]. Ilyen szerkezetli peptideket ugy allitanak el6 legegyszeriibben,
ha az épitokdveket, az aminosavakat, konformacidsan gatolt formaban épitik be a peptidekbe.
A nemfehérjealkotd aminosav enantiomerek eldallitdsanak harom lehetdsége van:

1. racém keverékek elvalasztasa,

2. tiszta kiralis forras alkalmazasa,

3. enantioszelektiv szintézisek.

A racém keverékek eldallitasa kevésbé koltséges, igy inkdbb a szintézist kovetd
elvalasztastechnika hatékonysdganak kihasznalasaval igyekeznek tiszta izomerekhez jutni.
Elészeretettel alkalmaznak e célra kromatografids technikakat, koztiik a nagyhatékonysagu
folyadékkromatografiat (HPLC). A HPLC-s elvalasztasok elénye, hogy konnyen
kivitelezhetok, gyorsak és tobbnyire az optikai izomereket nagy tisztasagban nyerhetjiik ki.

igy lehetdség nyilik mindegyik izomer biologiai vizsgalatara kiilon-kiilon.



1.1. Célkitiizés

A célkitlizésiink volt természetes €s nem természetes aminosav enantiomerek és
sztereoizomerek kromatografias elvalasztasa kozvetett kirdlis kromatografidss modszerek
alkalmazasaval. Ennek megvalositdsara egy uj aktiv uretan tipust kiralis szarmazékképzo
reagenst, az (S)-N-(4-nitrofenoxikarbonil)fenilalanin-metoxietil-észtert (késdbbiekben (S)-
NIFE) alkalmaztuk. Célunk volt a természetes aminosavakra a szarmazékképzd reagens
szarmazékképzési €s a képzodott diasztereomer termékek kromatografids elvalasztasi
koriilményeinek megismerése. Ezen eredmények alapjan a természetes aminosav
enantiomerek egy futtatdson beliili elvalasztasdra torekedtiink, illetve arra, hogy a
szarmazékképzd reagens hasznalatat kiterjessziik sztérikusan erdsen gatolt nem természetes
aminosav analogokra is.

Feladatul ttiztiik ki az (S)-NIFE elvalasztoképességének Osszehasonlitdsat mas kozvetett
kiralis kromatografidss modszerekkel, amelyekben a kovetkezd kirdlis szarmazékképzoket
alkalmaztuk: 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-gliikopiranozil-izotiocianat (GITC), és az 1-fluor-2,4-
dinitrofenil-5-L-alaninamid (FDAA), illetve kozvetlen kirdlis kromatografids médszerekkel
(kiralis allofazisokkal).

A munkank masik f6 irdnyat makrociklusos antibiotikum alapt kirdlis allofazisok
elvalasztasi mechanizmusénak felderitése jelentette tesztvegyiiletek, vagy vegyiiletcsoportok
elvalasztasdnak nyomonkovetése segitségével.

Célul thztik ki annak megvizsgalasat, hogy a cukorrészek hogyan befolyédsoljak - a
teicoplanin ¢és teicoplanin aglikon molekuldkat kiralis szelektorként tartalmazo - Chirobiotic
T, és a Chirobiotic Tag oszlopok elvalasztd képességét sztérikusan alig vagy erdsen gatolt
vegyliletek esetén.

Célul tiztik ki, hogy megvizsgaljuk a Chirobiotic R (risztocetin A) oszlop lehetséges
kolesonhatasainak jellegét semleges, negativ, pozitiv €s ikerionos tesztvegyiiletekkel normal,
forditott fazisban illetve polar-organikus médban végzett elvalasztasok soran. Ehhez az egyes

vegyliletek kiralis elvalasztasanak homérsékletfiiggését hasznaltuk fel.



2. Irodalmi osszefoglalo

Kirdlis vegyiiletek sztereoizomerjeinek elvalasztisa nagyhatékonysagu folyadék-
kromatografids modszerekkel harom tton lehetséges:

e kiralis szarmazékképzOk alkalmazésa,

e  kiralis allofazisok alkalmazasa,

e kiralis mozgo6tazis adalékok alkalmazasa.
2.1. Kiralis szarmazékképzo reagensek alkalmazasa

Az oszlop el6tti szarmazékképzés kiralis reagenssel hagyomanyos HPLC-s elvalasztast
igényel, mivel a kirdlisan tiszta reagenssel végzett reakcid eredményeképpen kovalens kotésii
diasztereomer termékek képzddnek, amelyek kiillonbozd fizikai-kémiai tulajdonsagokkal
jellemezhetéek. 1975-ben Furukawa szamolt be elészér aminosav enantiomer elvalasztasrol,
(+)-10-kamfor-szulfonilklorid reagenst felhasznalva valasztott el p-nitro-benzilésztereket [27,
28]. A kiralis szarmazékképzés nem egyszeri feladat, szamos eldnnyel és hatrannyal
rendelkezhet.

A racém elegy és a kirdlis szdrmazékképzd reagens reakcidjaval szemben tdmasztott
kovetelmények:

e akét enantiomernek azonos mértékben kell atalakulnia (nincs kinetikai rezolicio),

e a kirdlis reagensnek a lehetd legtisztabbnak kell lennie, nem lehet benne enantiomer

szennyezddés,

e nem mehet végbe racemizacid és epimerizacid a diasztereomerpar-képzeés kdzben.

A modszer eldnyei:

e konnyl reagens-beszerezhetdség,

e alegtdbb elvalasztas gyors és egyszertl,

e j6 szarmazékképzod reagens kivalasztasa esetén a detektalds also hatara csokkenthetd,

e akolonnakoltség kicsi,

e szarmazékképzéssel elbtisztitas végezheto el,

e azelucids sorrend kovetkeztethetd, illetve megfordithato,

e amoadszerfejlesztés kevésbé iddigényes.

A modszer hatranyai:

e nechéz az enantiomer visszanyerése,



e aképzddott diasztereomerek molaris abszorbancidja kiillonbozhet,

e areagens feleslege ¢s a melléktermékek zavar6 csucsként jelentkezhetnek,

e az eldkészités iddigényes lehet.

A kiralis szdrmazékképzést alkalmazhatjuk minden olyan esetben, amikor a vizsgalandé
vegyliletink szadrmazékképzésre alkalmas funkcids csoportot tartalmaz. A csoport
ismeretében ugy valasztjuk ki a reagenst, hogy a kozottiik lejatsz6do reakcid 100%-os legyen,
mikézben sem a mintakomponens, sem a reagens kirdlis centrumai ne szenvedjenek
racemizaciot.

A kolonna eldtti szarmazékképzés sok kutatd altal alkalmazott modszer, féleg a
nyomanalizisben és a nagy felbontast igénylé modszerekben. Ennek oka, hogy a kiralis
reagensek tobbsége kromofor csoporttal rendelkezik, ami megkdnnyiti a detektalast. Bar az
enantiomerek ilyen modon valo elvalasztasa jobban korldtozott és nem olyan latvanyos, mint
a kozvetlen moédszerek, mégis gyakran alkalmazzdk. E célbdl szdmos szdrmazékképzo
reagenst allitottak eld és vizsgaltak. A szarmazékképzés példaul a peptidkémidban széles
korben alkalmazott médszer: aminosav analizis, szekvenalas, metabolizmus vizsgalat, peptid-

szintézis ellendrzés, tisztasagellendrzés, N-termindlis meghatarozas.

2.1.1. Kiralis szarmazékképzok alkalmazasa az aminosav analitikaban

Szdmos kirdlis szarmazékképzé reagens a hagyomdnyos akirdlis reagensek
tovabbfejlesztett valtozata. Az aminosavak mindkét funkcidés csoportjukon képesek
szarmazékképzésre, de ezek koziil az aminocsoporton keresztiili szarmazékképzés az
elterjedtebb.

Az aktiv karbonsavak, a savkloridok, diazolok, szukcinimidil-észterek, karbonsav-
anhidridek alkotjak az egyik nagy csoportjdt az aminosavak aminocsoporton keresztiili
szarmazékképzésének. A danzil-L-prolin [29], N-[4-(6-metoxi-2-benzoxazolil)]benzoil-L-
fenilalanin  [30], (-)-a-metoxi-o-metil-1-naftilecetsav  [31] a  karbonsav tipusu
szarmazékképzok soraba tartozik.

Az izocianat és izotiocianat [32-50] tipusu reagensek enyhe reakciokoriilmények kozott
kvantitativen, zavaré mellékreakciok nélkiil reagélnak, és a képz6dd karbamid és tiokarbamid
szarmazékok 250 nm koril jol detektalhatok. Fluoreszcens szdrmazékaik [32-41, 50-56] a

detektalas alsé hataranak jelentds csokkentését teszik lehetdvé.



A peptidek szerkezetkutatasdban két fontos szerepet latnak el az izotiociandt tipusu
szarmazékképzd reagensek. Egyrészt az aminosavanalizis, maésrészt a mikroszekvenalas
tertiletén. Ilyen kettds hasznositasu szarmazékképzd reagens a fenil-izotiocianat (PITC) [57-
59].

Nimura és munkatarsai dolgoztak ki az izotiocianat tipust szarmazékképzO reagensek
koziil a szénhidrat alapu 2,3,4,6-tetra-O-acetil--D-gliikopiranozil-izotiocianatot (GITC) [60-
62], amely segitségével fehérjealkoté aminosav enantiomerek elvalasztasat oldottdk meg. Az
altaluk kidolgozott modszer nem teszi sziikségessé a reakcioban részt vevd szabad karboxil-
csoport védelmét, a szadrmazékképzés gyorsan lejatszodik szobahOmérsékleten, és a
reakcidelegy kozvetleniil adagolhat6 a kolonnéra. Albert és munkatarsai [62] természetben is
eléforduld, szintetikus peptid analogokban gyakran hasznalt N-metil-aminosavak
enantiomerjeit ugyancsak GITC szarmazék formdjaban valasztottdk el. Tian és munkatarsai
[63] néhany o-metil-aminosav enantiomer elvalasztasat valositotta meg GITC-szarmazék
form4jaban. Lindner és munkatéarsai [64,65] egy Uj ciklusos alifas szénhidrogénen alapulo
izotiocianat tipusi reagenst fejlesztettek ki. Fiilop és munkatarsai allitottdk el6 a
kléramfenikol gyartds melléktermékébol (1S,2S), illetve (1R,2R)-1,3-diacetoxi-1-(4-
nitrofenil)-2-propil-izotiocianatot ((S,S)-DANI ¢és (R,R)-DANI)). Péter és munkatarsai a
reagenst alkalmaztdk nemfehérje alkotd aminosav enantiomerek ¢és [-alkil-szubsztitualt
aminosav enantiomerek elvalasztasara [66-68].

A 2,4-dinitro-fenil csoport eldnyds tulajdonsagait elészor Sanger mutatta be [69]. Marfey
[70] vezette be az 1-fluor-2,4-dinitrofenil-5-L-alaninamidot (FDAA, Marfey-reagens), melyet
Ala, Asp, Glu, Met ¢és Phe enantiomerek elvalasztasdra hasznalt. Az aktivalt haloidot
tartalmaz6 reagens a Sanger-reagens kiralis [70-83] valtozata. A szdrmazékképzési reakciod
40°C-on torténik ¢és a reagens hidrolizisterméke zavard csucsként jelenik meg a
kromatogramon. Ez a hatrdnyos tulajdonsdg nem lett akaddlya annak, hogy a kiralis
szarmazékképzd reagensek koziil az egyik legelterjedtebben hasznalt reagenssé valjék, (tobb
mint, 150 kozlemény foglalkozik a reagens alkalmazéaséaval). Briickner Marfey-reagenssel
képzett diasztereomerek elvalasztdsanak mechanizmusat €s az elucios sorrendet vizsgalta [71,
84]. Szamos U valtozatat dolgozta ki a reagensnek [74-76, 79]. Scaloni és munkatarsai a
modszer automatizaldsat oldottdk meg [83]. Szokan és munkatarsai [73, 85] aminosav
szarmazékok ¢és peptidek racemizéciojanak, illetve epimerizacidjanak — mértékét

tanulmanyoztak, képezve a vegyliiletek FDA A-szarmazékait.



Az orto-ftalaldehid (OPA)+tiol reagenst, mint nemkiralis szarmazékképzot, igen
elterjedten alkalmazzdk. A reakcid sordn izoindol szdrmazékok képzddnek, amelyeknek a
detektalasa fluoreszcencidsan konnyen megoldhat6. Ez a reagens csak primer aminosavakkal
¢s aminokkal reagal, illetve hatranyaként rohato fel az is, hogy a keletkezett termékek
stabilitasa kicsi. A szarmazékképzési reakcid koriilményeit €s a szdrmazékok tulajdonsagait
Simmons és Johnson [86-88] vizsgalta. Szamos kutato alkalmazta teljes nem kiralis aminosav
analizisre [89,90]. A fejlesztések eredményeként a fehérjealkoté aminosavak 10-15 perc alatt
fentomol kimutatasi hatar mellett analizalhatok [91]. Kiralis elvéalasztasokban az OPA-t kiralis
tiolokkal egyiitt alkalmazzak. White €s munkatarsai [92] fermentlevekben levd savas és
polaris aminosavak meghatarozasara OPA + ciszteinsavat alkalmazott. Euerby és munkatarsai
[93] a-aminosavak kromatografids viselkedésének tanulményozasahoz OPA mellett N-acetil-
L-CysF-t  [94-104], N-acetil-D-penicilamint [97,98],  N-terc-butoxikarbonil-L-Cys-t
[105,98,99] hasznaltak. Az OPA-t kirélis tiocukrokkal [96,102,103] (1-tio-B-D-gliil6z) egyiitt
is alkalmaztak.

Carpino [106] dolgozta ki a 9-fluorenil-metil-kloroformatot (FLEC) amino véddécsoport
kiépitésére. A szarmazékképzo eldnye, hogy a reakcid soran keletkezett termék stabilis. A
reagens kirdlis valtozata a (+/-)-1-(9-fluorenil-etil)-kloroformat [107-112]. Nagy elénye a
diasztereomer termék jo stabilitdsa, és az eljards szekunder aminokra is alkalmazhato.
Einarsson ¢s munkatarsai [107] optikailag aktiv aminok elvalasztasat valositottadk meg az (+)-
1-(9-fluorenil)-etil-kloroformat alkalmazasaval. Ok irtak le a modszer automatizaldsat is. A
kloroforméatok koziil a (-)-mentil-kloroformatot [113-119], mind forditott, mind normal fazisua
kromatografidban széles korben alkalmaztak.

Az aminosavak karboxilcsoporton keresztiil torténd szarmazékképzése elenyészd az
aminocsoporton keresztiili szarmazékképzés mellett. A szarmazékképzés karboxilcsoporton
keresztiil torténhet alkoholokkal, aminokkal. A leggyakrabban alkalmazott alkohol a (+)-
okan-2-ol [121], a (-)-mentol, és a (-)-butan-2-ol [19,22].

Gorog ¢s munkatarsai az L,D-O-(4-nitrobenzil)-tirozin-metilésztert, az amin-
szarmazékok soradba tartozd reagenst hasznaltak N-védett aminosavak kirdlis tisztasag-
ellendrzésére [120]. Az elmult években eldallitott szarmazékképzo reagensek a detektalds also
hatardnak csokkentése érdekében a fluoreszcens detektalast lehetdvé tevd funkcios
csoportokat tartalmaznak, Ugymint a (S)-(+)-5-(1-aminoetil)-2-(4-fluorofenil)benzoxazol
[122], az (R) ¢és (S)-4-(3-aminopirrolidin-1-il)-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol [123], és a

naproxén-amin [124].



2.2. Kiralis allofazisok alkalmazasa

A kirdlis kromatografiaban, féleg a gyodgyszeriparban és a preparativ kromatografia
teriiletén az elmult 10 év sordn a hangsuly a kozvetlen moddszerekre tevodott at. A
modszernek szdmos elénye van:

e cgyszeri mintaelokészités,

e a hémérséklet valtoztatasaval kedvezden lehet befolyasolni az elvalasztast,

e az enantiomerek azonos molaris abszorbanciaval rendelkeznek,

e funkcios csoporttal nem rendelkezd racematok is elvalaszthatoak,

e akiralis szelektor enantiomer tisztasaga nem kritikus tényezd az elvalasztasban,

e aracemizaci6 fellépése az analizis soran nem valoszinti.

A modszer az elonyok mellett hatranyokkal is rendelkezik, amelyek mérlegelése utan lehet
donteni az alkalmazasarol, vagy a kozvetett modszerek hasznélatarol:

e adeszorpcids kinetika lassti, ami kicsi elméleti tAnyérszam értéket eredményez,

e nincs altalanosan hasznalhato kolonna,

e a kiralis kolonnédk a hasznalat és a tarolas koriilményeire igen érzékenyek,

e akolonna draga,

e az allofazis és a minta kozott a kolecsonhatasok jellege nem tisztazott, az elvalasztas

tervezése ezaltal nehéz feladat.
Az elvalasztando6 vegyiilet és az allofazis kozotti kapcesolat akkor a legstabilisabb, amikor az
elvalasztand6 molekula harom ponton tud ko6tddni az alléfazishoz. (1. abra). Ez az in. harom-

pontos illeszkedés modellje [125], mely szamos allofazis tervezésének alapja.

C' (+)-enantiomer

D' (—)-enantiomer

CSP

1. dbra
A harompontos illeszkedés modellje



Kiralis allofazisokat szelektoruk alapjan hét nagy csoportba lehet sorolni:
e ligandumcserés allofazisok,
e Pirkle-tipust fazisok,
e kirdlis polimer fazisok,
o fehérje alapu allofazisok,
o ciklodextrin alapu fazisok,
e koronaéter alapt fazisok,

e makrociklusos antibiotikum alapu fazisok.

2.2.3. A ligandumcserés allofazisok

Az allofazis kifejlesztése Rogozin és Davankov [126] nevéhez fiizodik. A modszernek
kétféle valtozata lehetséges. Az egyik az allofazishoz kotott kiralis kelatképzo ligandumok
alkalmazasat, a masik a mozgdfazisba adagolt kiralis kelatképzé hasznélatat foglalja
magaban. Az elsdé allofazisok kirdlis kelatképzd ligandumként aminosavat tartalmazé
klérmetilezett —sztirol-divinilbenzol kopolimerbdl késziiltek. Ezek azonban kis
nyomasterhelhetdségiik miatt HPLC-s koriilmények kozott nem voltak hasznalhatoak.
Aminosav enantiomerek elvalasztdsat a ligandum gyantara vitele utdn Cu(Il)-, Zn(II)-,
vagy Ni(Il)-ionokat tartalmaz6 mozgofazissal sikeriilt megoldani. A vizsgalt komponens a
rendszerben jelenlevo fémionnal alkotott diasztereomer vegyes komplex része. A retencio,
az enantioszelektivitds és az elucids sorrend a létrejovo komplex stabilitasatol és a

fémiontal fiigg.

2.2.2. Toltésatmenetes Kiralis allofazisok (Pirkle-tipusu fazisok)

Az els6 ilyen tipusu, kereskedelemben is kaphato fazisokat Pirkle és Finn [127]
fejlesztették ki. Ez y-aminopropil szilikagélhez kovalensen, vagy ionosan kotott (R)-N-
(3,5-dinitrobenzoil)-fenilglicint, vagy -leucint tartalmazott. Az elvalasztds kiilonb6zd
kolcsonhatasok kombinaciojaként johet 1étre, ugymint: toltésatmenet, hidrogénhid-kotés,
dipol-dipdl kolesonhatas. Az N-(3,5-dinitrobenzoil)-leucint tartalmaz6 allofazisok esetén a
harompontos kapcsolatot a hidrogénhid-kotés, a m-n donor-akceptor és a dipdl-dipdl
kolcsonhatds hozza 1étre. Az allofazis dinitrobenzoil-csoportja m-akceptor, igy az

elvalasztani kivant sztereoizomerben m-donor csoportnak kell lennie. Ha az enantiomerek



kotédése kellden kiilonbozdé energidju, az elvalasztads lehetséges. Ezt az allofazist
sikeresen alkalmaztak tobbek kozott aminosav szarmazékok elvalasztasara [128,129].
Lévén, hogy ezek a fazisok szintetikusak, barmelyik abszolut konfiguraciéban

hozzaférhetdek.

2.2.3. Kiralis polimer fazisok

A spiralis strukturdju polimerek képesek enantiomerek elvélasztdsara, sztérikus
kolcsonhatasok alapjan. A spiralis polimer fazisok késziilhetnek természetes celluloz
szarmazekokbodl, vagy szintetikusan eldallitott polimerekbdl, mint a poli(N-akroil-S-
fenilalanin)-etilészter alapt fazisok [130]. Blaschke [131] és munkatarsai optikailag aktiv

poliamidokat és mikrokristalyos celluloz-triacetatot alkalmaztak allofazisként.

2.2.4. Fehérje alapu allofazisok

Szamos szérum fehérje képes enantioszelektiv kdlcsonhatasba 1€pni biologiailag aktiv
anyagokkal. A klasszikus oszlopkromatografidban agar6zhoz kotott szarvasmarha szérum
albumint (BSA) hasznaltak [132]. Ma inkdbb Allenmark és munkatarsai [133]
munkassaga nyoman az a-savanyu glikoprotein (AGP) fazis terjedt el. Mindkettd nagy
enantioszelektivitassal alkalmazhaté kirdlis gyogyszerek elvalasztdsidra. Az elvalasztas
erésen fiigg olyan paraméterektdl, mint a pH, ionerdsség és a hdmérséklet. A fenti szerzok
nevéhez fizédik néhany DL-aminosav szarmazék [134] és az N-aroil-DL-aminosavak
[135] elvalasztasa szarvasmarha szérum albuminréteget tartalmazé szilikagél oszlopon.
Yang ¢és Hage [135] immobilizalt emberi szérum albumin (HSA) oszlopon DL-Trp-t

valasztottak el nagyhatékonysagu affinitas kromatografiat alkalmazva.

2.2.5. Ciklodextrin alapu fazisok

crer

gliikopiranozil egységekbdl épiilnek fel és iireges, mindkét végén nyitott csonka kip
szerkezettel rendelkeznek. A gliikkdzok primer és szekunder hidroxilcsoportjai kifelé
mutatnak, az {iireg viszonylag hidrofob. A CD-k vizben oldhatdé ¢és oldhatatlan
vegyliletekkel is képesek komplexképzésre [136-138]. A ciklodextrinek szerkezete a 2.

abran lathato.
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2. abra
A ciklodextrin molekula szerkezete

A gliikoz egységek szamatol fliggden beszéliink a-, B-, y- ciklodextrinekrdl. A kialakult
liregek nagysaga tipusonként valtozo, igy mas-mdas molekulaméretli komponensek
elvalasztasara alkalmasak. Ez a tény, valamint az, hogy ezek a vegyliletek kivétel nélkiil
kiralisak, lehetdvé teszik a kiralis vegyiiletekkel zarvanykomplexek kialakulasat. A
kotddést meghatarozd legfontosabb paraméterek kozott meg kell emliteni a kotddo
molekula relativ méretét és geometridjat a CD-hez képest. A harompontos illeszkedés a
CD-ben ugy valésul meg, hogy a molekula hidroféb része az tireg belsejéhez, hidrofil
részei a Ureg szajanal 1évd hidroxilcsoportokhoz kotddnek. A keletkezett komplex
stabilitdsa az elvalasztds fontos paramétere. Azt, hogy egy-, két- vagy harompontos
illeszkedés jon-e létre, valdszintileg sztérikus feltételek hatarozzak meg, s ebbdl ered az
enantioszelektivitds. Régebbi munkdkban olvashatunk aminosavak [139, 140]
oszlopkromatografids elvalasztasardl a-, B- és y-ciklodextrin polimer géleket alkalmazva.
Ezek a polimer gélek azonban nem feleltek meg a HPLC-s kovetelményeknek.
Probalkoztak olyan fazisok eldallitdsaval, ahol a kiilonb6z6 ciklodextrineket etilén-
diamino-k&téseken keresztiil szilikagélhez kapcsoltak [141-143]. Azonban ezek a toltetek
szamos eldnytelen tulajdonsaggal rendelkeztek: vizzel szemben nem voltak stabilisak, a
ciklodextrin mennyisége kevés volt, a jelenlévé aminocsoportok befolyasoltdk a
szelektivitast, a gyakran lasst szintézis soran nitroxid-forma képzddott.

Armstrong [144] kisérletezte ki azokat a fazisokat, amelyek nem nitrogén alapu

kotéseket tartalmaztak. Ezek megfelelnek a folyadékkromatografids kovetelményeknek,
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viszonylag stabilisak, a ciklodextrin moddositott formai a vegyliletek széles skaldjara
alkalmazhatok. Armstrong és munkatérsai [145-149] szamoltak be aminosavak, danzil-
aminosavak, [-naftil-, valamint N-terc-butiloxikarbonil-aminosav  szarmazékok

elvalasztasarol ciklodextrin-kotott fazison.
2.2.6. Koronaéter alapu fazisok

A koronaéterek etilénhidas, oxigén atomokat tartalmazo gytirlis vegyiiletek (3. dbra),
komplexképzd és katalitikus hatdsuk kozismert [150]. Az érdeklédés akkor ndtt meg
irantuk igazén, amikor felfedezték Hg(Il)- és Pb(Il)-ionokkal valé kolcsonhatasukat.
[géretesnek tiintek ugyanis e mérgez6 nehézfémek ¢16 szervezetekbdl —torténd

eltdvolitasara a fiziologiasan fontos ionok érzékeny egyensulyanak megbontasa nélkiil.

/N < ;lofoxo 00 /N

L] . o

a) b) ©)

3. 4bra
a) Komplex a koronaéter és egy protonalt primer aminocsoport kozott; b) és ¢) Kiralis

koronéterek szerkezete

Sogah és Cram [151] makroretikularis keresztkotésti polisztirol-p-divinilbenzol gyantahoz
kovalensen kotottek kiralis koronaétert (3. abra) és igy allitottak eld kirdlis oszlopot. A
molekuldk kiralitdisa a naftil gytrik 1épcsdés helyzetébdl adodik. Az elvalasztasi
mechanizmus diasztereomer zarvanykomplex képzddésének tulajdonithatd, mivel a
koronaéter az egyik antipodot szorosabban koti a masiknal. Az ion-koronaéter komplex
stabilitasat elsésorban az hatdrozza meg, hogy az ion mennyire illeszkedik a koronaéter
gylriijébe. A primer aminocsoportbél savas koriilmények kozott  képzodd
ammoniumionokkal kiilonosen a [18]-korona-6 szarmazékok képeznek stabilis komplexet

a megfeleld0 méretek kovetkeztében. A poliéterek €s a kapcsolodd ammoniumionok
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kozotti kdlesonhatasi modokrol tobb elmélet is sziiletett. A gytirlis éter mind a 6 oxigén
atomja dipdlusként szolgal ionos és hidrogénhid-kotésekhez. Ezenkiviil mésodlagos
kotderdk is kialakulhatnak a gytirti és az R csoport kozott, nevezetesen sztérikus, hidrofob

¢és/vagy toltésatviteli kolcsonhatasok [17].

2.2.7. Makrociklusos antibiotikum alapu alléfazisok

A makrociklusos glikopeptidek kiralis szelektorként valo alkalmazasanak koncepciojat
1994-ben Armstrong [152] és munkatdrsai dolgoztak ki, amelyrél a "Pittsburg"
konferencian szamoltak be. A makrociklusos elnevezés sok, eltéro szerkezettel rendelkezo
vegyliletcsaladot foglal magéban, pl: makrociklusos polién diolok, ansa-komponensek,
makrociklusos glikopeptidek. A vankomicin, rifamicin B és a tiosztrepton molekuldkat
kovalensen kototték szilikagél hordozoéra. A vankomicint ugyanebben az idészakban
vékonyréteg-kromatografids [153] ¢és kapillaris elektroforézis (CE) mozgofazisbeli
adalékként [154,155] is sikeresen alkalmaztak. A harom glikopeptid koziil a vankomicin
bizonyult a leghatasosabbnak. A tovabbi fejlesztésekben 1995-tdl a teicoplanin [156-158],
a risztocetin A [159-161] valamint az o- ¢és [-avoparcin [162] makrociklusos
glikopeptideket kiralis szelektorként, mind a HPLC, mind a CE technikaban alkalmaztak.
A fejlesztésekbe olasz kutatok, Gasparrini és munkatarsai is bekapcsolodtak [163, 164].

Az els6 HPLC-s kolonnaként forgalomba keriild 4llofazis a vankomicin volt. A
vankomicin 18 kirdlis centrumot tartalmaz, ezeket hdrom makrociklusos gyiiri veszi
koril. Az iiregeket 6t aromas gytris szerkezet hidalja at. A gytrts szerkezetek bezarasara
hidrogéndonor ¢€s -akceptor helyek allnak rendelkezésre.

A Chirobiotic T oszlop [158] kiralis szelektora, a teicoplanin volt a masodik az uj
antibiotikum alapu oszlopok (4.A. dbra) sordban. A teicoplanin molekula tobb, figyelemre
mélto szerkezeti elemmel rendelkezik. Négy makrociklusos gytiri 6sszekapcsolasaval egy
tobbé-kevésbé merev kosarszerti képzoddmény jon létre. A makrociklusos gytiriik hét
aromas gyurit tartalmaznak, amelyek koziil kettén klor szubsztituens talalhatd, négy
pedig fenolos jelleggel bir. Az aromés gytirik hat amid-, illetve harom éterkotésen
keresztiil kapcsolodnak Ossze. A kosar két jelentds funkcids csoportja egy primer
aminocsoport és egy karboxilcsoport. Ezek feleldsek a molekula ikerionos szerkezetének
kialakulasaért (pH=3,5-8,0 kozott). Ezenkiviil harom cukoregység, két D-gliikozamin és
egy D-mannoz is kapcsolodik valamint egy szubsztitualt nonil lanc. Az eddig azonositott

ot teicoplanin glikopeptid csak e lanc hosszaban kiilonbozik. A leggyakoribb teiciplanin, a
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teicoplanin-A,-2 néven ismert, melynek molekulatomege 1877. A Chirobiotic T oszlop jol
hasznalhatdo nem derivatizalt a-, -, y- vagy ciklusos aminosavak, N-védett (Fmoc-, Z-,
Boc-) aminosav sztereoizomerek elvalasztasara, illetve ajanljak még hidroxi-
karbonsavak, kisméretli peptidek, aromas és alifds aminok elvalasztdsara is.

A risztocetin A molekula a Chirobiotic R oszlop szelektora (4.C. Abra). 38
kiralitascentrummal és hét aromds gytrtvel rendelkezik, melyek négy kosarat, vagy
tireget alkotnak [158]. Ezeken kiviil amino-oldallanc, 21 hidroxilcsoport, két primer
amino-csoport, egy metilészter-csoport alkotja a molekulat, amihez egy tetraszacharid és
két monoszacharid rész kapcsolddik. A cukrokat D-arabindz, D-mann6z, D-ramndz és D-
gliikoz képviseli. A protonalt aminocsoportoknak elsdrendii szerepe van a kiralis szelektor
¢s az elvalasztandd sztereoizomer kozti asszociacidban. A molekula pl értéke 7,5. A
fenolos hidroxilcsoportok pH 3-7 tartoményban protonalt allapotban vannak és
valdszintileg hidrogénhid-kotésekben vesznek részt. Fontos eltérés a két makrociklusos
glikopeptid kozott, hogy a risztocetin A nem rendelkezik hidrofob oldallanccal.

A fejlesztések 1j iranyat a Chirobiotic Tag oszlop (4. B. dbra) képviseli. A kirélis
szelektor lényege, hogy az eldallitds sordn a harom szénhidrat részt eltavolitottdk a
teicoplaninrdl és az igy keletkezett aglikon format a mar emlitett modszerekkel kototték
szilikagélhez. Ez a szelektivitds igen jelentds valtozasahoz vezetett. A moddositas
érintetlentil hagyta a megmarado nyolc kiralis szénatomot és az ezeket koriilvevd négy
makrociklusos gytirit. A kirdlis hidrogéndonor ¢és -akceptor helyeket tartalmazo
peptidlanc kozel van a szomszédos aromas gytiriikhoz, igy alakulnak ki a makrociklusos
gyuriik, amelyek kothelyként szolgalnak. Az allofazis nagy szelektivitdst mutatott
aminosavak, peptidek, N-védett aminosavak, semleges molekuldk (szulfidok ¢és
diazepinek) elvalasztasa sordn [165].

Az ansa-komponensek csaladjdba tartoz6 rifamycin B és rifamycin SV alapu
allofazisok semleges, vagy pozitiv toltéssel rendelkezd komponensek elvélasztdsaban
bizonyultak hatasosnak [166], mig a glikopeptid alapi vancomycin, risztocetin A, és
teicoplanin alapu allo6fazisok semleges, vagy negativ toltéssel rendelkezd komponensek
elvalasztasakor voltak sikeresen alkalmazhatok [155, 156]. E szelektorokkal késziilt
oszlopok elénye, hogy mind forditott fazisi, mind normal fazist, mind polar-organikus
modban is alkalmazhatok [167-169]. Az allofazisok kitlinG szelektivitassal rendelkeznek,
ami fokozhatdé azzal, hogy komplementer mddon alkalmazhatoak egyes vegyiiletek
elvalasztasakor. Az allofazisok e két tulajdonsaga varidcios lehetdséget biztosit a

legalkalmasabb modszer kivélasztdsdhoz.
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Mivel az allofazisok peptidet, szénhidratot és madas ionizalhatd csoportokat is
tartalmaznak, nem meglepd, hogy az enantioszelektivitds a kiilonb6z6é modokban eltérd,
ami az egyes modokban fellépd mas-mas jellegli kolcsonhatdsokra vezethetd vissza. Az

egyes modokban a lehetséges kdlcsonhatdsokat és azok relativ erdsségét az alabbiakban

foglaljuk Ossze:

kolcsonhatas jellege

ionos kolcsonhatas

dipol kolcsonhatés

n-1t kOlcsOnhatas
hidrogénhid kolcsonhatas
hidrofob kolcsonhatas
zarvanykomplex képzés

sztérikus kolcsonhatas

forditott fazis

nagyon erds
kozepesen erds
gyenge
eros
eros
gyenge

kozepesen erds

normal fazis

gyenge
kozepesen erds
erds
erds
gyenge
gyenge

kozepesen erds

polar-
organikus fazis
gyenge
kozepesen erds
erds
erds
gyenge
gyenge

kozepesen erds

Normal fazisti médban a szelektor molekula €s a minta kozott 1étrejovo legfontosabb
kolesonhatasok hidrogénhid, dipdl-dipdl-, n-n- és sztérikus kolesdnhatas.

Forditott fazisii kromatografiat alkalmazva az elvalasztas soran az ionos, hidrofob és
hidrogénhid kolcsonhatasok a dontéek, mig a m-m-kolcsonhatas inkabb vizmentes
kdrnyezetben jellemzo.

A legujabb mozgo6fazis tipus, amit kortlbelil 10 éve fejlesztettek ki, hasonlit a
normal-fazisu kromatogréafiara. Polér-organikus modban az eluens {6 Osszetevdi az
acetonitril (MeCN) és/vagy metanol (MeOH), az ionerdsséget pedig jégecet ¢s trietilamin
adagolasaval allitjuk be. A két utobbi modosité mennyisége a visszatartast, mig aranyuk a
szelektivitast befolyasolja. A fobb kdlcsdonhatasok polar-organikus médban a hidrogénhid-
kotés, a m-m €s a sztérikus kolcsonhatas (néhany esetben eléfordulhat elektrosztatikus

kolcsonhatas is).
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4.B. 4bra A teicoplanin aglikon molekula sik és térbeli szerkezete
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4.C. abra A risztocetin A molekula sik és térbeli szerkezete
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2.3. A homérséklet hatasa a kiralis kromatografiara

A pH, az é4ramlési sebesség ¢és a homérséklet jelentdés befolydssal lehet a
kromatografids  rendszerben  kialakuld  visszatartdsra és  szelektivitdsra. A
nagyhatékonysagli elvalasztasi technikdkban (a szokasos akiralis HPLC-ben) altaldban
kisebb jelentdsége van a homérséklet valtozasanak. A kevésbé hatisos kiralis
elvalasztasoknal nagy szerepe van a hdmérséklet csokkentésének, foleg a forditott fazisu
kromatografidban [169-181]. Néhany kiralis allofazisnal vizsgaltdk a hdmérséklet hatasat
az elvalasztasra, pl: koronaéterek, ciklodextrinek, o-savanyll glikoproteinek vagy
makrociklusos glikopeptidek [182-185]. Guiochon ¢és munkatarsai [186-188] széles
koncentracio tartomanyban adszorpcids izotermdk felvételével nem-enantioszelektiv és
enantioszelektiv adszorpcios helyeket kiillonboztettek meg, és az adszorpciot egy bdvitett
Langmuir-egyenlettel irtdk le. Az elsd tipust helyek a nem-enantioszelektiv retencioért
voltak felelések, pl: van der Waals, polaris kdlcsonhatdsok stb, mig a masodik tipusu
helyeken kialakul6 kdlcsonhatdsok az enantioszelektiv elvalasztasért voltak feleldsek.

Az eddigi tapasztalatok alapjan legaldbb két igen fontos hatdsa van a kromatografias
egyensulyra a homérsékletnek. Az egyik hatas a szelektivitasi tényez6 (@) valtozasaban
figyelheté meg. A szelektivitasi tényezd altalaban csokken a hdmérséklet emelésével. Ez
azért kovetkezik be, mert valtoztatva a hdmérsékletet a megoszlasi hanyados is valtozik,
ami maga utan vonja a szabadentalpia valtozasat, mikozben a megoszlas 1étrejon a két fazis
kozott. Ionosan disszocidlo mozgdfazis, vagy minta esetén a disszociald vegyiilet pK-ja
befolyasolhat6 az eluens dsszetétel, vagy a hdmérséklet valtoztatasaval. Chen és Horvath
[174], valamint Zhou és munkatérsai [175] szerint a hémérséklet hatasa a szelektivitasi
tényezére nem teljesen tisztazott, mivel nem ismerjiik, hogyan valtozik a komponens
entalpiaja a mozgdfazisbol az alloba torténd atmenet soran. Ezt a hatast termodinamikai
hatasnak nevezziik.

A masik homérsékleti effektus a viszkozitasi tényezdét és a diffuzios egyiitthatot
befolyasolja. A homérséklet emelése ndveli a minta diffuzios egyiitthatdjat mind a mozgo-
mind az allofazisban, és a fazisok viszkozitasat is csokkenti, novelve a benniik lejatszodo
anyagtranszportot. Ez ugyan csokkenti az elicids id6t, de ndvelheti a felbontast, mivel a
csucsok keskenyebbek lesznek, tavolsaguk azonban csokken. Ezt Kinetikai hatasnak

nevezik az irodalomban.
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A hoémérséklet befolyasolja még a miiveleti nyomast is. Ha noveljiik a hdmérsékletet az
eluens viszkozitasa csokken, ezért csokken a nyomas anélkiil, hogy az dramlasi sebesség
valtozna.

A hémérséklet retencidra gyakorolt hatdsat vizsgalva értékes informaciokat nyerhetiink a
retenciés mechanizmusrol. Altalanosan az egyensilyi allandd hémérsékletfiiggését a van't
Hoff egyenlet irja le:

dinK —-AH®°

o

A szabadentalpia-valtozas és az egyensulyi alland6 - amely a kromatografias visszatartas

esetén a megoszlasi hanyados - kozott a kovetkezo Osszefiiggés all fenn:
—AG°=RTInK
A standard szabadentalpia-valtozas a kovetkezd 6sszefiiggéssel irhato le:
AG® = AH°-TAS®

Ezt az el6z6 egyenletbe helyettesitve a kovetkezd dsszefliggéshez jutunk:

AH® AS° AH® AS°
InK = - =— +
RT R RT R
Az egyensulyi allandé és a retencids faktor (K) kozott a fazisarany (®) teremti meg a

kapcsolatot.

K=—
@

A fazisarany az allo és a mozgofazis térfogathanyadosa:
\Y

O=_5
Vm

Ha ezt az el6z6 egyenletbe helyettesitjiik, a kromatografidban hasznalt van't Hoff

egyenletethez jutunk:

_AH° | AS°

Ink = + +In®
R

Linearis kromatografias koriilmények kozott az Ink vs. 1/T fiiggvény egyenest ad, melynek
meredeksége AH®/R, tengelymetszete AS®/R+In®. A faziarany (@) illetve az allofazis
térfogatanak (Vs) szamitasara a kolonnat jellemz6 fizikai-kémiai adatok birtokéban Sentell
[189], illetve ennek hidnyaban a geometriai méretek ismeretében Jandera [190] modszere

alkalmazhato.
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Sentell-féle Osszefliggés:

_ (%C)M )wp)
(100)12,011)n, Xp)
%C: elemanalizissel meghatarozott szénmennyiség (g),

M: a kotott ligandum (megoszto folyadék) molaris tomege (g),
W,,: a kromatografias oszlop toltetének tomege (g),

nc: C atomok szama a ligandumban,

p: kotott ligandum stirtisége (g/mol).

A két enantiomerre jellemzd entalpia- €s entropiavaltozas kiilonbségeket a A(AH®) és
A(AS®)-el jeloljik. Ezek a termodinamikai paraméterek Ugy szamithatok, hogy a
masodikként eludlodod csucs fazisatmenetét kisérd standard entalpiavaltozas (standard
entropiavaltozas) értékbdl kivonjuk az elséként eludlodo cstics megfeleld termodinamikai
paraméterét: AH,°-AH,° és AS,°-AS;°. A A(AH®), A(AS®) értékei a szelektivitdsi tényezd
segitségével is megadhatok a kdvetkezo dsszefiiggésekkel:

- A(AG°)=RT In

—A(AG®) = —A(AH®°) + TA(AS®)

Ina =-A(AH®°)/RT + A(AS°)/R
Ha a vizsgalt hdmérséklet tartomany nem tal nagy [188], a A(AH®) hémérsékletfiiggése
elhanyagolhatd, akkor az Ina vs. 1/T fliggvény meredeksége adja a A(AH®) és a
tengelymetszet A(AS°)/R értékeket.

Ha a vizsgalt komponensiink molekulait intermolekularis erdk tartjak az alléfazisban,
itt kisebb az entropidjuk, mint a mozgdfazisban, ahol ezek az erdk joval gyengébbek, tehat
a molekuldk mozgésszabadsaga joval nagyobb. Ebbdl kovetkezik, hogyha a mintamolekula
a mozgobol az allofazisba kertil, csokken az entropia, tehat az entropiavaltozas negativ. Ha
az entalpiavaltozds (AH°) nagy, ez azt jelenti, hogy a megoszlds tilnyomorészt
intermolekularis erék altal iranyitott. Erés a kolcsonhatds a molekuldk és az allofazis
kozott, tehat a retencidos id0 nagy. Mivel ebben az esetben a szabadentalpidban az
entalpiatag a meghatdrozd, igy ezt a megoszlast entalpia-vezéreltnek nevezziik. Ha az
entropiavaltozas (AS°) nagy, hogy a mintamolekula mozgasi szabadsaga az allofazisban
lényegesen korldtozottabb, mint a mozgofazisban. Tehat a minta kevésbé jut at az
allofazisba, csokken a retencids id6. Ez a megoszlas entropia-vezérelt. Fizikai-kémiai
szempontbol a standard entalpiavaltozas kiilonbség (A(AH®)) felvilagositast ad arrdl, hogy

melyik a kedvezményezett folyamat, melyben a relative jobban ko6tédé enantiomer a
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mozgofazisbol atlépve az allofazishoz kotdédik. A standard entropiavaltozas kiillonbség
(A(AS®)) a két enantiomer rendezettségének mértékében bekdvetkezd valtozast jellemzi az
atmenet soran. Negativabb A(AH®) hatékonyabb exoterm atmenetre utal a jobban k&todo
enantiomer esetén ¢s/vagy az allofazissal vald erdsebb kolcsonhatdsra. Negativ A(AS®)
jellemzi a két enantiomer esetén fellépd kiillonb6zé mértékii rendezettség ndvekedést/vagy

a szabadsagi fokok csokkenését az adszorpcid vagy asszociacid soran.
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2.4. A vizsgalt aminosavak jelentosége

Gutte 0Osszefoglalo [191] jellegli munkajaban foglalkozott a peptidkutatds jelentOs
allomasaival, amelyek koziil csak kettét emlitenék meg. 1902-ben Fischer [191] és
Hofmeizer ajanlotta, hogy a-aminosavakbdl a karboxil- és aminocsoportjukon keresztiili
Osszekapcsolassal fehérjéket allitsanak eld. Sanger hatarozta meg elséként a szarvasmarha
inzulin szekvencidjat, amelyért Nobel-dijat kapott [191]. A fejlddés azdta is toretlen, ma
mar olyan peptideket éllitanak eld, amelyek képesek utdnozni a kiinduldsi fehérjék
hatdsmechanizmusat.

Az elmult husz évben a bioaktiv peptidek széles korét vizsgaltak. Ezek a peptidek
funkcidjuk szerint sokfélék lehetnek: hormonok, enzimek, enziminhibitorok, névekedést
serkent6k vagy gatlok, neurotranszmitterek. A peptidek flexibilis szerkezetiik miatt sokféle
konformaciot vehetnek fel, amelyek koziil a bioldgiailag aktiv konformacio felismerése az
akceptor molekula részérdl elofeltétele a kolcsonhatas kialakitasdnak. A biologiailag aktiv
konforméciot  peptidmimetikumok  eldallitdsdval ~ modellezhetjiik  Ggy,  hogy
konformacidsan gatolt aminosavakat épitiink a peptidekbe. A kutatasaink kdzéppontjaban
ilyen peptidmimetikumok eléallitdsdhoz hasznalt aminosavak allnak, mint példaul: o-
szubsztitualt, B-metil (alkil)-szubsztitudlt aminosavak, Pro szdrmazékok, B-aminosavak,
tetrahidroizokinolin-vazas analdgok.

A két kiralitds centrumot tartalmazo Pmetil (alkil)-szubsztitudlt aminosavak [192]
jelentds szerepet jatszottak a 90-es évek opioid peptidkémiajadban. Az opioid receptor
antagonistakat az alkohol és drogfiiggd betegek gydgyitasaban hasznaljak. Az enkefalint a
70-es, a deltorfint a 80-as, az endomorfint a 90-es években fedezték fel. E peptidek
konforméacidsan gatolt B-metil (alkil)-szubsztitudlt aminosavakkal létrehozott modosulata
az eredetinél aktivabb ¢és szelektivebb analogokhoz vezetett. A p-metil-aminosavak
szintézise legegyszeriibben racém formaban oldhaté meg, de a keletkezett eritro- és treo-
diasztereomerek altalaban egymassal szennyezettek. A tiszta eritro modosulat
kristalyositassal eldallithato, de a treo modosulat kristalyositasa hosszadalmas, és a termék
altalaban eritro komponenssel szennyezett marad.

A Pro specialis helyet foglal el az aminosavak k6zott, mert a peptidekben cisz-, transz-
1izomériat idézhet el6. A D-Pro-L-Pro egységek ismétlédésével B-kanyar szerkezetli peptid
jon létre. a-helyzetben szubsztitualt Pro-t mas aminosavakkal kapcsolva, konformaciosan

erdsen gatolt peptid allithato elo.
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A B-aminosavak iranti érdeklodés az elmult 10 év folyaman nétt meg. Ezek a
vegyliletek gyogyaszatilag fontos komponensek ¢€s természetes anyagok koztitermékei,
mint példdul alkaloidok, P-laktdm antibiotikumok. [-aminosavakbdl kialakulhatnak
helikalis, B-kanyar, y-kanyar, parallel, és antiparallel rétegzett peptidek. B-aminosavak jol
hasznalhatok  gyodgyszeripari alapanyagként illetve katalizatorként. [-aminosav
beépitésével nemcsak a masodlagos és harmadlagos szerkezete valtozhat meg a
peptideknek, hanem receptor szelektivitasa, agonista-antagonista sajatsaga is.

A gylris molekularészletek segitségével tovabbi konforméciosan gatolt
aminosavakat és azokbdl rogzitett konformacidval rendelkezd peptideket lehet eldallitani.
Ilyenek példaul az aromas gylri beépitésével nyert glicin- és alaninanal6gok,
tetrahidroizokinolin szadrmazékok, vagy gylriis iminosavak. A tetrahidroizokinolin
szarmazékokat felhasznaltdk opioid receptor antagonistaként [193, 194], illetve novekedést
serkentd hormon eldallitasahoz [195].

Lathato ebbdl a rovid irodalmi attekintésbdl is, hogy az Aaltalunk vizsgalt
vegyliletcsaladok alapvetd fontossdgiak a humén gyogyitas és a betegségek megeldzésére
iranyul6 kutatdsok teriiletén. Biologiai hatasvizsgélatukat megeldzden a nagyhatékonysaga
folyadékkromatografia az egyik lehetséges modja az analizisiiknek, amellyel mi is

foglalkozunk munkék soran.
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3. Kisérleti rész

A vizsgalt vegyliletek szerkezeti képlete, szamozasa és roviditése vegyiiletcsoportokként
kiilon gytijtve a Fliggelék 1. Tablazatdban taldlhatd (F/1. Téblazat). A vizsgalt vegytiletek

szamozasa, elnevezése, és roviditése az 1. Tablazataban talalhato.

3.1. Vizsgalt vegyiiletek szamozasa, elnevezése és roviditése

1. Tablazat

Vizsgalt vegyiiletek szdmozasa, elnevezése és roviditése

Szam | Elnevezés Rovidités
1 alanin Ala
2 arginin Arg
3 aszparagin Asn
4 aszparaginsav Asp
5 cisztein Cys
6 glutamin Glu
7 glutaminsav Gln
8 hisztidin Hys
9 izoleucin Ile
10 leucin Leu
11 lizin Lys
12 metionin Met
13 fenilalanin Phe
14 prolin Pro
15 szerin Ser
16 treonin Thr
17 triptofan Trp
18 |tirozin Tyr
19 valin Val
20 fenilglicin PheGly
21 (4-hidroxifenil)glicin (4-OHPh)Gly
22 (indén-2-il)glicin Igl
23 2-tienilglicin Thg
24 (2-metallil)glicin Mag
25 1-naftilalanin 1-Nal
26 2-naftilalanin 2-Nal
27 fenilalanin Phe
28 (2-fluorfenil)alanin 2-FPhe
29 (4-fluorfenil)alanin 4-FPhe
30 (2,3.,4,5,6-pentafluorfenil)alanin F5F
31 (2-metilfenil)alanin 2-MePhe
32 (4-metilfenil)alanin 4-MePhe
33 (2,4-dimetilfenil)alanin 2,4-diMePhe
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34 (2,6-dimetilfenil)alanin 2,6-diMePhe

35 (2,4,6-trimetilfenil)alanin 2,4,6-triMePhe
36 (4-metoxifenil)alanin 4-MeOPhe

37  |eritro-B-metilfenilalanin eritro-B-MePhe
38 treo-f-metilfenilalanin treo-B-MePhe
39 | eritro-B-metiltirozin eritro-p-MeTyr
40 treo-B-metiltirozin treo-B-MeTyr
41 eritro-4-metil-1,2,3,4-tetrahidroizokinolin-3-karbonsav | eritro-p-MeTic3
42 treo-4-metil-1,2,3,4-tetrahidroizokinolin-3-karbonsav | treo-B-MeTic3
43 eritro-B-metiltriptofan eritro-B-MeTrp
44 treo-f-metiltriptofan treo-B-MeTrp
45 | eritro-B-(propan-2-il)triptofan eritro-p-2-PrTrp
46 treo-pB-(propan-2-il)triptofan treo-B-2-PrTrp
47 | eritro-B-(pentan-3-il)triptofan eritro-B-3-PentTrp
48 treo-B-(pentan-3-il)triptofan treo-f-3-PentTrp
49 | eritro-B-feniltriptofan eritro-B-PhTrp
50 treo-f-feniltriptofan treo-B-PhTrp

51 eritro-B-2,4-dimetoxi-feniltriptofan eritro-B-2,4-diMeOPhTrp
52 |treo-B-2,4-dimetoxi-feniltriptofan treo-f-2,4-diMeOPhTrp
53 N-benziloxikarbonil-triptofan Z-Trp

54 N-(3,5-dinitro-2-piridil)-triptofan DNPyr-Trp

55 3-aminobutdnsav

56 3-aminopentansav

57 3-aminopenténsav

58 3-aminopentinsav

59 3-amino-4-metilpentansav

60 3-amino-4,4dimetilpentansav

61 3-amino-4-metilhexansav

62 3-amino-4-etilhexdnsav

63 3-amino-3-ciklohexilpropansav

64 3-amino-3(ciklohex-3-én-1-il)propdnsav

65 3-amino-3-fenilpropansav

66 | cisz-4-hidroxiprolin c-4-OHPro

67 | a-metilprolin o-MePro

68 1,2,3,6-tetrahidropiridin-2-karbonsav baikain

69 piperidin-2-karbonsav Pip

70 cisz-4-hidroxipiperidin-2-karbonsav c-4-OHPip

71 transz-4-hidroxipiperidin-2-karbonsav t-5-OHPip

72 piperazin-2-karbonsav

73 5-metil-piperazin-2-karbonsav

74 morfolin-3-karbonsav

75 tiomorfolin-3-karbonsav

76 1,2,3,4-tetrahidroizokinolin-1-karbonsav Ticl

77 1,2,3,4-tetrahidroizokinolin-3-karbonsav Tic3

78 3-metil-1,2,3,4-tetrahidroizokinolin-3-karbonsav a-MeTic3

79 5-metil-1,2,3,4-tetrahidroizokinolin-3-karbonsav 5-MeTic3

80 6-hidroxi-1,2,3,4-tetrahidroizokinolin-3-karbonsav 6-OHTic3

81 7-hidroxi-1,2,3,4-tetrahidroizokinolin-3-karbonsav 7-OHTic3
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82 1,2,3,4,5-pentahidro-2-benzazepin-3-karbonsav Pac

83 1,2,3,4-tetrahidronorharman-1-karbonsav Nor

84 1,2,3,4-tetrahidro-B-karbolin-3-karbonsav Tcc

85 1-[5-klor-2-(metilamino)fenil]-1,2,3,4- CMP-Tic
tetrahidroizokinolin

86 o-propilprolin

87 a-allilprolin

88 a-benzilprolin

89 o-(4-metilbenzil)prolin

90 | a-(4-fluorbenzil)prolin

91 o-(2-klérbenzil)prolin

92 | a-(3-klorbenzil)prolin

93 | a-(2-brémbenzil)prolin

94 | a-(4-brémbenzil)prolin

95 o-(1-naftilmetil)prolin

96 5-fenil-tetrahidrofuran-2-on-butano-4-lakton "butirolakton”

A vizsgalt vegyiiletek elnevezése a magyar elnevezés ¢€s helyesirds szabalyai szerint

késziiltek, amelyben segitségiinkre volt Nyitrai Jozsef és Nagy Janos "Utmutaté a szerves

vegyliletek [UPAC-nevezéktanahoz" cimii kdnyve.

3.2. Alkalmazott késziilékek

1. Az alkalmazott folyadékkromatografids rendszerek:

Type M-600 pumpa, Type M-996 detektor, Millenium 2010 és 32 jel- és
adatfeldolgozé rendszer (Waters, Milford, MA, USA),

Type 1525 pumpa, Type 487 detektor, Type 717 automataadagold, Breeze jel- és
adatfeldolgoz6 rendszer (Waters, Milford, MA, USA),

Type L-6000 pumpa (Merck Hitachi, Tokyo, Japan), Type SPD6AV detektor
(Shimadzu, Tokyo, Japan), Type HP 3395 Integrator (Hewlett-Packard,
Waldbronn, Germany),

Rheodyne 7125 20 pl-es mintaadagol6 (Cotati, CA, USA).

2. Termosztat:

e MK 70, Mechanik Priifgerate (Medlingen, Németorszag).

3. Tomegspektrométer:

e Quattro I (Micromass UK, Altrincham, Anglia).
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3.3.. Az alkalmazott kromatografias oszlopok

1. Cyg alapu kolonnék:

LiChrospher 100 RP18, 5 um, (125x4,0 mm), Merck; Vydac 218TP54, 5 um, (250x4,6
mm), The Separation Groups, Hesperia, CA, USA; NovaPak, 4 pm, (150x3,9 mm),
Waters, Milford, USA; Discovery, 5 pm (250x4,6 mm), Supelco, Bellafonte, USA.

2. Kiralis kolonnak

Crownpak CR(+), 5 um, (150x4,0 mm), Daicel, Tokyo, Japan; Chirobiotic T, 5 pum,
(250x4,6 mm), Astec, Whippany, USA; Chirobiotic Tag, 5 um, (250x4,6 mm), Astec,
Whippany, USA; Chirobiotic R, 5 um, (250x4,6 mm), Astec, Whippany, USA.

3.4. Vizsgalt vegyiiletek és felhasznalt vegyszerek

A fehérjealkotd6 aminosav enantiomerek Sigma (St. Louis, MO, USA) termékek voltak. A
Gly, Ala, Phe, Tyr, Trp és Pro alapvazi nemfehérje alkoté aminosavakat egyiittmiikodd
partnereink allitottdk eld. A vegyiiletek szerkezete és elnevezése a Filiggelék 1.
Tablazataban talalhato. Eldallitasuk moddja, illetve az erre valo hivatkozasok a megfeleld
kozleményekben taladlhatok. Az N-benziloxikarbonil-D,L-Trp, (Z-Trp) és a (N-3,5-dinitro-
2-piridil)-D,L-Trp (DNPyr-Trp) Sigmatol (St. Luis, MO, USA) szereztiik be. A D,L-1-[5-
klor-2-metilamino)-fenil]-1,2,3,4-tetrahidroizokinolin  (CMP-Tic) és a D,L-5-fenil-
tetrahidrofuran-2-on-butano-4-lakton ("butirolakton”) Aldrich (Milwaukee, WI, USA)
termékei voltak. Olyan aminosavak, amelyeknek csak a racém elegylik allt
rendelkezésiinkre D-enantiomerjét L-aminosav-oxiddaz enzim felhasznaldsaval allitottuk
eld.

Merck gyartmanyua HPLC-s tisztasagi metanolt (MeOH), acetonitrilt (MeCN), etanolt
(EtOH) és hexant (Hex), (Darmstadt, Németorszag), valamint HPLC-s tisztasagu vizet
(Millipore, Milford, MA, USA) hasznaltunk fel méréseink soran. Analitikai tisztasagu
trietil-amint (TEA), jégecetet (AcOH), trifluor-ecetsavat (TFA) és perklorsavat (HCIO4)
alkalmaztunk. A trietil-ammo&nium-acetat puffer pH-jat ugy allitottuk be, hogy a megfeleld
pH értékig titraltuk a 0,1 mélos TEA vizes oldatat jégecettel. A perklorsav pH-jat natrium-
hidroxiddal allitottuk be. A puffereket Milli-Q vizzel (Millipore, Milford, MA, USA)

készitettiik és 0,45 pum-es szlirén szlrtiik.
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3.5. Az alkalmazott kiralis szarmazékképzok és a szarmazékképzés leirasa

Az (S)-N-(4-nitrofenoxikarbonil)fenilalanin-metoxietil-észter (S)-NIFE Fluka (Buchs,
Switzerland) gyartmanyt volt. A 2,3,4,6-tetra-O-acetil-f-D-gliikopiranizil-izotiocianat
(GITC) az Aldrich (Steinheim, Németorszag), illetve 1-fluor-2,4-dinitrofenil-5-L-
alaninamid (FDAA) a Pierce Chemical (Rockford, IL, USA) termékei voltak.

1. Aminosav-(S)-NIFE-szarmazék képzése

Oldatok:

- Aminosavak 0,030 mol dm-es vizes oldata.

25 pl aminosav oldatot 0,5 pl tomény TEA oldattal lugositottuk, majd 30 pl (S)-NIFE
oldatot adtunk hozza, ¢és fél oOrdn 4t szobahOmérsékleten reagiltattuk. Az
aminosav/szarmazékképzd reagens molardny: 1/3,5. A szarmazékot vizes TFA oldattal
OtszOrosére higitottuk. Az aminosav-(S)-NIFE diasztereomer termékek 205 nm-nél
mutatnak maximalis fényelnyelést; igy ezen a hullamhosszon detektaltunk. A

szarmazékképzési reakciot az 5. dbra mutatja be.
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diasztereomer termék 4-nitrofenol
Mellékreakci6 :

Phe észter

5. dbra

(S)-NIFE-vel torténd szarmazékképzés sémaja
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2. Aminosav-GITC-szarmazék képzése
Nimura és munkatarsai altal 1980-ban ko6z6lt cikkben foglaltak alapjan valositottuk
meg a szarmazékképzési reakciot [196]. Az aminosav-GITC szdrmazék 250 nm-nél

mutat maximalis fényelnyelést. A szdrmazékképzési reakciot 6. abra mutatja be.

CH,0Ac
H O N=C=s
GITC oA H (Ac=— C—CHy)
AcO H (”)
H oac

L,D-aminosav

CH,0Ac S CH,0Ac s
H O NH—C—NH n...C/COOH O NH—C—NH~ C/COOH
H 7\ H <TNR
Ac H H R Ac H H H
AcO H AcO
H  0Ac H OAc
L-aminosav GITC-szarmazék D-aminosav GITC-szarmazék

6. abra

GITC-vel torténd szarmazékképzeés sémaja
3. Aminosav-FDAA-szarmazék képzése
A szadrmazékképzést az [70] alabbi irodalomban megadott koriilmények kozott

végeztik. A képzddott diasztereomer termék 340 nm-nél rendelkezik abszorpcids

maximummal.
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L-aminosav FDAA-szarmazék
7. abra

FDAA-val val6 szdrmazékképzés sémaja
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4. (S)-N-(4-nitrofenoxikarbonil)fenilalanin-metoxietil-észter

[(S)-NIFE] kiralis szarmazékképzo reagens alkalmazasa

Ezzel a munkaval célunk volt, egy uj kozvetett kromatografias modszer kifejlesztése
fehérjealkotd ¢és nemfehérje alkotd aminosav sztereoizomerek nagyhatékonysaga
folyadékkromatografias elvalasztasara. Az (S)-NIFE reagenst a Solvay-Peptisyntha
(Briisszel) kutatoi fejlesztették ki. Kutatocsoportunk feladata volt 1) kromatografids
modszerek  kidolgozdsa aminosav  sztereoizomerek  elvalasztasara a  reagens
felhasznalasaval. Az (S)-NIFE az "aktiv uretan” tipusu kiralis szarmazékképzok csaladjaba
tartozik. A (S)-NIFE vizmentesen, szilard allapotban stabilis, a szarmazékképzési reakcid
soran képz6d6 aminosav-(S)-NIFE adduktumok tobb héten keresztiil hiitészekrényben
tarolva eltarthatok. A kiralis szarmazékképz6 reagensek enantiomer tisztasdgara elvarhat6
érték 99,90%, ez az (S)-NIFE esetén 99,80%-nak adodott. A meghatarozashoz >99,90%
tisztasagu Phe-t alkalmaztunk.

Az (S)-NIFE az 5. abran lathat6 séma szerint reagal aminosavakkal és aminokkal. A
reakcio soran az (S)-NIFE-aminosav karbamid szarmazék képzodik és ezzel egyiitt jar
ekvimolaris mennyiségli  4-nitrofenol  keletkezése. A  szarmazékképzés soran
melléktermékek is keletkeznek, amelyeket HPLC-MS modszerrel azonositottunk. (S)-
NIFE 6nbomlasbdl lugos koriilmények kozott karbaminsav atmeneti termék képzodése
kozben, egyrészt fenilalanin-metoxietil-észter (Phe-észter), madsrészt - Onmagaval
rekombindlédva -  N,N-bisz-(3-fenilpropionsav-metoxietil-észter-2-il  ("szimmetrikus
karbamid”) képzddik. A Phe-észter keletkezése igazolja, hogy a reakcid karbaminsav
atmeneti termék képzddésén keresztil megy végbe. A szadrmazékképzési reakcio
melléktermékei minden esetben kimutathatok. A diasztereomer termékek, a 4-nitrofenol és
a "szimmetrikus karbamid” kozott jonnek le az oszloprol. (S)-NIFE+(S,R)-2-MePhe
szarmazékképzési reakcidban képzett diasztereomer termékek analizisére példa a 8. abran
lathato.

Néhany aminosav esetében meghataroztuk a kimutatasi hatdrt MeOH tartalmu eluens

esetén. Ez az érték 205 nm-nél 3/1 jelzaj viszony mellett 20 pmol-nak adodott.
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4-nitrofenol "szimmetrikus

01 - \ Phe-észter karbamid”
A
diasztereomer
termék
0,05 -
0 sy
10 20 30 40 50 60

-0,05 -

id6é/ perc

8. abra

(S)-NIFE + (S,R)-2-MePhe szarmazék kromatografias elvalasztasa

Kolonna: Vydac 218TP54; detektalds: 205 nm; eluens: HyO/(0,1%TFA)/
MeOH(0,1%TFA)

=45/55 (v/v); dramlasi sebesség: 0,8 mlperc™

A szarmazékképzés soran keletkezett termék kimutatasat az abszorpcidos maximum helye
szabja meg. A 9. abran az (S)-Phe példajan bemutatjuk az (S)-NIFE+(S)-Phe adduktum, az
el nem reagalt szarmazékképzd reagens és aminosav, illetve a "szimmetrikus karbamid”
UV-spektruma. Méréseink soran a keletkezett termékek detektalasat a (S)-NIFE-aminosav

adduktum elnyelési maximumaban, 205 nm-en végeztiik.

..... ~ (S)-Phe

------ (S)-NIFE
——— (8)-Phe-(S)-NIFE
------ szimmetrikus karbamid”

200 250 300 350 400 A/nm

9.4bra
Az (S)-NIFE, (S)-Phe, (S)-Phe+(S)-NIFE szarmazék és a "szimmetrikus karbamid" UV-
spektruma
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A reakcio teljességét az elreagalatlan aminosavcsucs kromatogramrol valo eltlinésével,
vagy ninhidrin teszttel tudtuk igazolni. (S)-NIFE/(S)-Phe=5/1 molaranynal 20 perc

reakci6id6 utan (S)-Phe csticsa nem volt észlelhetd a kromatogramon.

4.1. A szarmazékképzési reakcio optimalizalasa

A szarmazékképzési reakcio hozama a kisérleti koriilmények fliggvénye. Szisztematikus
vizsgélatokban a pH, a reagensfelesleg ¢s a reakcididd hatasat tanulmanyoztuk a lehetd

legjobb hozam elérése céljabol.

4.1.1. A pH hatasa a szarmazékképzési reakciora

A pH szabalyozasat a TEA koncentracio valtoztatasaval oldottuk meg. A (S)-NIFE
reagens/aminosav molaranyt 5/1 értéken tartva, 20 perc reakcioidoét alkalmazva a kapott
csucsteriiletek a pH novelésével telitési jellegi gorbét eredményeztek (10. abra). A

grafikonon lathato, hogy kezdetben a reakcié hozama kicsi, teljessé pH=11 folott valik.

1,50E+07 -
B 1,00E+07 |
2
g
8
@ 5,00E+06
0,00E+00 : : : ‘
8 9 10 11 12
pH

10.4bra

Az (S)-Phe+(S)-NIFE szarmazékképzési reakcio pH fiiggése.

Szarmazékképzés: homérséklet, 25°C; reakcididd, 20 perc; szarmazékképzd reagens/
aminosav molarany: 5/1

Kromatografias koriilmények: oszlop, Vydac 218TP54; aramlési sebesség, 1,0 ml perc™;
detektalas, 205 nm; eluens, A: H,O(0,1% TFA), B: MeCN (0,1% TFA); Gradiens elucio, 0
perc 5% B, 90 perc 90% B.

4.1.2. A reagensfelesleg és a reakcidido hatasa a szirmazékképzési reakciora.

A reagensfelesleg és a reakcioidd egylittes hatasat szemlélteti a 11. dbra. Az abrarol jol

lathatd, hogy a termékhozam szempontjabol az (S)-NIFE/aminosav molarany sokkal
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nagyobb szerepet jatszott, mint a reakcidéid6. Az (S)-NIFE/(S)-Phe aranyt 2/1 vagy 5/1

aranyra emelve, a reakci6 20 perc utan teljesnek tekinthetd.

1,50E+07

—o—1/1

1,00E+07 - -/././-/—l—"" —=—1,5/1
2/1
5,00E+06 - M 5/1

0,00E+00 T T T
0 10 20 30

id6é/ perc

csucstertlet

11. ébra
A reagensfelesleg és reakcioid6 hatasa az (S)-NIFE + (S)-Phe szarmazékképzési reakcio

hozamara

Szarmazékképzés: homérséklet, 25°C; reakcioidd, 2-30 perc; pH, 11; szarmazékképzo
reagens/aminosav molarany: 1/1; 1,5/1; 2/1; 5/1

Kromatografias koriilmények: oszlop, Vydac 218TP54; aramlasi sebesség, 1,0 ml perc™;
detektalas, 205 nm; eluens, A: H,O0(0,1% TFA), B: MeCN (0,1% TFA); Gradiens elucio, 0
perc 5% B, 90 perc 90% B.

4.2. A vizsgalt aminosavak-(S)-NIFE szarmazékainak folyadékkromatografias

elvalasztasa

A méréseinket forditott fazisi moddban viz és MeOH, illetve MeCN, mint szerves
modositd felhasznédldsaval késziilt eluensben végeztilk. A méréseket kiilonb6zd Cis-as
allofazisokon valdsitottuk meg, amelyekre az adott vegyiiletcsoport kromatografias
adatainak kiértékelése soran tériink ki. Az amfoter tulajdonsagl peptidek és aminosavak
mérése sordn a mozgdfazis pH-janak csokkentése visszaszoritja a karboxilcsoportok
ionizaciojanak mértékét, és ez azt eredményezi, hogy az aminosav polaritasa csokken, ami
RP-HPLC-ben a retencids 1d6 novekedését vonja maga utdn. Mivel minden — a reakcio
soran képzddott — termék tartalmazott protonalhatd csoportot, igy a mérések folyaman
sziikséges volt a pH allandd értéken tartdsdra. A mozgdfazis szervetlen és szerves
alkotojahoz is egyarant 0,1% TFA-t adagoltunk, igy a pH-t alland6 értéken tartva az addig
savmentes eluensben felmeriilt problémdkat, mint aszimmetrikus csucsalak, vagy
reprodukalhatosag hidnya, sikeriilt kikiiszobdlniink.

A mérési eredményeket tartalmazd tablazatokat, illetve az egyes modszerek

Osszehasonlitasanak alapjat képezd 0Osszefoglaldo jellegli tablazatokat a Fiiggelékben
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mutatjuk be. Az FErtekezésben az Osszefoglalo tablazatok adataibol késziilt

oszlopdiagramok segitségével kivanjuk szemléltetni az egyes tendencidkat.

4.2.1. A fehérjealkotéo aminosavak (S)-NIFE szarmazékainak elvalasztasa

A méréseket MeCN és MeOH tartalmu eluensben is elvégeztiik, kihasznélva a két szerves
modositd szelektivitdsdban rejld kiilonbségeket. A vizsgalatokhoz gradiens elaciot
alkalmaztunk. Els6 kozelitésben célunk volt az egyes aminosav enantiomerek elvalasztasa
(S)-NIFE szarmazék formajaban, amelynek eredményei a Fiiggelék 2. és 3. Tablazataban
talalhatok. E vizsgalatok képezték az alapjat annak a méréssorozatnak, melyben a 19
fehérjealkotd aminosav sztereoizomereket egy futtatasban kiséreltiik meg elvalasztani. A
vizsgélt aminosav sztereiozomerek legaldbb az egyik szerves modositd esetén
elvalaszthatéak voltak. Az MeCN tartalmi eluensben az Asn (3) és a Ser (15)
enantiomereket nem tudtuk elvalasztani (F/2. Tablazat), mig MeOH tartalmt eluensben a
megfeleld sztereoizomer-parok elvaltak egymastol (F/3. Tablazat). A két szerves modositod
hatékonysaganak 0Osszehasonlitasakor megallapithatjuk, hogy MeOH esetén hasonlo
retencids faktor értékekhez altalaban jobb felbontés tartozik, mint MeCN alkalmazasakor.
A polaris komponensek elvalasztdsaban a MeOH, mint szerves modosité eredményesebb
volt.

Néhany esetben azonban a masodikként eludlodd sztereoizomer MeOH tartalmi
eluensben csak részlegesen valt el a "szimmetrikus karbamid” cstucsatol. Ezt a problémat
ugy kiiszoboltik ki, hogy mas meredekségli gradienst alkalmaztunk. A kisebb
meredekségli gradiens a Ser (15) esetében javitotta a felbontast, de sajnos igy is jelentdsen
elmaradt az elvarhato értéktol.

A Tyr (18) az aromas gylirtin 1évé hidroxilcsoportjan, a lizin (11) a masik amino-
csoportjan, a Cys (5) pedig a SH-csoportjan keresztiil is reakcioba 1épett a szarmazékképzd
reagenssel. A képzodott  bisz-derivatizatumokat — kromatografidsan  sikertilt
megkiilonboztetni a mono-szarmazékoktol.

A fehérjealkotd aminosavak elticids sorrendjét az allofazissal 1étrejovo kdlesonhatésaik
kozil, tgy tlinik, dontden a hidrogénhid-kotések befolyasoljak. A savas aminosavak Asp
(4), Glu (6) retenciés sorrendje (S)<(R). A bazikus aminosavak koziil a kettds
szarmazékot képzd Lys (11) elucids sorrendje szintén (S)<(R), mig az Arg (2) és Hys (8),
melynél tovabbi hidrogénhidas kolcsonhatasokban részt vevé amino-, iminocsoportok is

vannak (R)<(S) sorrendben eludlodtak. A semleges aminosavak eluciés sorrendje is
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(S)<(R), kivéve a két tovabbi hidrogénhid-kotésre hajlamos semleges aminocsoportot
tartalmazé Asn (3), és Gln (7). A Cys (5) (R)<(S) elucios sorrendje megfelel az (S)<(R)
sorrendnek, mivel a kiralis szénatom koriili elrendez6dése az atomcsoportoknak ugyanaz.
A fehérjealkot6 aminosav enantiomerek egy futtatas soran torténd elvalasztasdhoz az
aminosav  enantiomerek kiilon-kiilon megvalositott elvalasztdsa soran szerzett
tapasztalatokbol indultunk ki. A fehérjék hidrolizise sordn az Asn (3) illetve a Gln (7)
karbonsavva alakul, igy ezeket nem vizsgaltuk. Az MeOH esetén viszont tobb esetben
tapasztaltuk, hogy a "szimmetrikus karbamid” zavarja a masodik csucs megjelenését, igy
szerves modositoként MeCN-t valasztottunk. A tovabbi mérési eredményekbdl, amelyek a
gradiens szakaszok meredekségére, illetve az optimalis dramlasi sebesség megallapitasara
iranyultak, elkészitettliink egy gradiens programot, amelyet 2. Tabldzatban foglaltunk 6ssze.
A 12. abra szemlélteti, hogy a zavar6 csucsok futtatas elején a elualddtak az oszloprol. 10-
28 perc kozott 0,5 ml perc'értéken tartva az aramlési sebességet, kisebb meredekségii
gradienst hasznaltunk, hogy a polaris anyagok csucsai elvaljanak egymastol. A 4-nitrofenol
csucsatol nem sikertilt elvalasztani a L, D-Glu (6), D-Thr (16) csucsait. 29-70 perc kozott
az 4ramlasi sebességet 0,8 mlperc’ értékre emelve kiilonbozé meredekségii gradiens

szakaszokkal tudtuk az egyes csucsok elvalasztasat biztositani.

2. Tablazat
Kromatografias koriilmények a fehérjealkoté aminosav enantiomerek elvalasztasara (S)-
NIFE szarmazék forméjaban

Eluens: A: H,0(0,1% TFA), B: MeCN (0,1% TFA);

Ido/perc B/% Aramlasi sebel:sség/ ml perc

0 10,0 0,50

10 22,0 0,50
28 25,5 0,50

40 30,0 0,80

50 34,0 0,80

60 38,0 0,80

70 50,0 0,80
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12. ébra
Fehérjealkot6 aminosav enantiomerek elvalasztasa (S)-NIFE szarmazék formajaban

Kromatografias koriilmények: oszlop, Vydac 218TP54; detektalds, 205 nm; eluens, A:
H,0(0,1% TFA), B: MeCN (0,1% TFA); Gradiens programot, és az aramlasi sebesség

adatokat a 2. Tablazat tartalmazza.
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4.2.2. A Gly és Ala és Phe analégok (S)-NIFE szarmazékainak elvalasztasa

A szarmazékképzési reakcid soran képzdodott diasztereomer termékek elvélasztasat
MeOH ¢s MeCN tartalmu eluens rendszerben is megvalositottuk. A mérési eredményeket
az F/4.-5. Tablazatban foglaltuk Ossze, illetve a 13., 14. dbran szemléltetjiik. A MeOH
tartalmu eluens esetén két eluensosszetételnél [H,O(0,1%TFA)/MeOH(0,1%TFA)=45/55,
illetve 35/65 (v/v)] is elvégeztiik az analiziseket, hogy kikiiszoboljiik az elsé vagy a
masodik csucs részleges elvalasat 4-nitrofenoltol, illetve a "szimmetrikus karbamidtol”. A
4-MePhe (32) esetén az eluens megvaltoztatdsa nem eredményezett teljes elvalast a 4-
nitrofenoltol. A Phe homoldgok sordban (27-36) a visszatartds meghatarozo tényezdje a
képzo6dott diasztereomer termékek hidrofobicitasa. A (28-30) illetve a (31-35) aminosavak
esetén a fluor- és metil-szubsztituensek szdmanak novekedésével nd a vegyiiletek
hidrofobicitasa a Phe-hez képest (27), ami forditott fazisi kromatografidban a retencios

faktor novekedését eredményezi.
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13. abra

Phe analogok (S)-NIFE szarmazékainak retencios faktorai MeCN tartalmu eluensben
Eluens, H,O( 0,1%/TFA)/ MeCN(0,1%/TFA)= 65/35 (v/v)
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14. abra

Szerves moddositok hatékonysaganak Osszehasonlitisa Phe analogok (S)-NIFE
szarmazékainak példajan

Eluens, H,O(0,1%/TFA)/MeCN(0,1%/TFA)=65/35 (v/v),
H,0(0,1%/TFA)/MeCN(0,1%/TFA)=45/55 (v/v)
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Ha a szerves modositokat hasonlitjuk 0ssze 2,6-diMePhe (34) kivételével a MeOH volt
a hatékonyabb, nagyobb felbontas rovidebb id6 alatt volt elérhetd. Az elicids sorrend

minden esetben kovette az altalanos szabalyt, (S)<(R) sorrendet tapasztaltunk.

4.2.3. B-alkil-szubsztitualt Phe, Tic, Tyr, Trp analégok (S)-NIFE sziarmazékainak

kromatografias elvalasztasa

A B-metil(alkil)-aminosavak, mint az opioid peptidek fontos épitd elemei, négy optikai
izomer formaban fordulnak eld. A peptidek szintézisnél altalaban tiszta D,L-eritro- vagy
D,L-treo- formabol indulunk ki. A B-metil(alkil)-aminosavak analizise soran olyan
modszer kifejlesztése a cél, mellyel mind a négy sztereoizomer elvalasztdsa megoldhato. A
B-metil(alkil)-aminosav sztereoizomerek (S)-NIFE szarmazékainak elvalasztasa soran
harom all6fazis alkalmaztunk. Az allofazisok fizikai-kémiai jellemzdit a 3. Téblazatban
foglaltuk 0Ossze, az adott fazisokon megvalositott elvalasztdsok kromatografias
paramétereit oszlopokra lebontva a Fiiggelék 6. és 7. Tablazata tartalmazza. A kapott
eredmények elemzését megkonnyitd oszlopdiagramokat a 15-18. 4bra tartalmazza szerves
modositok szerint osztalyozva.

A méréseket mindhdrom oszlopnal metanol és acetonitril tartalmi eluensben is
elvégeztik. A méréseket Discovery C;s oszlopon a MeOH tartalmt eluensnél gradiens
elucidt alkalmazva valdsitottuk meg. Az (S)-NIFE enantioszelektivitdsa kozel azonos mind
az eritro-, mind a treo-enantiomerekre. Mindkét szerves moédosité esetén mindharom
oszlopra altalanos tapasztalatként levonhato, hogy az eritro-D, treo-L sztereoizomerek jol
elvalaszthatoak egymastol. Az (S)-NIFE B-Me-Tyr-al (39, 40) kettds szarmazékot képez,
mivel az aminosav két kiralitds centrummal rendelkezik 4 mono- és 4 bisz-szarmazék
képzddik. A 8 csucsot izokratikus koriilmények kozott egy futtatdsban a Vydac 218TP54
oszlopon sikeriilt elvalasztani. Azonos eluensosszetételnél a Discovery C;s oszlopon voltak
altalaban a retencios faktorok a legnagyobbak, aminek a Discovery C;s oszlop nagy
széntartalma és fajlagos feliilete az oka, mivel erés hidrofoéb kolcsonhatas alakul ki az
allofazis és a diaszteromer termékek kozott. Az enantiomerek elvalasztasat jellemzo
szelektivitas értékeket vizsgalva az egyes allofazisok esetén az MeCN tartalmu eluensben a
a értékek alig térnek el, mig a MeOH tartalmt az eltérés jelentdsebb. MeOH szerves
modositoénal a Vydac 218TP54 ¢és a Nova Pak oszlopokon a szelektivitas értékek jelentdsen
megndttek. A Discovery Cig oszlopnal a metanolos eluensben tapasztalt eredményeket nem

hasznalhatjuk fel 0sszehasonlitasra, mert a méréseket gradiens eluciodt alkalmazva végeztiik
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el. A Vydac 218TP54 ¢és Nova Pak oszlopokat Osszehasonlitva a vizsgalt vegytliletek
elvalasztasa Nova Pak oszlopon kozel azonos enantiomer szelektivitas mellett, hosszabb
1d6t vett igénybe, és a felbontds értékek egyetlen esetben sem érték el a kivant értéket.
Ennek oka, hogy a Nova Pak oszlopnak kicsi a porusmérete, amely lassu tdmegaramot
biztosit az allobol a mozgofazisba, igy a kromatogramon széles, elnyuld cstcsokat
kaptunk. A 300 A poérusméretii Discovery Cis és Vydac 218TP54 oszlopokon gyors
tomegaram keskeny, ¢éles cstcsokat eredményez. Az enantiomerek elvélasztasaban
mindharom oszlop hatékony, de a 4 sztereoizomer elvélasztdsdra a Discovery Cjg és a
Vydac C;g oszlopok alkalmasabbak MeOH tartalmu eluensben. A Discovery C,s oszlopon
MeCN tartalmi eluensben sok esetben tapasztaltunk viszonylag jo elvalasokat, viszont
ezeket tovabb javitani az eluensdsszetétel valtoztatasaval nem tudtuk. A Vydac 218TP54
oszlopnal MeOH tartalmu elunsben sok esetben tapasztaltunk Rs 1,5 koriili felbontas
értéket, amit a eluens valtoztatdsaval kedvezden tudtunk befolyasolni.

A négy sztereoizomer elvalasztasa, illetve az egyes sztereoizomerek azonositasa a
kiralis kromatografia nehezen megoldhat6 feladata. Sok esetben az elicios sorrend
valtozik. (S)-NIFE-nél az enantiomerekre altalanosan érvényes, hogy az elicios sorrend
L<D, (2S,35)<(2R,3R), illetve (2S,3R)<(2R,3R). A szerves modositd ¢s az allofazis
valtoztatasa egylitt jarhat a sztereoizomerek elucids sorrendjének cseréjével. A vizsgalt -
alkil-szubsztitualt-Phe, Tic, Tyr, Trp analdogok (S)-NIFE szarmazékainal, kivéve B-MeTrp
sztereoizomerjeit, fellépett az elucids sorrendcsere jelensége.

B-MeTyr, B-MePhe, B-MeTic (S)-NIFE szarmazékainak elvélasztdsara 15. dbran mutatunk
be példat. A P-alkil-szubsztitualt-Trp sztereoizomerek (S)-NIFE szarmazékainak
elvalasztasara a kozvetett és kozvetlen modszerek elvalasztoképességének dsszehasonlitasa

cimi fejezetben tériink vissza.
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3. Téablazat

A Discovery C;s, Vydac 218TP54, Nova Pak oszlopok poérusméret, fajlagos feliilet,

porustérfogat, széntartalom adatai

Oszlop Porusméret | Fajlagos feliilet | Porustérfogat | Széntartalom
A m’g’” cm’g’” %
Discovery Cig 180 200 1,00 12,5
Vydac TP218 300 75 0,45 8,5
Nova Pak 60 120 0,30 7,3
2,5 @ Vydac (b-a)
2 m Vydac (d-c)
1'? : W Discovery C18 (b-a)
05 - m Discovery C18 (d-c)
0| W Nova Pak (b-a)
22 a5 20 oga & N ba 4ba “5.8 m Nova Pak (d-c)
3% %5 9% 35 of S5 BL of
52 8% 3= 3= F& 35 2% o
< <~ - S
0 5
15. ébra
B-metil(alkil)-szubsztitualt aminosavak (S)-NIFE szdrmazékai elvéalasztasat jellemzd

szelektivitasi értékek MeCN tartalmu eluensben Vydac 218TP54, Discovery Cig, Nova Pak
oszlopok esetén

3 O Vydac (b-a)
2,5 m Vydac (d-c)
2 1 W Discovery C18 (b-a)
. 15 W Discovery C18 (d-c)
T m Nova Pak (b-a)
0,51 m Nova Pak (d-c)
0 i
be by bo bde 4 Do da of
3% S5 %5 3% S8 S£ BE o¢
52 82 g g= J& I8 2% 9%
< < - =2
v T
16. abra
B-metil(alkil)-szubsztitualt aminosavak (S)-NIFE szdrmazékai elvalasztasat jellemzd

szelektivitasi értékek MeOH tartalmu eluensben Vydac 218TP54, Discovery C;g, Nova Pak
oszlopok esetén
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37,38 b-
MePhe
39,40 b-
MeTyr
41,42 b-
MeTic
43,44 b-
MeTrp
45,46 b-2-
PrTrp

17. abra

B-metil(alkil)-szubsztitualt aminosavak (S)-NIFE szdrmazékai elvalasztasat jellemz6 felbontds értékek MeCN tartalmu eluensben Vydac

218TP54, Discovery C;g, Nova Pak oszlopok esetén

47,48 b-3-

PentTrp

49,50 b-

PhTrp

51,52 b2,6-

diMeOPhTrp

O Vydac (1-2)

m Vydac (2-3)

W Vydac (3-4)

m Discovery C18 (1-2)
Discovery C18 (2-3)
Discovery C18 (3-4)
Nova Pak (1-2)

M Nova Pak (2-3)

W Nova Pak (3-4)

12

10,5
9
7,5

2 61
45

3 1
1,5

0 4

37,38 b-
MePhe
39,40 b-
MeTyr
41,42 b-
MeTic
43,44 b-
MeTrp
45,46 b-2-
PrTrp

18. abra

B-metil(alkil)-szubsztitudlt aminosavak (S)-NIFE szadrmazékai elvalasztasat jellemzd felbontas értékek MeOH tartalmu eluensben Vydac

218TP54, Discovery C;g, Nova Pak oszlopok esetén
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O Vydac (1-2)

m Vydac (2-3)

W Vydac (3-4)

m Discovery C18 (1-2)
Discovery C18 (2-3)
Discovery C18 (3-4)

m Nova Pak (1-2)

W Nova Pak (2-3)

H Nova Pak (3-4)




19. Abra
A B-MePhe, B-MeTyr, B-MeTic (S)-NIFE szarmazékainak elvalasztasa

B-MePhe g 5 B-MeTyr - 2 z
(37, 38) 3 (39, 40) 18 =
AN
A g B
10 20 idé/perc J IU-
10 20 id&/perc
B-MeTic )
(41, 42) £ 122§
C

Kromatografias koriilmények: oszlop, Vydac 218TP54; aramlési sebesség: 1,0 ml perc™;
H,O  (0,1%TFA)/MeOH(0,1%  TFA)=47,5/52,5(v/v); B, HO

eluens, A,
(0,1%TFA)/MeCN(0,1%

(0,1%TFA)/MeOH(0,1% TFA)=40/60 (v/v); C, H,O
TFA)=67,5/32,5 (v/Vv)
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4.2.4. A szekunder aminosav sztereoizomerek (S)-NIFE szarmazékainak elvalasztasa

A F/8. és F/9. Tablazatban a szekunder aminosavak soraba tartoz6 prolin, pipekolinsav,
piperazin-karbonsav ~ analégok  valamint a  morfolin-, tiomorfolin-karbonsav
sztereoizomerek elvalasztasanak kromatografids adatai altalanos kovetkeztetéseket
engednek meg. Az eluensben az MeOH és az MeCN tartalom csokkenése a k, o €s Rs
novekedését idézte eld. Ez azt igazolja, hogy az elvélasztisban dontd szerepe van a
hidrofob kolcsonhatasoknak. A két Pro analdég koziil (66) és (67), a hidrofilabb
sztereoizomerek (66) elvalasztasa kisebb szerves modositd tartalmu eluenst igényel. A
pipekolinsav analogok retencids paramétereit a 20. abran levd oszlopdiagram szemlélteti.
A pipekolinsav analdégok koziil a telitetlen (68) és a hidroxilcsoportot tartalmazok (70, 71)
hidrofilabb sajatsagiak. Ennek megfelelden hamarabb eludlédnak, mint az Pip (69). A
cisz-4-OHPip (70) és az transz-5-OHPip (71) esetén kisebb szerves modositd tartalma
eluenst kellett alkalmaznunk a megfeleld felbontas eléréséhez. A piperazin vazas analdogok
koziil, a (72) és metil-szarmazéka (73) a Pip-hez (69) képest erdsebb eluensben is késobb
elualddtak. Ez arra utal, hogy ezeknél a vegyiileteknél mindkét iminocsoport részt vett a
szarmazékképzési reakcioban. A kettds szarmazékot nagy mérete és hidrofobicitasa miatt a
C,g-as fazis jobban visszatartotta. A kettds szarmazék keletkezését HPLC-MS modszerrel
1s igazoltuk. A (72) és (73) Osszehasonlitasdban a kromatografias paraméterek alapjan a
metilcsoport hidrofobicitast noveld hatdsa érvényesiil. A morfolin- és a tiomorfolin-
karbonsav sztereoizomerek (74) és (75) esetén a heteroatomok beépiilése a gytiriibe
csOkkentette a molekula hidrofébicitasat, ami azt eredményezte, hogy a Pip-hez (69)

képest a retencios faktor csokkent.

20
15 | m kS
5107 mkR
)
X
. W
0 ._I ‘ = i B -
38 & L% & 3£ <¢& N R X P
°T B2 ©F m °cT °-I
g o = o © 20 ~ O
20. abra

Prolin, pipekolinsav, piperazin-karbonsav analdégok valamint a morfolin-, tiomorfolin-
karbonsav sztereoizomerek (S)-NIFE szarmazékainak retencios faktorai Eluens, H,O
(0,1%/TFA)/ MeCN(0,1%/TFA)=70/30 (v/v)
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Az imino- ¢és a fenolos hidroxilcsoportokkal ellentétben a telitett vazhoz kapcsolodo
alkoholos hidroxilcsoportok (66, 70, 71) nem Iléptek reakcidba a szarmazékképzd
reagenssel. Mas esetekben is megfigyelték az alkoholos hidroxilcsoportok kisebb
reakciokészségét, az aromas hidroxilcsoportokhoz képest [197]. A tobbgylris
tetrahidroizokinolin véazas sztereoizomerek elvalasztasat er6sebb eluensben végeztiik, mint
a Pip analégokét. Ennek oka, hogy nagyobb méreti molekuldnak nagyobb a
hidrofobicitasa (21. abra), és a megfeleld analizis id6 biztositasdhoz erdsebb eluenst kellett
alkalmaznunk. A Tic analdogok sordban ugyanugy megfigyelhetdé a metilcsoportok
hidrofobicitas noveld (78) és (79) és a hidroxilcsoportok hidrofobicitast csokkentd (80) €s

(81) hatasa az alapvegytilethez (77) képest.

9
8 |
kS
7 O
6 - mkR
% 5
g 4
3 |
2|
1
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
- n . @ . @ o) ™ %) 5 o
% sf e o <2 & oz ¢
© ~ Qe Qe I o = N « <
~ ~ = = o) © 5 @ o @

21. 4bra Tetrahidroizokinolin analdogok (S)-NIFE szarmazékainak kromatografias

paraméterei
Eluens, H,O( 0,1%/TFA)/ MeOH(0,1%/TFA)=35/65 (v/v)

Kiilon meg kell emliteni a-MeTic3-t (78), melynek merev szerkezete nem kedvezett az
eddig alkalmazott szarmazékképzési reakcidoknak (GITC, FDAA), mivel az a-helyzetl
metilcsoport sztérikusan gatolta a szdrmazékképzési reakcio lejatszodasat. (S)-NIFE-vel a
szarmazekképzési reakcid konnyen végrehajthatd, és a keletkezett diasztereomerek
hatékonyan valaszthatok el, féleg MeOH tartalmt eluensben.

Az (S)-NIFE-vel valo szarmazékképzés masik érdekessége, mint azt mar a Tyr
példajan bemutattuk, hogy a fenolos hidroxilcsoport is reagdl a szarmazékképzd
reagenssel. A kromatografias koriilmények megfeleld megvalasztasaval a mono- és bisz-
szarmazékok egy futtatasban elvalaszthatok. Erre latunk példat a 22. dbran a 6-OHTic3
(80) esetén.
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‘/ biSZ-
1,1 1 mono- szarmazék

0,9 - szarmazék A

- \
°3 L/JULUULLJ’/

0,1 1
'0,1 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
id&/ perc
22. abra

6-OHTic3+(S)-NIFE mono- és bisz- szdrmazékok elvalasztasa egy kromatogramon beliil
Kromatografias koriilmények: oszlop, Lichrospher RP-18; aramlasi sebesség,

0,80 ml perc'l; detektalas, 205 nm; eluens, A: H,O(0,1% TFA), B: MeOH(0,1% TFA) ;
Gradiens program: 0 perc 5% B, 45perc 80% B

4.2.5. Pro analog sztereoizomerek (S)-NIFE szarmazékainak kromatografias
jellemzése

Az a-szubsztitualt Pro analdg sztereoizomerek sztérikusan erdsen gatolt szerkezetliek,
ami reakciokészségiiket kedvezdtleniil befolyasolja (lasd: 5.1. fejezet). Az (S)-NIFE-vel
megvalositott szarmazékképzési reakcid szobahdmérsékleten 20 perc alatt végbement ha a
reagens/aminosav molaranyt 10/1 értéken tartottuk. A reagensfeleslegbdl adodd zavaro
hatast, ami a kromatogramon nagy reagenscsucs formajaban jelentkezett, esetenként glicin
hozzaadasaval kiiszoboltiik ki. A glicin-(S)-NIFE szarmazék, mely joval polarisabb, mint a
megfeleld aminosav sztereoizomerek szadrmazéka, a kromatogram elején nem zavard
csucsként jelent meg. A Pro analdg sztereoizomerek (S)-NIFE szarmazékainak
elvalasztasat gradiens elucidval, H,0(0,1% TFA)/MeCN(0.1%TFA) (v/v) eluens
rendszerben oldottuk meg. A hatékonyabb MeOH helyett MeCN hasznalatat azért
valasztottuk, mert néhany esetben a MeOH tartalmu eluensben az egyik diasztereomer
egyiitt elualodott a "szimmetrikus karbamiddal". Az elvalasztasokat két kolonnan
(Discovery Cig ¢és Vydac 218TP54) is végrehajtottuk ¢és az eredményeket
Osszehasonlitottuk a Fiiggelék 10. Tablazataban. Az adatok grafikus abrazoldsa a 23. és 24.
abran lathat6. Azonos gradiens programot alkalmazva 20-25%-kal nagyobb retencios

faktorok mellett, hasonld enantioszelektivitassal a Discovery C;s oszlopon jobb felbontast
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értiink el, mint a Vydac 218TP54 C,s kolonnan. A két kolonna hatdsossagaban meglévo
kiilonbség a kolonnak fiziko-kémiai paramétereiben keresendd. A Discovery Cig kolonna
porusatmérdje kisebb (180A), mint a Vydac 218TP54 Ci3 kolonnaé (300A). Ennek
megfelelden fajlagos feliilete és szén-boritottsdga nagyobb. A nagyobb szén-boritottsag
kedvez a hidrofob-hidrofob kolcsonhatasoknak, ennek megfeleléen a Discovery Cig

kolonnan mért retencios faktorok nagyobbak, mint a Vydac 218TP54 kolonnan mértek.

8
7 - mkS
mkR
6 i
z ° |
g *]
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2 i
1 i
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23. abra

Pro analdg sztereoizomerek (S)-NIFE szarmazékainak retencios faktorai Discovery Cis
oszlopon

8 kS
i o kR
. | |
z °]
4 ]
Q
3 i
2 i
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24. abra

Pro analdg sztercoizomerek (S)-NIFE szarmazékainak retenciés faktorai Vydac 218TP54
oszlopon

Alifas szubsztitucid esetén az alkillanc hossza és telitetlenségének mértéke a retencid
meghatarozoja. A (67) kisebb retencids faktorral rendelkezik, mint a (86) ¢s (87) illetve a
(87) kisebb retencios faktora a (86)-hoz viszonyitva telitetlenségének kovetkezménye. A
a-halo-benzil-szubsztitualt analdogok F, Cl-, Br-szubsztituens sorrendben (90)-(94), illetve
metilbenzil- (89), metilnaftil- (95), szubsztitualt analogok a benzil-szubsztitualt anald6ghoz
képest (88) egyre novekvo retencios faktorral rendelkeznek. Ez a ndvekvd hidrofobicitas

kovetkezménye. Meglepd mddon a retencios faktorok ndvekedését nem kiséri a felbontas
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novekedése (kivétel a (91) és a (95) Discovery C;g kolonnan és a (90), (91) és (92) Vydac
218TP54 kolonnan). Ennek valdszinli oka, hogy a szubsztituensek térkitdltésének
novekedésével az elvalasztas kinetikaja lassul, a csucsszélesedés egyre nagyobb mértékiivé
valtik. Az elacios sorrend (66) ¢és (67) vegyiiletek esetén (S)<(R), a tobbi szubsztratum
esetén (R)<(S), ami ellentmondésban van az éltalanos tapasztalattal. Az ellentmondas csak
latszolagos, mert az o-allil-, o-benzil-, ¢és oa-naftil- szubsztitudlt analogok

crer

elrendezddése a kiralis szénatom koriil ugyanaz marad, mint a-metil-szubsztitiucid esetén.
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5. Az (S)-NIFE szarmazékképzo reagens elvalasztoképességének
osszehasonlitasa mas szarmazékképzo reagensekkel és kozvetlen

modszerekkel

5.1. Az (S)-NIFE, GITC és FDAA sziarmazékképzok elvalasztoképességének

osszehasonlitasa Pro analég sztereoizomerek elvalasztasa esetén

Az o-szubsztitudlt prolin analég sztereoizomerek sztérikusan erdsen gatolt
szerkezetiiek, ami reakciokészségiiket kedvezotlentil befolyasolja. Szarmazékképzésiik
GITC-vel, 6 orat vesz igénybe szobahdémérséklet felett, 40 °C-on. Az FDAA-val valo
reakciot e vegyiiletek rendkiviil erés sztérikusan gatolt jellege akadalyozta. A reakcid 50
°C-on 7 nap alatt is csak 10-15 %-os konverzidt ért el, illetve fellépett a kinetikus rezolucio
jelensége 1s. (S)-NIFE-vel a szarmazékképzés szobahdmérsékleten —tizszeres
reagensfelesleg mellett 20 perc alatt lejatszodott és az (S)-NIFE felesleget, ha zavarta az
kromatografids elvéalasztast Gly-nel tavolitottuk el. A Gly-(S)-NIFE adduktum a
kromatogram elején nem zavaré csticsként jelent meg.

A szarmazékképzd reagensek reaktivitdsaban meglévé kiilonbség magszabja
alkalmazhatdsagukat. A Marfey-reagens (FDAA) csak mindségi célra (elucids sorrend)
alkalmazhat6 a fellépd kinetikai rezolucidé miatt. A GITC-vel vald reakcid hosszu és a
reagens a szarmazékkképzés soran elbomlik. A fellépd hatranyok ellenére megvizsgaltuk
az egyes szarmazékok kromatografias viselkedését, hogy a szarmazékképzok
hatékonysagat ebbdl a szempontbdl is Osszehasonlithassuk. A diasztereomer termékeket
azonos gradiens programot alkalmazva Discovery C;s oszlopon valasztottuk el, az
eredményeket F/11. Téblazatban és a 25. A.-C. abran foglaltuk 6ssze. (S)-NIFE-Pro analdg
diasztereomer termékeknél az alkalmazott gradiens elicional néhany esetben az elsdként
elualddo csucs részlegesen valt el az el nem reagélt reagenscsucstol. Ezt a problémat glicin
adagolasaval konnyen ki tudtuk kiiszobdlni. A F/11. Téblazat és a 25. A. dbra adatai
alapjan az elvalasztasok minden esetben 4,5-7,5 k értékkel jellemezhetok, és az egyes
szarmazékképzoket tekintve a k értékek nem nagyon térnek el egymastol egy
sztereoizomeren beliil. Az esetek tobbségében az FDAA szarmazékok elualodtak
legkésdbb az oszloprél. Ez az erds visszatartds azzal magyarazhato, hogy a Discovery Cig
oszlop nagy széntartalma miatt a nagyobb hidrofébicitdsi szadrmazékokat erdsen

visszatartja, mert a minta és az allofazis kozott erds hidrofob kdlesdnhatés alakul ki.
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Az (S)-NIFE ¢és a GITC szarmazékképzoé reagensek enantioszelektivitasa a Pro
szarmazékokra kozel azonos, mig FDAA esetén az o értéke koriilbeliil 5%-kal nagyobb
(25.B. abra). A felbontas értékeket tekintve (25.C. abra) a GITC-vel valo szarmazékképzés
utani elvélasztas jellemz6é felbontas (Rs) értékei hasonléak az (S)-NIFE-re kapott
értékekhez. Az (S)-NIFE-vel képzett szarmazékok felbontdsa minden esetben meghaladja
Rs> 1,5 értéket. A legjobb felbontasi értékekkel az FDAA szdrmazékok rendelkeznek, de a
szarmazekképzeési reakcid lasstisaga €s a fellépd kinetikai rezolticio jelentdsen csokkenti e
szarmazékképzd alkalmazhatosagat. A F/11. Tablazat és a 25. A, B, C. dbrak adataibol és a
szarmazékképzési reakcid koriilményeibdl egylittesen az a kovetkeztetés vonhato le, hogy
a sztérikusan erésen gatolt Pro analdg sztercoizomerek kozvetett elvalasztasara az (S)-

NIFE szarmazékképzo a legalkalmasabb.
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25. A. abra

GITC, FDAA ¢és (S)-NIFE szarmazékképzo alkalmazasaval kapott retencios faktorok Pro
analdg sztereoizomerek esetén

1,2

m GITC
@ FDAA
0,8 O (S)-NIFE

14 — — — — — —
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25. B. abra
GITC, FDAA ¢és (S)-NIFE szarmazékképzok enantioszelektivitasanak dsszehasonlitasa Pro
analog sztereoizomerek esetén
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25. C. abra GITC, FDAA ¢és (S)-NIFE szarmazékképzo alkalmazasaval kapott felbontas
értékek Pro analog sztereoizomerek esetén

Komatografias koriilmények: oszlop, Discovery C g, dramlasi sebesség, 1 ml perc™, Eluens,
A: H20(0,1%TFA), B:MeOH(0,1%TFA), Gradiens eluci6, 0 perc 3% B, 30 perc 80% B,
40 perc 80% B, 50 perc 3% B

5.2. Az (S)-NIFE, GITC és FDAA szarmazékképzok -elvalasztoképességének

osszehasonlitasa Gly, Ala és Phe analog sztereoizomerek elvalasztasa esetén

A mérési eredményeket az F/12. és az F/13. Tablazatban foglaltuk 0Ossze, a
tablazatokbdl késziilt diagramok a 26-27. A.-C. abran lathatok.

A Gly, Ala és Phe analdog sztereoizomerekbdl (S)-NIFE, GITC és FDAA
szarmazékképzovel képzett szarmazékokat Vydac 218TP54 oszlopon valasztottuk el. A
GITC ¢és az (S)-NIFE szarmazékokat H,O(0,1% TFA)/MeOH(0,1%TFA)= 45/55 (v/v)
Osszetételli eluens rendszerben, mig az (S)-NIFE és FDAA szarmazékokat H,O(0,1%
TFA)/MeOH(0,1%TFA)= 35/65 (v/v) Osszetételli eluens rendszerben kromatografalva
hasonlitottuk 6ssze. Az FDAA szarmazékok 0,1% TFA-t tartalmazo6 H,O/MeOH=45/55
(v/v) dsszetételli mozgodfazisban nagy retencios iddvel rendelkeztek ezért a MeOH tartalom
novelésével gyorsitottuk a sztereoizomerek eludlasat. Az (S)-NIFE és GITC szarmazékok
Osszehasonlitasanal megallapithatjuk, hogy a Gly és az egyszeribb Phe analdg
sztereoizomerek elsOként elualodd komponensei hasonlo retencios faktorral rendelkeznek,
mig a masodikként eludlodé komponensek retencios faktorai (S)-NIFE szarmazékok esetén
rendre nagyobbak. A tobbgytirlis, sok szubsztituenst tartalmazo6 analogok esetén (25), (26),
(30)-(36) ez a kiilonbség még kifejezettebb, ennek az eredményeként (S)-NIFE
szarmazékok esetén az elvalasztasi faktorok () és a felbontas (Rs) értékek is jelentdsen
nagyobbak ( 26.B. abra).

Az (S)-NIFE szarmazékok elvalasztasat jellemz6 enantioszelektivitas () értéke, a (34)

¢és (36) komponenseket kivéve, koriilbeliil 10-20%-kal nagyobb, mint a GITC esetén
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tapasztalt értékek. A felbontds is ennek megfelelden alakul, kivéve a (30)-t. A legjobb
felbontas értékek a legnagyobb méretli, er6sen hidrofob karakteri molekuldk (26), (30)-
(33) és (35), esetén adodtak.

Az (S)-NIFE és FDAA szarmazékok elvalasztdsanak kromatografids paramétereit
Osszehasonlitva, jol lathaté, hogy az azonos eluens 0Osszetételnél [H,O(0,1%
TFA)/MeOH(0,1%TFA)=35/65 (v/v)] az FDAA szarmazékok késobb eludlodnak (kivéve
(30) és (36)), (27. A. abra). Ebben az eluensben az (S)-NIFE szarmazékok rovidebb id6
alatt alapvonalra elvalaszthatok, mint az FDAA szarmazékok, ami jelentds (kortilbeliil
50%) 1d6- és eluens-megtakaritast eredményez. Az elvalasztast jellemzd elvalasztasi faktor
(o) értekek FDAA szarmazékok esetén rendre nagyobbnak adddtak, és ugyanez mondhatd
el a felbontas (Rs) értékekrdl is. Bar az a és Rgs értékek (S)-NIFE szarmazékok esetén
valamivel kisebbek, mint FDAA szarmazékokndl, figyelembevéve a szdrmazékképzési
reakcid koriilményeit (reakcioidd, hdmérséklet) a Gly, Ala és Phe analdg sztereoizomerek
kozvetett elvalasztasaban az (S)-NIFE-vel vald szdrmazékképzés legalabb ugyanolyan
hatékony, mint az FDAA-val val6 szarmazékképzés. A GITC-vel valé 6sszehasonlitasban

(S)-NIFE-vel val6 szarmazékképzés elonye még kifejezébb.
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26. A. ébra
(S)-NIFE és GITC szarmazékképzovel képzett diasztereomerek retencios faktor (K) értékei

2,2 mGITC
-5 B (S)-NFE
1
0,5
0
A (o)) © © 0] @ L , 0 L, 0o 0 , 0 o 0]
& £ 2 2 & & £ 9§38 3g 48 Q& 38
SF 2 I 3 T Q@ 5 5898393983 o0
SE & g g R B PIPIgIyggs el
26. B. dbra

(S)-NIFE ¢és GITC szarmazékképzdével képzett diasztereomerek elvalasztasanak
szelektivitasi faktor () értékei
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26. C. abra

(S)-NIFE ¢és GITC szarmazékképzovel képzett diasztereomerek elvalasztdsanak felbontés
(Rg) értékei
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27. A. dbra

(S)-NIFE és FDAA szarmazékképzovel képzett diasztereomerek retencios faktor (K) értékei
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27. B. abra

(S)-NIFE ¢és FDAA szadrmazékképzdvel képzett diasztereomerek elvalasztdsdnak
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27. C. abra

(S)-NIFE ¢és FDAA szarmazékképzdvel képzett diasztereomerek elvalasztasanak felbontas
(Rs) értékei

Kromatografias koriilmények: oszlop, Vydac 218TP54; aramlési sebesség, 0,80 ml perc'l;
detektalas, (S)-NIFE szarmazékok, 205 nm, GITC szarmazékok, 250 nm, FDAA
szarmazékok, 340 nm; eluens (17. A.-C. ébra esetén), H,O(0,1% TFA)/ MeOH(0,1% TFA)
= 45/55 (v/v); eluens( 18.A-C. abra esetén), H,O(0,1% TFA)/ MeOH(0,1% TFA) = 35/65
(v/v)

5.3. Kozvetett és kozvetlen kromatografias modszerek elvalasztoképességének

osszehasonlitasa

Az utdbbi két évtized kutatasai nyoman a kozvetlen kromatografias modszerek mind
nagyobb teret nyertek. Ezt eldsegitette az a rendkiviili fejlédés, ami a kiralis kolonnak
fejlesztése terén bekovetkezett, ma mar tobb, mint kétszdz kirdlis kolonna van
kereskedelmi forgalomban. A kolonndk nagy szama ellenére a kozvetlen moddszerek
alkalmazasa mai napig korlatozott, mivel nehéz megjosolni, hogy az adott kiralis szelektor
a célmolekulaval megfeleld és elegendd kolcsonhatast hoz-e 1étre ahhoz, hogy a kirélis
elvalasztds megvaldsuljon. Féleg ez az oka, hogy az olcsobb megoldas, a kiralis

szarmazékképzok iranti igény nem csokkent, és a két modszer inkabb kiegésziti, mint
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kizarja egymast. Meg kell azonban jegyezni, hogy fdleg a gyogyszeripar a kdzvetlen
modszereket részesiti elényben.

Mindezek figyelembevételével a vizsgalt vegylileteink jelentds részét kozvetlen
modszerekkel is analizaltuk, és ehhez a legujabb fejlesztési kiralis kolonnakat
alkalmaztuk. Az adatok birtokaban lehetdségiink volt az altalunk alkalmazott kdzvetett és

kozvetlen modszerek elvalasztoképességének dsszehasonlitasara.

5.4.1. Gly, Ala és Phe analég sztereoizomerek kozvetlen kromatografias elvalasztasa

A Gly, Ala és Phe analogok sztereoizomerek elvalasztasat elvégeztiik, mind kozvetett,
mind kozvetlen moddszerek alkalmazasdval. A F/14. Tabldzat a Crownpak CR(+),
Chirobiotic T, Chirobiotic Tag és Chirobiotic R oszlopokon kozvetlen médszerekkel mért
kromatografias adatokat tartalmazza. A kromatografidas adatok elemzését segitd
oszlopdiagramok a 28. A-B. abra szemlé¢lteti.

Crownpak CR(+) oszlopon PhGly (20), 4-OHGly (21) és a Thg (23) « és Rs értékei
kiilondsen kimagasloak, mig a tobbgylirlis rendszerek és nagy térkitoltésti szubsztituenst
tartalmazé sztereoizomerek (22), (25), (26), (30), (33), (34), (35) a nagy k értékek ellenére
kevésbé hatdsosan valaszthatok el. Ezekben az esetekben a pH és a hdmérséklet
csokkentése sem vezetett jobb eredményhez. Az észlelt jelenségek valdszinii magyarazata,
hogy az aromds gytri (fenil, tienil) m-m-kélcsonhatasa a kiralis szelektorral eldsegiti a
kiralis szelekciot. Valoszinli ez a magyardzata a telitetlen Mag (24) viszonylag jo
elvalasztdsanak is. A Crownpak CR(+) oszlopon Igl (22) esetén a ciklopentén gyfiri
nagyobb hidrofobicitasa miatt erds kolcsonhatasba léphet a C;g hordozdval, igy jelentds
retencid novekedés kovetkezik be, az aromas gylrl jelenléte viszont segitette a kiralis
felismerést. A (33), (34), (35) sztereoizomerek esetén, a nagy hidrofobicitds és a
szelektorral val6 erds m-m-kdlcsonhatds mindkét enantiomer esetén olyan mértékben ndveli
a retenciot, ami a kiralis felismerés ellen dolgozik, a (34) és (35) sztereoizomerek alig vagy
nem valnak el. A fluorozott Phe szdrmazékok (28), (29), (30) a Phe-hez (27) viszonyitva
hidrofobicitasuk novekedésével nagyobb k értékekkel rendelkeznek, amit nem kisért az «
¢s az Rs novekedése, s6t az FSF (30) nagy térkitoltése miatt valdszintlileg géatld hatdssal
volt a kiralis felismerést eldsegitd kolcsonhatasra, ami a sikertelen elvalasztas oka. A
molekula térkitoltésének ndvekedése a metil-szubsztitualt-Phe analégok esetén sem
kedvezd az elvéalasztds szempontjabdl. A retencid ugyan a metilcsoportok szdmanak

novekedésével nd , de az @, Rs értéke csokken a Crownpak CR(+) oszlopon. A metil-
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csoportok valdszinlileg gatoljak az aromds rendszerek m-m-kolcsOnhatasat, ezaltal
hatraltatjak a kiralis felismerést.

A makrociklusos all6fazisokon (Chiribiotic T, Tag és R) egy adott eluensdsszetételnél
a Gly, Ala és Phe analog sztereoizomerek elvalasztidsa esetén a hidrofobicitas tlinik az
egyik meghatarozé tényezonek a retencidoban. Azonos eluensdsszetételnél a hidrofilabb
sztereoizomerek K értéke altalaban kisebb és az erdsebb hidrofob sajatsagi komponensek
(25), (26) ,(31-35) erdsebb eluensosszetételnél is késobb elualodtak. Itt kell megjegyezni a
harom kolonna eltéré viselkedését. A Chirobiotic T ¢és Chirobiotic Tag kolonna
novekszik, ami ellentmond egy forditott fazisu rendszer sajatossagainak. Ezért nagyobb Kk,
a ¢s Rs elérése érdekében nagyobb MeOH tartalmu eluenseket kell alkalmazni. Ez azzal
magyarazhat6, hogy az aminosavak oldhatéosdga csokken a nagyobb MeOH tartalmu
mozgofazisban. Ezt a viselkedést mas antibiotikum alapu all6fazisoknal is megfigyelték.
a-aminosavak tobbségénél megfigyelték, hogy vizben gazdag eluensben a retencio Ujra
novekszik (minimum jellegli gérbe a MeOH tartalom fiiggvényében; lasd: 7. fejezet). A
viztartalom novelést kisérd retencids faktor ndvekedés a vizben gazdag mozgdfazisban
1évé hidrofob kolcsonhatasoknak tulajdonithatd. A Chirobiotic R oszlop valddi forditott
csokken. A Ala és Phe analogoknal a hidrofobicitas és a retencido kozott nem mindig
vonhatd le egyértelmii Osszefliggés. A fluoratomok, illetve a metilcsoportok fokozatos
beépitése az analizalandd vegyiiletekbe, ami altal a hidrofob jelleg megnd, nem
egyértelmiien valtoztatta meg a retencids adatokat, mint ahogy ezt korabbana Crownpak
CR(+) oszlopon és a kozvetett mddszereknél lattuk. A F5F (30) szteroizomerek hidrofilabb
jelleget mutat, mint a Phe (27) és a 2-FPhe (27) illetve a 4-FPhe (29). Az F5F (30)
sztereoizomerek elvélasztdsa az Osszehasonlitasra alkalmazott eluensdsszetételben
sikertelen volt, ezért a FSF sztereoizomerek elvalasztasa gyengébb eluenst igényel, ami a
harom kolonnanal a Chirobiotic T, Chirobiotic Tag és a Chirobiotic R oszlopoknal
ellentétes iranyu MeOH koncentracio-valtozast jelent.

A metilcsoportok fokozatos beépitésével a szubsztitudlt analdg sztereoizomerek (31)-
(35) hidrofob jellege egyre n6, ami a k értékében kismértékii emelkedést okoz a Phe-hez
(27) viszonyitva.

A Chirobiotic T és a Chirobiotic Tag oszlop a cukorrészekben és az apolaris
oldallancban kiilonbozik egymastdl. A analizisek eredményeit vizsgalva, azonos

eluensosszetételnél a Chirobiotic Tag oszlop visszatartdsa nagyobb, igy a megfeleld
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sztereoizomerek késobb eludlodnak. Ez altalaban nagyobb enantioszelektivitast () és
felbontast (Rs) eredményez [kivéve: 4-OHGly (21), 1-Nal (25), 4-MePhe (32) és a 2,4-
diMePhe (33)]. A kozvetlen elvalasztasok koziil 2,4-MePhe (33) elvalasztasa Chirobiotic T
oszlopon sikeriilt csak alapvonalra. A molekula aszimmetrikus szerkezete a két
metilcsoport az aromas gylri azonos oldalan helyezkedik el, gatja az
enantioszelektivitasért felelés kolcsonhatasok kialakuldsdnak az allofazissal és csak
kivételes esetben jon létre ilyen kolcsonhatis. (A témara tovebben visszatérink a 6.
fejezetben.)

Osszefoglaléan azt mondhatjuk el a Gly, Ala és Phe analdg sztereoizomerek kdzvetlen
kromatografias elvalasztasardl, hogy a hidrofobicitas csak az egyik tényezd a retencid €s

szelektivitds meghatarozasaban mas kolcsonhatasok is jelentds szerepet jatszanak.

5.4.2. A kozvetlen és kozvetett modszerek elvalasztoképességének oOsszehasonlitasa

Gly, Ala és Phe analdg sztereoizomerek elvalasztasa esetén

A kozvetett kromatografids modszerek elvalasztasat 5.2. fejezetben bdvebben
kifejtettiik, igy itt csak a kozvetett és kozvetlen modszerek hatékonysagat hasonlitjuk
Ossze. A 28. A. dbra a Gly, Ala ¢és Phe analog sztereoizomerek kozvetett és kozvetlen
analizisének elvalasztasi faktorait («), mig a 28. B. dbra ugyanezen rendszerek felbontas
(Rs) értékeit tiinteti fel (az oszlopdiagrammok a F/12, 13, 14. Tablazat adatai alapjan
késziiltek.)

A 28. A. abra adatait szemlélve csak néhany esetben taldlunk jelentds kiilonbséget a
szelektivitasban (@) a kozvetett és kozvetlen modszerek kozott. Kiugroan jo szelektivitast
mutat a Crownpak CR(+) és a Chirobiotic T kolonna a PhGly (20), a 4-OHPhGly (21) és a
Thg (23) sztereoizomerek elvalasztasaban, mig a Chirobiotic T és Tag kolonna az Igl (22)
sztereoizomerek elvalasztasdban. A szelektivitas értékek a legtobb esetben 1,5-2,5 kozott
valtoznak, viszont azt figyelembe kell venni, hogy a kdzvetlen mddszereknél a csicsalak
sok esetben kedvezdtlen. Az elvalasztidsok széles, "tailinges” csticsokkal jellemezhetdk. Ez
az oka, hogy a nagy o értékekhez egy-két kivételtdl eltekintve kis felbontds értékek
tartoznak. Az Rs értékeket tekintve (28. B. 4bra) a kozvetett modszerek nagy szelektivitas
értékeihez nagy Rg értékek tartoznak mindhdrom szdrmazékképzonél, de féleg az (S)-NIFE
és a GITC esetén.

Osszefoglalva: a kdzvetlen modszereknél az elvalasztas kivitelezése egyszeriibb, de a

fazisok dragébbak. A kozvetett moddszereknél a kromatografias elvalasztast meg kell
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eléznie egy szarmazékképzési eljarasnak, viszont a reagensek olcsobbak. Az Gly analogok
esetén barmelyik médszer jol alkalmazhatd. Az Ala és Phe analog szarmazékoknal viszont
a hét modszer kozil a Crownpak CR(+) oszlop kevésbé alkalmas ezen vegyiiletek
sztereoizomerjeinek elvalasztdsara, mint a harom szarmazékképzési modszer vagy a

Chirobiotic kolonnak.
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28.B. abra
Gly, Ala és Phe analog sztereoizomerek kozvetett és kozvetlen elvalasztasanak felbontds (Rs) értékei

A kromatografids koriilményeket lasd a Fiiggelék 12., 13., 14. Tablazataban, (S)-NIFE esetén nincs adat PhGly (20), Igl (22), Thg (23) 2-FPhe
(28) —re illetve CHTag esetén 2-FPhe(28) sztereoizomerekre; oszlop, CR(+), Crownpak CR(+), CHT, Chirobiotic T, CHTag, Chirobiotic Tag,

CHR, Chirobiotic R
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5.5. Kozvetett és kozvetlen kromatografias modszerek elvalasztoképességének

osszehasonlitasa B-alkil-szubsztitualt Trp analégok példajan

A B-alkil-Trp analogok analizisére olyan mddszer fejlesztése volt a cél, mellyel mind a
négy szterereoizomer elvalasztdsa megoldhatd. A kozvetlen és kozvetett moddszerek
kromatografids adatait a Fiiggelék 15. Tablazata foglalja 6ssze vegyliletekre lebontva. A
kozvetett és kozvetlen modszerekkel végzett elvalasztasok felbontas értékeit kiilon-kiilon
az egyes vegyliletekre az 29. A-E. &bra tartalmazza. A 30. abra valogatott, optimalizalt
elvalasztasokat mutat be.

Az FDAA ¢és GITC szarmazékok elvalasztdsa egy kivételtdl eltekintve azonos
eluensben tortént: HyO(0,1%TFA)/MeOH=45/55, H,0O(0,1%TFA)/MeCN=65/35. Az (S)-
NIFE szarmazékok -elvalasztasakor alkalmazott eluens abban kiilonbozik az eldbb
emlitettektdl, hogy a szerves modosito is tartalmazott 0,1%TFA-t. A kiralis allofazisoknal
H,O/MeOH, 100% MeOH, 100% HCIO4, HCIO4/MeOH eluenseket hasznaltunk
kiilonboz6 aramlasi sebességek mellett.

Az egyes vizsgalt vegyiiletek sztereoizomerjeit jellemz6 elvalasztasok elemzésekor a
fliggelék 15. Téablazatdban szerepld roviditéseket alkalmaztuk, példaul a GITC/MeOH
rovidités jelentése az, hogy a felhasznalt szarmazékképzé reagens a GITC volt, a
keletkezett diasztereomer szarmazékokat pedig MeOH tartalmu eluensben valasztottuk el.

A B-MeTrp (43, 44) eritro- és treo- sztereoizomerjeinek elvalasztasa Chirobiotic T
oszlopon rovid id6 alatt megvaldsult, viszont az eritro-L, treo-L csucsok elvalasztasa nem
tortént meg, illetve az eritro-D, treo-D csucsoké is csak részlegesen. A Crownpack CR(+)
oszlopon az elucios sorrend D<L, ami megegyezik az irodalomban kozolt adatokkal. A
treo-izomerek elvalasztdsa nem lehetséges valoszintileg sztérikus okok miatt. A kozvetett
modszereknél az analizisek rovid idét vettek igénybe és sikeresnek bizonyultak ha az
enantiomer elvalasztasokat vizsgaljuk. A négy sztereoizomer elvalasztasa FDAA/MeOH ¢és
(S)-NIFE/MeOH esetében kozelitette meg az elvart Rs>1,5 értéket.

A B-2-PrTrp (45, 46) esetén a metilcsoport helyett egy 2-propilcsoport beépitése a
molekulaba jelentdsen megndvelte a retencids faktort (K) MeCN tartalmt eluensben. A
novekedés a GITC szarmazékoknal volt a legjelentdsebb, és kismértékli volt az FDAA
szarmazékoknal. A koOzvetlen modszerek kozil a GITC/MeOH, FDAA/MeOH,
FDAA/MeCN bizonyultak megfelelének a -2-PrTrp sztereoizomerjeinek elvalasztasaban.
Az (S)-NIFE szarmazékok elvalasztasa soran az egyes enantiomerek felbontas értéke

meghaladta Rs>1,5, de az eritro-L, treo-L, illetve eritro-D, treo-D sztereoizomerek kozel
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elualodtak egymashoz. A kozvetlen moédszerek ennél a vegyiiletnél nem voltak sikeresek,
ennek az az oka, hogy a [B-helyzetben 1év0 nagy térkitoltésii szubsztituens gatolja a
kolesonhatés kialakuldsat a kiralis allofazisok szelektoraival.

A B-3-pentTrp (47, 48) sztereoizomerek elvalasztasanal a pentilcsoport tovabb novelte
a képzodott diaszteromer termékek hidrofobicitdsat, ami abban nyilvanult meg, hogy a
retenciés 1d6k novekedtek. Ami a legkifejezébb a GITC szarmaztékok MeCN-os
elvalasztasdban volt. A Chirobiotic T oszloprol egyiitt eludlodott a négy csucs, ami szintén
azt mutatja, hogy a nagy térkitoltésii csoport gatolta a kdlcsonhatas kialakulasat az
allofazissal. Crownpack CR(+) oszlopndl a treo-enantiomerek elvalasztasa sikertelen volt.
Az eritro-enantiomerek a B-alkil lanc novelésével oly mértékben hidrofob jellegiivé valtak,
hogy elucidjuk csak 10% MeOH jelenlétében volt megvalosithatd és az eluens pH-jat a
komplex stabilitdsdnak csokkentése érdekében pH=4,0-re kellett emelni. Ilyen
koriilmények  kozott az  eritro-enantiomerek  jol  elvalaszthatok — voltak. A
szarmazekképzokkel végzett sztereoizomer elvalasztasok felbontds eredményeit
Osszehasonlitva - GITC/MeCN, (S)-NIFE/MeOH kivételével - ezen modszerek
alkalmasnak bizonyultak a sztereoizomerek kromatografids megkiilonboztetésére.

A B-PhTrp (49, 50) esetében a Crownpak CR(+) oszlopppal végzett elvalasztasoknal
azt tapasztaltuk, hogy az eritro-enantiomerek részlegesen, a treo-izomerek pedig nem
valtak el egymastol. A Chirobiotic T oszlopon az egyes enantiomerek elvaltak egymastol,
ami a fenilcsoport kolcsonhatas noveld hatasdnak tulajdonithaté. Mind a kozvetett
moddszereknél, mind a Chirobiotic T oszlopnal azt tapasztaltuk, hogy az egyes
enantiomerek jol elvalnak, viszont az eritro-L, treo-L, és eritro-D, treo-D sztereoizomerek
elvalasztasa csak részleges volt. A kozvetett modszerek koziil a négy sztereoizomer FDAA
és (S)-NIFE szarmazékanak elvalasztasa MeOH tartalmu eluensben jol megvalosithato.
Mindharom szarmazékképzonél az eluens szerves modositdjanak valtozasaval az elicios
sorrend is megvaltozott.

A B-2,6-diMeOPhTrp—nal (51,52) a Crownpak CR(+) oszlopon hasonlokat
tapasztaltunk, mint az el6zéekben. A Chirobiotic T oszlop csak az enantiomerek
elvalasztasdban volt eredményes. Ennek a vegyiiletnek az elvalasztisdban a
szarmazekképzok koziil az elvart Rg>1,5 eredményt csak MeCN tartalmu eluensben tudtuk

megvaldsitani, illetve megkozeliteni FDAA ¢és (S)-NIFE szarmazékképzok esetén.
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A B-alkil-szubsztitualt Trp sztereoizomerek elvalasztisa kozvetlen moédszerekkel nem
oldhatd meg, a legjobb esetben is a négy sztereoizomer harom csucsban eludlodik. A
kozvetett modszerek F/15. Tablazatban szerepld eluens dsszetételeit lehet gy modositani,
hogy legalabb két modszerrel megoldhatd legyen az alapvonalra vagy kozel alapvonalra
torténd elvalasztas. (S)-NIFE-vel képzett diasztereomerek elvalasztasat a GITC vagy
FDAA szarmazékképzodvel kapott 6sszehasonlité a kromatogramokat a 30. abra mutatja be.
Az a4bran lathato, hogy az (S)-NIFE a legtobb esetben van olyan hatékony vagy
hatékonyabb, mint a GITC vagy FDAA szarmazékképzO a B-alkil-szubsztitudlt Trp

sztereoizomerek kromatografias elvalasztasaban.

B-metiltriptofan (43, 44)

2| ] a (S)-NIFE GITC
oszlop:DiscoveryCg oszlop:Vydac 218TP54
eluens:H,0(0,1%TFA)/ wr 1 eluens:H,O(0,1%TFA)/
MeOH(0,1%TFA)=50/50 (v/v) , MeCN =65/35 (v/v)
d detektalas: 205 nm [ J detektalas: 250 nm
| |
b t ‘Id '|
|
. i 1
i |
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X i il
||| L]
A L
A | I
J - r.l'"“««vf o) v WAV
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time min Time (mim)
B-izopropiltriptofan (45, 46)
. (S)-NIFE GITC
- oszlop:Vydac218TP54 018 oszlop:Vydac218TP54
= eluens:H,0(0,1%TFA)/ eluens:H;0(0,1%TFA)/
MeCN(0,1%TFA)=65/35 i MeCN =40/60 (v/v)
X b (vIv) detektalas: 250 nm
detektalds: 205 nm Ca b
c 0.10)
d
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B-izopentiltriptofan (47, 48)

e (S)-NIFE GITC
g 4 oszlop:Vydac218TP54 - oszlop:Vydac218TP54
d b eluens:H,0(0,1%TFA)/ eluens:H,O(0,1%TFA)/
MeCN(0,1%TFA)=60/40 MeCN =40/60 (v/v)
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n h\
20 30 time min
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B-feniltriptofan (49, 50)
o ¢ (S)-NIFE FDAA
g oszlop:Vydac218TP54 s oszlop:Vydac218TP54
d eluens:H,0(0,1%TFA)/ ’ eluens:H,O(0,1%TFA)/
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30. abra
B-alkil-szubsztitudlt Trp analdg sztereoizomerek kromatografias elvélasztdsa (S)-NIFE

illetve GITC vagy FDAA szarmazékképzok alkalmazasaval
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5.6. Osszefoglalas [(S)-NIFE]

Kozvetett kirdlis kromatografids modszereket dolgoztunk ki az (S)-N-(4-
nitrofenoxikarbonil)fenilalanin-metoxietil-észter =~ alkalmazasaval  fehérjealkotd  és
nemfehérje-alkotd aminosav sztereoizomerek elvalasztasara. Az (S)-NIFE-t sikeresen
alkalmaztuk tobbek kozott Gly, Ala, Phe, Pro analogok sztereoizomerek, [-Me(alkil)Trp
sztereoizomerek, tetrahidroizokinolin vazas karbonsav sztereoizomerek, pipekolinsav
szarmazékok szteroizomerjeinek elvalasztasara.

HPLC-MS moédszerrel kimutattuk, hogy a szarmazékképzési reakciot melléktermékek
4-nitrofenol, fenilalanin-metoxietil-észter (Phe észter), N,N-bisz-(3-fenilpropionsav-
metoxietil-észter-2-il) ("szimmetrikus karbamid”) keletkezése kiséri.

Ramutattunk, hogy a szdrmazékképzési reakcio hozama fligg a reakci6éidotol, pH-tol és
a reagens/aminosav molaranytol. Az egyes aminosav csalddokra optimalizaltuk a
szarmazékképzési reakcio koriilményeit.

Sztérikusan erésen gatolt Pro analogok esetében kimutattuk, hogy a jelentds
reagensfelesleg el0segiti a szarmazékképzési reakcid végbemenetelét, és az el nem reagalt
szarmazekképzo sikeresen eltavolithatd a rendszerbdl Gly hozzaadaséval.

HPLC-MS modszerrel igazoltuk, hogy a szarmazékképzd reagens nemcsak az
aminosav primer aminocsoportjaval, hanem szekunder aminocsoporttal ¢és fenolos
hidroxilcsoporttal is reakcioba Iép. A képz0dott mono- és bisz-szarmazékok elvalasztasara
modszert dolgoztunk ki.

Megallapitottuk, hogy a szerves modositoként MeOH-t tartalmaz6 eluens az (S)-NIFE-
vel képzett diasztereomerek elvélasztdsdban nagyobb szelektivitdst mutatott. A MeOH
tartalma eluensben egyes esetekben, az egyik diasztereomer termék egyiitt elualodott a
"szimmetrikus karbamiddal”. Ez az egyiittes eluci6 a MeOH tartalomu  eluens
Osszetételének modositasdval vagy a gradiens meredekségének valtoztatasaval
kikiiszobolheto.

Megallapitottk, hogy az (S)-NIFE szarmazékok retenciojat egy homoldg soron beliil
elsdsorban a hidrofob jelleg hatdrozza meg.

A B-alkil-szubsztitualt-Trp analog sztereoizomerek elvéalasztasakor igazoltuk, hogy a
négy izomer elvalasztasaban (S)-NIFE hatékonysadga meghaladja a kdzvetlen modszerekét
¢és 0sszemérhetd a GITC, és az FDAA szarmazékképzokével.

A B-MePhe, B-MeTic, p-MeTyr, p-MeTrp, B-alkil-szubsztitudlt-Trp analdg

sztereoizomerek esetén ravilagitottunk arra, hogy a szteroizomerek elvalasztisakor az
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eluens szerves modositdjanak cseréje, illetve a kolonna cseréje megvaltoztathatja az egyes
sztereoizomerek elucids sorrend;jét.

Az (S)-NIFE szdrmazékok elucios sorrendje daltaldban (S)<(R), kivéve azokat az
aminosavakat, amelyek tovabbi hidrogénhidas kolcsonhatds kialakitdsara alkalmas
funkcios csoporttal rendelkeznek, illetve azokat amelyeknek a Cahn-Ingold-Prelog szabaly
szerint komformacidjuk ellentétes.

A kozvetett €s kozvetlen kromatografiads modszerek 6sszehasonlitidsat végeztiik el Pro,
Gly, Ala, Phe és B-alkil-Trp sztereoizomerek elvalasztasara. Megéllapitottuk, hogy: Pro
analog sztereoizomerek elvalasztasdban az (S)-NIFE a leghatékonyabb, a Gly analogok
estében mind a kozvetett mind a kozvetlen mddszerek jol alklamazhatok. Ala, Phe
analogok elvalasztdsdra az antibiotikum alapu kolonnak mellett a szarmazékképzd
reagensek koziil az (S)-NIFE, GITC, FDAA is alkalmasak. A B-alkil-Trp sztereoizomerek
csak kozvetlen moddszerekkel (S)-NIFE, GITC, FDAA valaszthatok el. A kiralis
szarmazékképzok koziil a leghatékonyabb az (S)-NIFE.

A szarmazékképzo reagenst 2002-ben a Fluka kereskedelmi forgalomba hozta.
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6. Makrociklusos antibiotikum alapu Kkiralis kolonnak

kromatografias viselkedésének osszehasonlitasa

Ebben a fejezetben a teicoplanin és a teicoplanin aglikon alapa kirdlis allofazisok
elvalasztoképességét hasonlitjuk dssze. Ezek a molekuldk a Chirobiotic T és Chirobiotic
Tag oszlopok szelektorai.

A kivalasztott vegyiiletek harom csoportba sorolhatok: Gly, Ala és Phe analogok,
"iminosavak" és B-aminosavak. A Gly, Ala és Phe analdgok a rajtuk 1€vo szubsztituensek
hidrofob jellegében ¢és térkitdltésében kiilonboznek egymastol. Ugyanez igaz az
"iminosavak"-ra €s a [-aminosavakra is, ahol a gylriiben, illetve a gylriin 1évo
szubsztituensek mindsége, térkitdltése, alifds, aromas jellege széles skdlan mozog. A
mérési eredményeket F/16-18. Tablazatokban foglaltuk Ossze, amelyek tartalmazzak a
retencios (K) és elvalasztasi faktorokat («), a felbontast (Rs) és az enantioszelektiv

megkotddést jellemzo standard szabadentalpia-valtozas kiilonbségeket [(A(AG 9)].

6.1. Az alkalmazott mozgofazisok

A vizsgalt mintdk koziil a Phe analog sztereoizomerek elvélasztasara mind Chirobiotic
T, mind Chirobiotic Tag oszlopon puffert tartalmaz6 eluenst alkalmaztunk. A puffer 0,1%
trietilammonium—acetat (pH=6,5) vizes oldata és az alkalmazott eluensosszetétel 0,1%
TEAA (pH=6,5)/MeOH=20/80 (v/v) volt. Az "iminosavak'"-nal mindkét all6fazison az
elvalasztasokat 0,1% TEAA (pH=6,5)/MeOH=60/40 (v/v) tartalmt eluensben végeztiik. A
B-aminosavak elvalasztisara tobb eluens rendszert is kiprobaltunk, igy tobbek kozott
H,O/MeOH, 0,1%TEAA (pH=4,1)/MeOH, 0,1%TEAA (pH=4,1)/MeCN ¢és 100% MeOH
eluens rendszereket alkalmaztunk. Optimalizalas céljabol kiilonb6z6 aramlési sebességeket
is kiprobaltunk. A polar-organikus modban a méréseket MeOH/HOAc/TEA=100/0,1/0,1

(v/v/v) dsszetételll eluenssel végeztiik, mindkét allofazison.
6.2. A kromatografias adatok elemzése

A Chirobiotic oszlopokon a szelektor antibiotikum molekula kilenc apolaris
metiléncsoporton és vagy egy ureido vagy egy karbamatcsoporton keresztiil kapcsolodik a
szilikagélhez [198]. A szabad teicoplanin 14 poléris hidroxilcsoporttal rendelkezik, ezek

koziil négy fenolos hidroxilcsoport, ezenkiviil van egy szabad aminocsoportja €és egy
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karboxilcsoportja. Az egyik cukorrészen 1évo alkillanc kilenc metiléncsoportja és a
molekula makrociklusos részében 1évé hat amidkotés, valamint a hét benzolgyliri apolaris
jellegli csoportok. Az aglikon molekula csak hét poldris hidroxilcsoporttal rendelkezik,
amelyek koziil hat fenolos hidroxilcsoport. Errél a molekularol hianyoznak a cukorrészek
¢s az alkillanc. Itt is jelen van a primer aminocsoport, a hat apolaris amidk6tés €s a hét
benzolgylri.

Berthold ¢és munkatarsai [199] megfigyelték, hogy ugyanolyan eluensosszetételnél a
kozepesen polaris vegyiiletek retencids faktorai koriilbeliill azonosak a két kiralis
allofazison, vagy valamivel kisebbek az aglikon fazison. Viszont polaris komponensek
esetén néha az aglikon fazison nagyobb retencids faktorokat kaptak. D’Acquarica és
munkatarasai [164] egy A-40,926 gliikopeptidet (abban tér el a teicoplanint6l, hogy errdl
hianyzik a p-D-acetil-glik6zamin) tartalmazo kirdlis  allofazist  alkalmaztak.
Megallapitottak, hogy az aliciklusos és ciklusos -aminosavak retencios faktorai némileg
nagyobbak a teicoplanin 4all6fadzison, mint az aglikon fazison. A két 4llofazis
Osszehasonlitdsa a mar emlitett modellvegyiiletek vizsgélataval tortént.

A harom vegyiiletcsoportbdl egy-egy vegyliletet kivalasztva meghataroztuk a retencios
faktor (K) eluensoOsszetétél vald fiiggését. A vegyiiletek retencios faktorait a MeOH
tartalom fliggvényében abrazolva a két allofazison a 31.A. és 31.B. dbrdkon szemléltetjiik.
A Phe analégok koziil a 2-MePhe-t (31) Péter és munkatarsai [200] egy kordbbi
munkajukban vizsgaltdk, és azt tapasztaltdk, hogy a mozgoéfazis MeOH tartalmanak
novelésével a retencios faktor valtozdsa U-alaktl gorbét eredményez. Chirobiotic T
oszlopon az "iminosavak" koziil a Pip-et (69) vizsgaltuk és az a-aminosavakhoz hasonléan
U-alaku gorbét kaptunk. Ennél a vegyiiletcsoportnal a Chirobiotic Tag oszlopon rendkiviili
viselkedést tapasztaltunk, mert a retencids faktor (k) maximum gorbe szerint valtozik a
MeOH tartalom névekedésével. A B-aminosavak koziil az (55) sztereoizomert valasztva, a
retencios faktorok paraméterei a MeOH tartalom ndvekedésével csokkentek mindkét
allofazison. Ez a viselkedés jellegzetes forditott fazis elvalasztasra utal. A retencids faktor
novekedése (K) vizben gazdag cluensben a viztartalom novekedésével egyre fokozodo
hidrofob kolcsonhatasnak tulajdonithaté. U-alaku gorbék esetén a nagyobb MeOH
koncentracioknal az MeOH novelésével a retencios faktorok novekedtek. Ez annak
koszonhetd, hogy az aminosavak oldhatosaga csokken a nagyobb MeOH-tartalmi
eluensben. Ezt a viselkedést mas antibiotikum alapu all6fazisoknal is megfigyelték [201],
¢s a kovetkezd fejezetben a retencids faktorok elemzésénél mi is felhivjuk erre a figyelmet

az eritro-p-MeTrp €és a DNPyr-Trp retencidos paramétereinek elemzése kapcsan. A
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vizsgalatok eredményeképpen megallapitottuk, hogy az a-aminosavak, "iminosavak”, [3-

aminosavak a K értékei eltéréd modon valtoztak a MeOH tartalom valtozasaval.

14 - —=A— k1 Chirobiotic T
08 - e —a— k2 Chirobiotic T
Rl . \ Y
0,6 o N - - -E- - - k1 Chirobiotic Tag
« 044 'I,ZI - - -l - - k2 Chirobiotic Tag
g \ R
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0 - ‘ ‘ SRR
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31.A. dbra
Pipekolinsav retenciés paramétereinek valtozasa a MeOH tartalom fiiggvényében
Chirobiotic T és Chirobiotic Tag oszlopokon
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32. B. 4bra
Az 55 vegylilet retencidos paramétereinek valtozasa a MeOH tartalom fiiggvényében
Chirobiotic T és Chirobiotic Tag oszlopokon

A Gly, Ala, Phe analogok ¢s az "iminosavak" esetén az el6szor elualodd enantiomer
retencios faktorai ugyanolyan koriilmények kozott a teicoplanin allofazison kisebbek, mint
az aglikon fazison (F/16-18. Téablazat). A Gly, Ala, Phe analogok esetén a masodikként
eludlodo enantiomer retencids faktora altalaban 1,5-2-szer nagyobb Chirobiotic Tag-on,
mint Chirobiotic T-n, kivétel a 4-OHPhGly (21). Az "iminosav" sztereoizomerek esetén ez
az eltérés még latvanyosabb a két allofazison, kivétel a cisz-4-OHPro (66). A -
aminosavaknal forditott fazis rendszerben 100% MeOH tartalmi eluensben mért

eredményeket Osszehasonlitva, mindkét csucs retencids faktora a Chirobiotic Tag-on 1,5-3-
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szorosa a Chirobiotic T-n mértnek. A polar-organikus modban mért k értékek néhany
kivételtdl eltekintve mindossze 10-30 %-kal alacsonyabbak a Chirobiotic T oszlopon, mint
Chirobiotic Tag oszlopon. Kivételek az (55), (58) sztereoizomerek.

Az elvalasztas hatékonysagat jellemzo felbontas (Rs) értékét vizsgalva Gly, Ala és Phe
analog sztereoizomerek mindkét allofazison kevés kivétellel Rs>1 értékkel voltak
elvalaszthatok [kivétel az FSF (30) a Chirobiotic T ¢és a 2,4-diMePhe (33) a Chirobiotic
Tag oszlopon.]. Az F5F (30) és a 2,4-diMePhe (33) sztereoizomerek rossz elvéalasztasa
valdsziniileg sztérikus okokra vezethetd vissza, egyrészt a molekula mérete, masrészt a
szubsztituensek aszimmetrikus elhelyezkedése miatt. A felbontés értékek tobbnyire Rs=2-3
kozottiek, de nem ritka az Rs=3-t meghalado érték. Az "iminosavak" esetén a Chirobiotic T
oszlopon a baikain (68) ¢s a transz-4-OHPip (71) sztereoizomerek nem valaszthatok el. A
Chirobiotic Tag oszlopon az a-MePro (67) és a (72) sztereoizomerek csak részleges
elvalast mutattak. A tobbi sztereoizomerre megfelelden nagy Rs értékeket kaptunk. A
Chirobiotic oszlopok a legrosszabb szelektivitast () a f-aminosavak esetén mutattak. Mig
a Chirobiotic T oszlopon tobbnyire talaltunk olyan eluensdsszetételt, hogy Rs>1 értéket
kapjunk, addig a Chirobiotic Tag oszlopon az Rs értéke a legjobb esetben is alatta maradt

az Rs=1 értéknek, vagy sok esetben egyaltalan nem tapasztaltunk elvalasztast.

6.3. A Chirobiotic T és a Chirobiotic Tag oszlopok enantioszelektivitasa

A Chirobiotic all6fazisok az a-aminosavak esetén olyan szelektivek, hogy sok esetben
az eldszor eludlodd enantiomer csucs utdn jO néhany perccel elualodik a masodik
enantiomer csuicsa. Az elvélasztasi tényezd (o) a Phe és Ala analogok esetén Chirobiotic T
oszlopon 1-1,8 kozott valtozik, €s a Gly analogok koziil a (21) és (22) sztereoizomerekre
meglepden nagy « értékeket kaptunk. A Chirobiotic Tag oszlopon ez az érték a Phe és Ala
analégokra 1,10-2,80 kozotti. Az "iminosavak" esetén « értékek Chirobiotic T oszlopon
0—=1,20-2,80, illetve Chirobiotic Tag oszlopon a=1,05-3,40 kozott valtoztak. A [3-
aminosavakra az o egy-két kivételtdl eltekintve o=1,00-1,20 kozott valtozik mindkét
kiralis szelektoron.

Az elvalasztasi tényez0 («) felhasznalasaval, a kovetkezd Osszefiiggés alapjan, az
enantioszelektivitast jellemz0 standard szabadentalpia-valtozas kiilonbségekhez jutunk:

A(AG®) = —RTlne T=298K
A fenti Osszefliggés alapjan szamitott A(AG®) értékeket a F/16-18. Téblazatokban és a 32.
A.-D. abrakon tiintettiik fel. (a 32. C. abran a f-aminosavak forditott fazisi méréseinél, ha
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tobb eredmény allt rendelkezésiinkre, akkor a A(AG®) értékek atlagat abrazoltuk. A A(AG®)
értékek minden esetben negativak (vagy 0). Az Ala és Phe analogok A(AG®) értékei— 0,2 és
—2,0 kJ mol™ kozott valtoznak, a Gly analégok A(AG®) értékei ennél valamivel nagyobb
negativ értékek (—1,3 és —4,5 kJ mol” tartoméanyba esnek). Hasonl6 nagysagrendii A(AG®)
értékeket (=0,1 és —3,0 kJ mol” ) mértiink az "iminosav" sztereoizomerek elvalasztasa
esetén. Mindkét vegyiiletcsoportra altalanosan jellemz6 volt, hogy a Chirobiotic Tag
oszlopon mért A(AG®) értékek negativabbak. A [B-aminosav sztereoizomerek esetén
altaldban pozitivabb A(AG®)értéket (kisebb —A(AG®)) mértiink és a Chirobiotic T oszlopon

mért A(AG®) nagyobb negativ érték volt, mint a Chirobiotic Tag oszlopon mért érték.
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M Chirobiotic T
O Chirobiotic Tag

(A(AG®))T,Tag -2
(kJ mol™) -3
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vegyllet

32. A. dbra
A Gly, Ala és Phe analog sztereoizomerek elvéalasztasanak A(AG®)
értékei teicoplanin és teicoplanin aglikon szelektorokon

m Chirobiotic T
O Chirobiotic Tag

(A(AG®))T,Tag 0.2
(kJ mol ™) 0,4+

0,61
0,81

-1
1,21
-1,4

5556 57 58 59 60 61 62 63 64 65
vegyllet

32.C. ébra
A B-aminosav sztereoizomerek elvalasztasanak A(AG®) értékei

teicoplanin és teicoplanin aglikon szelektoron polar-organikus médban

[ Chirobiotic T
O Chirobiotic Tag

(A(AG®))T,Tag
(kJ mol™) -1,54

66 67 68 69 70 71 72 73 74 75
vegyllet
32. B. dbra

Az "iminosav" sztereoizomerek elvalasztasanak A(AG°®)
értékei teicoplanin és teicoplanin aglikon szelektoron

M Chirobiotic T
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(A(AG®))T, Tag
(kJ mol™) -0,4
-0,6-
-0,81
-1
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32.D. abra

A PB-aminosav sztereoizomerek elvalasztisanak A(AG®)
értékei teicoplanin €s teicoplanin aglikon szelektoron forditott
fazisu modban



6.4. A szénhidrat részek szerepe az elvalasztasban

A szénhidrat részek Onmagukban is kirdlisak, ezért segithetik az enantiomer
elvalasztast. A két kiralis allofazison kapott eredmények Osszehasonlitidsa segitséget
nyujthat abban, hogy megértsiik, mi a szerepe a cukorrészeknek az elvalasztasban. Ahhoz,
hogy mennyiségileg is jellemezziik a cukorrészek hatasat, meghataroztuk a két allofazison
mért standard szabadentalpia-valtozas kiilonbségét: (A(AG®))ra-(A(AG®))r. Ezeket az
adatokat a harom vegyiilet csoportra a 33. abran foglaltuk 0ssze, a B-aminosavak esetén
azzal a megszoritassal, hogy a polar-organikus és forditott fazisi modban kiilon-kiilon
képeztilkk a kiillonbséget ¢s szemléltettiik azt az 4brdn. A negativ értékek az
oszlopdiagrammon azt jelentik, hogy a sztereoizomerek jobban elvaltak az aglikon
allofazison, a pozitiv értékek pedig azt, hogy az elvalasztas eredményesebb volt az eredeti
teicoplanin kolonnan, amely a szénhidrat részeket is tartalmazza. Az altalunk vizsgalt két
kiralis allofazis kozotti enantioszelektiv szabadentalpia kiilonbség elsdsorban sztérikus
gatlasnak tulajdonithatd, (a cukorrészek elfedik a kosarrészt) de mas lehetdségeket is
figyelembe kell venni.

A glicin analogok koziil a 4-OHPhGly (21) és az Igl (22) sztereoizomerek sokkal jobb
enantioszelektivitast mutattak a teicoplanin allofazison, itt a cukorrészek segitették a kiralis
felismerést. Erdekes eredményt hozott az 1-Nal (25) és 2-Nal (26) sztereoizomerek
elvalasztdsa. Az eldbbi elvélasztdsa a teicoplanin, mig az utdbbi a teicoplanin aglikon
allofazison kedvezményezettebb. Ez valoszinli sztérikus okokra vezethetd vissza, a 2-Nal
(26) elhelyezkedése a teicoplanin kosardban kedvezdbb. A Phe analdg sztereoizomerek,
kevés kivételtdl eltekintve [2-MePhe (31) és 2,4-diMePhe (33)], sokkal kedvezdbben
valaszthatok el teicoplanin aglikon 4all6fadzison, mint a cukorrészt is tartalmazo
teicoplaninen.

Megallapithato, hogy a teicoplaninen 1év6 cukorrészek nem feltétlen sziikségesek az a.-
aminosav sztereoizomerek elvalasztdsdhoz. Ezek a vegyiiletek valdsziniileg az aglikon
kosarrészébe kotddnek be, kozel a primer amino funkcids csoporthoz, ezéltal az eredeti
teicoplanin molekuldhoz képest nagyobb enantioszelektivitassal jellemezhetd elvalasztast
biztositanak. A sztérikus gatlason kiviil az aglikonon felszabadult két fenolos és egy
alkoholos hidroxilcsoport valoszinlileg tovabb noveli az o-aminosavakkal 1étrejovo
kolcsonhatasok valoszinliségét.

Az "iminosav" sztereoizomerek koriill a sztérikusan erésen gatolt a-MePro (74) és a

tobb heteroatomot tartalmazé gylris vegyiiletek (79), (80) és (81) kedvezdbben

73



valaszthatok el teicoplanin alléfazison (kivétel ebben a sorban a (81)). Ennek valoszinli
oka, hogy a-MePro (74) esetén a merev szerkezet nem biztosit elégséges kolcsonhatast a
teicoplanin aglikon kdétohelyeivel, mig a (79), (80) és (81) sztereoizomerek esetén a
cukorrészekkel is jarulékos kdlcsonhatdsok alakulnak ki a heteroatomok révén.

A B-aminosavak esetén a molekula sztérikus elrendezddése, valamint a karboxil-
csoport és a kirdlis szénatom kozti nagyobb tdvolsdg tovabbi hatdssal van az
enantioszelektivitasra. E vegyiiletcsoport nagyobb része a teicoplanin all6fazison mutat
jobb enantioszelektivitast forditott fazisu modban. Ennek valdszinii oka, hogy a teicoplanin
aglikon alléfazison az elsédleges kolcsonhatast kovetden (az aglikon -NH;' csoportja és az
aminosav —COO" csoportja kozti elektrosztatikus kolcsonhatas) kevésbé kedvezményezett
a masodlagos kolcsonhatasok létrejotte, mivel a kiralis szénatom egy szénatommal
nagyobb tavolsagra van a karboxilcsoporttdl, mint ahogy az, az a-aminosavak esetén volt.
Masrészrdl a teicoplanin esetén a cukorrészben levd funkcids csoportok a B-aminosavaknal
valosziniileg hozzajarulnak a masodlagos kolcsonhatasok kialakuldsdhoz, ezért lesz ezen
sztereoizomerek elvalasztdsa a teicoplaninen altaldban kedvezményezett. Polar-organikus
fazisban meghatdrozo jelentdséglieck a m-m és a hidrogénhid kolcsonhatasok, amelyek
kismértékii elvalasztast biztositanak a -aminosav sztereoizomereknek. Azok a vegyiiletek,
amelyek kevéssé szimmetrikusak és tovabbi hidrofob vagy n-n kdlcsonhatéas kialakitasara

képesek, azok a Chirobiotic T oszlopon jobban elvalnak.
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Vegyiilet
vegyllet

(AMAG N (AAGN: (kTmol™) (AMAG N AAGN: (kTmol™)
33.A. dbra 33.B. abra
A Gly, Ala,és Phe analog sztereoizomerek elvalasztasanak Az "iminosav" sztereoizomerek elvalasztasanak| (A(AG®))rag-
[ (A(AG®))rag-(A(AG®))r] értékei (A(AG®))1] értékei

vegylilet
vegyllet

1,5 -1 -0,5 0

0,5
(AAG*)ru-(AAG*))r  (kImol™)
(AAG)r-(AG))r  (kImol™)

33.C. 4bra

A B-aminosav sztereoizomerek elvalasztasanak[ (A(AG®))rag-
(A(AG®))7] értékei polar-organikus médban

33.D. abra

A B-aminosav sztereoizomerek elvalasztasanak[ (A(AG®))rag-
(A(AG®))7] értékei forditott fazist modban
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6.5. Osszefoglalas

A Gly, Ala, Phe analdg sztereoizomerek retencids paraméterei a MeOH tartalom
novekedésével U-alakt gorbe szerint valtoztak mindkét kiralis allofazis esetén.

A B-aminosav sztereoizomerek retencids paraméterei a MeOH tartalom fliggvényében
a forditott fazisti kromatografianak megfelel6 modon valtoznak a Chirobiotic T és TAG
oszlopokon, azaz a MeOH tartalom novekedésével a retencios faktorok csokkennek.

Az "iminosav” enantiomerek retencios paraméterei a MeOH tartalom fiiggvényében a
Chirobiotic T és TAG oszlopokon eltérden viselkednek. A Chirobiotic T oszlopon U-alakt
gorbe szerint, mig a Chirobiotic TAG oszlopnal forditott, maximum gorbe szerint
valtoznak a retencios faktor értékek a MeOH tartalom fiiggvényében.

A kirdlis elvélasztas szempontjabol nézve a cukorrészek haromféleképpen
befolyésolhatjak az elvalasztasi folyamatot:

e A sztérikus gatlas soran a cukorrészek elfoglaljak a makrociklusos gytirti belsejében
1év6 helyet, igy gatoljak mas molekuldknak a kétéhelyhez valo hozzaférhetdségét.

o A cukorrészek elfoglaljak az aglikonon 1évd lehetséges kotdhelyeket, mivel két
cukoregység fenolos hidroxilcsoporton keresztiil, egy pedig alkoholos hidroxilcsoporton at
kapcsolodik a szelektorhoz.

e A harom cukorrész maga is kiralis, hidroxil, éter, ¢s amid funkcids csoportokat
tartalmaz, ami kotShelyként is szolgalhat.

Primer és szekunder o-aminosavak esetén a cukorrészek altal biztositott kiralis
centrumok és funkciés csoportok jelenléte nem sziikséges a sikeres kiralis elvalasztashoz.

B-aminosavak esetében a cukorrészek és az apolaris oldallanc jelenléte eldsegitette a

kiralis felismerést.
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7. A homérséklet hatasa a kiralis kromatografiara

7.1. A kromatografias paraméterek vizsgalata a homérsékletvaltozas fiiggvényében

Mint az "Irodalmi Osszefoglalo"-ban emlitettiik, a homérsékletnek alig van szerepe a
nagyhatékonysagti elvalasztasi technikdkban (szokéasos akirdlis HPLC). A kisebb
hatékonysagti kiralis elvalasztasoknal a homérséklet szerepe dontd lehet. E hatés
tanulmanyozasahoz kiralis szelektorként a risztocetin A molekuldt valasztottuk,
modellvegyiileteink az adott kromatografias kortiilmények kozott vagy negativ toltéssel
rendelkezdk, vagy semleges, vagy "ikerionos” molekuldk voltak.

Vizsgalataink soran, elsoként az eluensOsszetétel és a homérsékletvaltozas hatdsat
tanulmanyoztuk forditott, normal fazisi és polar-organikus modban. Az alkalmazott
hémérséklet tartomany 276-323 K volt. A hdmérséklet valamint a MeOH koncentrécio
hatdsat négy eluensosszetételnél tanulméanyoztuk: 0,1% vizes trietil-ammonium-acetat
puffer (pH=6,5)/MeOH=80/20, 60/40, 40/60, 20/80 (v/v). A valasztott vegyiiletek a
vizsgalt koriilmények kozott vagy "ikerionos” szerkezetiiek D,L-Trp (17), eritro-, treo-D,L-
B-MeTrp (43, 44), vagy negativ toltéstick N-benziloxikarbonil-D,L-Trp (Z-Trp) (53) és a
N-(3,5-dinitro-2-piridil)-D,L-Trp (DNPyr-Trp) (54) voltak. Pozitiv toltésti volt az (R,S)-1-
[5-kl6r-2-(metilamino)fenil]-1,2,3,4-tetrahidroizokinolin (CMP-Tic) (85) és semleges volt
a (R,S)-5-fenil-tetrahidrofurdn-2-on-butano-4-lakton ("butirolakton”) (98). A vizsgalt Trp
analogok tartalmaznak ionozalhatd csoportokat és egymastol eltérd hidrofobicitasu és
térkitoltésti szubsztituenseket. A Trp savas és bazikus csoportjainak pK értékei: pK;= 2,3
¢s pKo= 9.4. A Trp N-benziloxikarbonil szubsztituense sokkal inkabb amidcsoportként
jellemezhetd, semmint ionizalhatdé aminocsoportként. A DNPyr-Trp szekunder
aminocsoportjanak pK-jat becsléssel lehet megallapitani, nitro- vagy halogén szubsztitualt
anilin felhasznalasaval [202]. Az anilin pK-ja (pK=4,42) csokken az elektronvonz6
nitrocsoport hatdséara, igy a szubsztitualt szdrmazék pK-ja minden bizonnyal kisebb lesz
4,40-n¢l. Az alkalmazott eluensek pH-jan (0,1%TEAA, pH=6,5) tehat a Trp analdgjai
ikerionos szerkezetliek, vagy negativ toltésiiek.

A CMP-Tic-nek két aminocsoportja van. Chatterjee [203] és munkatarsai, valamint
Sipos ¢és munkatarsai [202] alapjdn a tetrahidroizokinolin aminocsoportjanak pK-ja
meghaladja a 10,5-t. Az anilin analoggal valo becslés alapjan a masodik aminocsoport pK
érteke koriilbeliil fele ekkora lehet [204]. Ezen értékeket figyelembe véve a CMP-Tic-nek

a vizsgalati pH-n semleges, vagy pozitiv toltéstinek kell lennie. Ennek bizonyitasara
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megvizsgaltuk a vegyiilet viselkedését elektroforetikus rendszerben. A pH=6,5
foszfatpuffer esetén a CMP-Tic a katod felé mozgott az elektroozmotikus aramlasi
sebesség kétszeresével, a vegyiilet az adott pH-n, tehat pozitiv toltési.

A "butirolakton” nem rendelkezik ionizalhatd csoporttal, igy ez elektromosan semleges
formaban maradt vizsgalataink soran.

A vegyliletek sztereoizomerjeinek retencios faktor (k), elvalasztasi tényezd () és
felbontas (Rg) értékeit valtozo eluensdsszetételnél, azonos hémérsékleten a F/19. Téblazat
tartalmazza 293 K-en. Az F/20. Téblazatban a Trp (17)és a Z-Trp (53) példajan mutatjuk
be a kromatografias paraméterek valtozdsit a hdmérséklet fiiggvényében adott
eluensosszetételeknél. Figyelembevéve az eluensdsszetételtdl és a homérséklettdl valo
fliggés jellegét, a mért adatok alapjdn a kromatografids viselkedés két tipusa

kiilonbdztethetd meg, amit a 34. A-B. abran szemléltetiink.
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Az egyik tipusu viselkedés a 34. A. abran lathato, amelyet a Trp (17) és az eritro- és treo-
B-MeTrp (43, 44) esetén tapasztaltunk. 5% (v/v) MeOH koncentraciotol kiindulva, és a
MeOH mennyiségét névelve az eluensben, K el6szor csokkent, majd nagyobb MecOH
koncentracioknal novekedni kezdett. Minden hdmérsékleten ilyen minimum jellegii
viselkedést figyelhettiink meg. Nagy viztartalmi eluensben a k csokkenése a MeOH
koncentraciot ndvelve arra utal, hogy csokken a hidrofob kolcsonhatas a mintamolekula €s
a kiralis allofazis kozott, ami a hidrofob kolcsonhatds dominans jellegét jelenti. A nagyobb
MeOH koncentracioknal fellépd k novekedés az aminosavak MeOH-ban vald kisebb
oldhatosaganak koszonhetd. A szelektivitasi tényezd («) csekély valtozdst mutat a
mozg6fazis Osszetételt és a homérsékletet valtoztatva. Trp (17) esetén a felbontas 40 ¢€s
60% MeOH tartalomnal a legnagyobb, a 34. A. abran az eritro-p-MeTrp (43) esetén
figyelhetd6 meg a jellemzd Osszetételfliggés. A treo-B-MeTrp (44) esetén a felbontas
minimum jellegli gorbét ir le, a minimum kozel esik a 0,1%TEAA/MeOH=40/60 (v/v)
eluensdsszetételhez. Ebben a tartomanyban a két treo sztereoizomer nem valaszthat6 el.

A homérséklet hatasat vizsgalva (F/20. Tablazat) a Trp (17), az eritro- és treo-B-MeTrp
esetén (43, 44), a kK, a és Rg értékei csokkennek a hémérséklet emelésével. A MeOH
koncentraciot novelve csokken a kiilonbség a legalacsonyabb és a legmagasabb
hémérsékleten mért értekek kozott.

A Z-Trp (53), a DNPyr-Trp (54), a CMP-Tic (85) és a "butirolakton” (98) esetén
hagyomanyos retencids viselkedést figyelhettiink meg (34. B. dbra). A Z-Trp és a DNPyr-
Trp esetén vizben gazdag eluenst és alacsony homérsékletet alkalmazva kiilondsen nagy k
értékeket mértiink. A homérsékletet és a MeOH tartalmat novelve, a méasodjara elualodo
enantiomer esetén, dramaian csokkentek a k értékek. Ez a viselkedés nagyobb
lipofilitdsuknak ¢és MeOH-ban valdé nagyobb oldhatosdguknak tulajdonithatd. A
szelektivitas értéke sokkal nagyobb a tobbi Trp analoghoz képest és csokken, ndvelve a
MeOH tartalmat és a homérsékletet. A felbontas is a szelektivitashoz hasonloan valtozik,
joval nagyobb értékek mérhetéek, mint a Trp (17) és a B-MeTrp (43, 44) diasztereomerek
esetén.

A CMP-Tic (85) esetén mért K értékek nagyobbak a Trp analdogoknal mért értékeknél,
kivéve a legnagyobb MeOH koncentracional kapott értékeket. A mért retencios faktorok
nagyok, kiilonosen kis MeOH koncentracioknal, annak ellenére, hogy nincs negativ toltésti
csoportja a molekulaknak. Ez azt jelenti, hogy nem az elektrosztatikus kdlcsonhatés a
dominans 1épés a CMP-Tic enantiomerek elvéalasztasdban. Az o nem mutatott jelentds

valtozast novelve a MeOH tartalmat, ekdzben azonban a felbontas jelentdsen nott.
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A hémérsékletet novelve a CMP-Tic (85) esetén a K és az a értékek csokkennek,
ugyanakkor nagy viztartalmi eluenst és magas homérsékletet alkalmazva a felbontas
novekedett.

A "butirolakton” (98) nem rendelkezik ionizalhat6 csoporttal, igy az elektromosan
semleges marad. A vizsgalt vegyliletek koziil a "butirolakton” rendelkezik a legkisebb
retencioval. Novelve a MeOH tartalmat és a hémérsékletet az o értékek enyhén
csokkennek. A felbontdsban fellépd enyhe valtozads, féleg a mozgdfizis Osszetétel
valtozasanak kdszonhetd, a hdmérsékletvaltozas a felbontést alig befolyésolja.

A kromatografids paraméterek homérsékletfiiggését polar-organikus modban is mértiik
MeOH:AcOH:TEA=1000:1:1 (v/v/v) eluensosszetételt alkalmazva. A kapott értékeket a
F/21. Tablazatban tiintettiik fel. Ezen mozgofazis alkalmazasa esetén minden vegyiilet
sztereoizomerjeit sikeren valasztottuk el, kivéve a "butirolakton” (98) sztereoizomereket. A
Trp (17), az eritro-, és a treo-B-MeTrp (43, 44) sztereoizomerek minden vizsgalt
hémérsékleten, rovid idén beliil elvaltak. Polar-organikus modban a Trp (17), az eritro- és
a treo-B-MeTrp (43, 44) esetén az alacsonyabb és magasabb hémérsékletekhez tartozo k
értekek kozotti eltérés nem volt nagyobb 30%-nal. A hdmérséklet ndvelése soran kevésbé
csOkkentek a retencids faktor értékei, mint forditott fazis alkalmazasa esetén. A
szelektivitasi tényez0 () csak csekély mértékben valtozott a hdmérseklet valtozasanak
hatasara. A felbontas (Rs) értékei teljesen eltérd modon valtoznak a forditott fazisban
megfigyelthez képest: a felbontas ndovekedett a hdmérséklet emelésével.

A Z-Trp (53) és a DNPyr-Trp (54) sztereoizomerek kdnnyen elvalaszthatok polar-
organikus moddban, alacsonyabb hdémérsékleten nagyobb szelektivitassal. Mivel a
masodikként eludlodd sztereoizomerek retenciés faktorainak értékei alacsonyabb
hémérsékleten nem voltak olyan nagyok, mint az a forditott fazisban megfigyelhetd volt,
arra kovetkeztettiink, hogy ebben az esetben a hémérséklet hatdsa az elvalasztasra
csekélyebb. Az Rs értekek mindkét vegyiilet esetén maximum jellegli hdmérsékletfliggést
mutattak.

A CMP-Tic (85) sztercoizomerek elvalasztasa soran rendkiviil kis k értékeket mértiink,
a szelektivitds mégis igen nagy volt minden vizsgalt homérsékleten. A hdmérsékletet
novelve Rg értékei jelentdsen csokkentek.

Az eritro- és treo-p-MeTrp (43, 44), a DNPyr-Trp (54), a Z-Trp (53) és a
"butirolakton" (98) sztereoizomerek elvéalasztdsa megvalosithatd normal fazisban is,
hexan/etanol=80/20 (v/v) Osszetételli eluens alkalmazasaval. Az F/22. Tablazat adatait

tekintve az eredmények megerdsitették a varakozéasokat, miszerint a polar-organikus mod
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¢s a normal fazisu kromatografidas modszer nagyon hasonld. A [B-MeTrp (43,44)
sztereoizomerek elvalasztasara a hdmérséklet valtozasa csekély hatast gyakorolt. A Kk és o
értekek csak kevéssé csokkentek a homérséklet emelésével. A felbontas értékek (Rs)
hasonldan viselkedtek, mint ahogyan polar-organikus médban tapasztaltuk, a hdmérséklet
emelése soran novekedtek. A Z-Trp (53) és a DNPyr-Trp (54) sztereoizomerek
elvalasztdsa szintén hasonldé normal fazisban, mint polar-organikus modban. Bar alacsony
hémérsékleten viszonylag er0s visszatartassal rendelkeznek, a kis és nagy
hémérsékletekhez tartozo K és « értékek ellenére Rs értékei kicsik, és csekély mértékben
valtoztak a hdmérséklettel.

A "butirolakton” (98) sztereoizomerek részlegesen elvalaszthatok, ha az eluens hexan
tartalmat noveltiik (hexan/etanol= 95/5 (v/v)). A hdémérsékelet csokkenésével nott a

retencid és kismértékben az elvalasztési tényezd €s a felbontds is.

7.2. A termodinamikai paraméterek elemzése forditott fazison

A termodinamikai mennyiségek €s azok valtozasanak ismerete segitséget nyujt a
kromatografids retenci6 mechanizmusdnak tanulmanyozisahoz. A mintavegyiilet
megoszlasa az eluens és az allofazis kozott meghatdrozza a megoszlast jellemzd
egyensulyi alland6 értékét, mely a van’t Hoff egyenlet segitségével kapcsolatba hozhato a
folyamatot kiséré termodinamikai adatokkal. A 35. abran az eritro-B-MeTrp példajan a
van’t Hoff egyenlet abrazolasat mutatjuk be (Ink vs. 1/T). Az "Irodalmi 6sszefoglalo"-ban
ismertetett 0sszefliggés alapjan a 35. dbran lathaté egyenesek meredeksége a folyamatot
kisérd entalpiavaltozast (AH®) adja, mig a tengelymetszet értékébdl a folyamatot kisérd

entropiavaltozasra (AS°) kovetkeztethetiink, ha a ®@ fazisardny ismert.
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1,6
1,4
1,2

a  L-erythro-p-MeTrp

B D-erythro-p-MeTrp

Ink

y=2,2396x-6,6337

0.8 r’=0,9985

0,6
0,4

y=1,4540x-4,4464
0,2 r’=0,9955

0,003 0,0032 0,0034 0,0036
1T (L/K)

35. dbra

A van’t Hoff egyenlet abrazolasa az eritro-B-MeTrp sztercoizomerek elvalasztasanak
hémérsékletfiiggésébdl nyert adatok alapjan
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A 36. A-D. 4bran lathatok az igy kapott AH® és AS° ertékek négy kiilonbozd
eluensosszetétel esetén. A vizsgalt eluensosszetételek: 0,1% TEAA/MeOH=80/20, 60/40,
40/60 és 20/80 (v/v).
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36. A-D. abra

A vizsgalt sztereoizomerek elvalasztasat jellemzé AH® és AS° értékek az eluens MeOH
tartalmanak fiiggvényében forditott fazisu kromatografia esetén

A AH° értékeket a van’t Hoff egyenesek meredekségeibdl szamitottuk, ezek minden
vegyiilet esetén negativnak adodtak (36. A. és B. abra). Ez azt jelzi, hogy a vegytiletek
mozg6fazisbol az allofazisba jutasa az entalpiavaltozds szempontjabol kedvezményezett.
Mindegyik vizsgalt vegyiilet esetén a masodikként eludlodott sztereoizomer entalpia
valtozdsa negativabb, mint az elséként eludlodoé. Eszerint a masodikként eludlodott
sztereoizomerek er6sebben kotddnek az allofazishoz, mint az elséként elualddod

szereoizomerek. A masodikként elualodott sztereoizomer a Trp, az eritro-, treo-f-MeTrp,
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a Z-Trp esetén a D enantiomer [160], mig a DNPyr-Trp, a CMP-Tic, és a "butirolakton”
esetén az eluciods sorrend még nem tisztazott.

A AS°® szamitasahoz sziikséges a fazisarany (®) ismerete [189, 190]. Az oszlop
technikai adatainak figyelembevételével [189] kiszdmitottuk @-t, négy eluensdsszetételnél
0,1% TEAA/MeOH=80/20, 60/40, 40/60 és 20/80 (v/v). A kapott adatok rendre: 0,378;
0,405; 0,462 és 0,519. A AS° értékeket ezen adatokbol és a van’t Hoff egyenesek
tengelymetszeteibdl szamitottuk.

A 36. C. és D. abran lathato entropiavaltozas értékek minden esetben negativak. Az
el8szor eludlodd izomer esetén minden enantiomerparnal a AS® értékek pozitivabbak.
Minden vegyiiletre igaz, hogy a masodikként eludlodd enantiomer megjelenését mindig
negativabb entalpia- ¢és entropiavaltozas kiséri. Egy enantiomerpar minden bizonnyal
azonos moddon szolvatalodik a mozgod fazisban, de az alléfazissal torténd kolcsonhatas
soran kiillonbozé mennyiségii szolvatmolekulat adhat le. Ez a hozzajarulas a AS°-hoz tehat
nem biztos, hogy egyenlé mértékii. Mivel a masodikként elualodott izomerek AS® értékei
negativabbak, ezért mozgasi lehet6ségeik korlatozottabbak az allofazison, vagy a
megkotddés soran kevesebb szolvatmolekulat adnak le.

Az 36. C és D. abran lathatd termodinamikai adatok alapjan megkiilonboztethetd a
vizsgalt vegyiileteknek két alcsoportja. A Trp (17), az eritro- és treo-p-MeTrp (43, 44), a
CMP-Tic (85) és a "butirolakton" (98) ~AH® és —AS° értékei lathatoan kisebbek, a DNPyr-
Trp (54) és a Z-Trp (53) ezen értékeinél. Altalanossagban megallapithato, hogy novelve a
MeOH koncentraciot a —AH® és —AS® értékek csokkennek. A Trp (17) , eritro- és treo-B-
MeTrp (43, 44) sztereoizomerek vizes kozegben ikerionos szerkezetiiek, tehat
elektrosztatikus ~ kolcsonhatast  képesek  kialakitani az  allofazissal.  0,1%
TEAA/MeOH=80/20 (v/v) eluensosszetételtdl indulva és novelve a MeOH koncentraciot, a
k és —AH® értékek csokkennek. Ez magyarazhat6 a hidrofob kolcsonhatdsok csokkenésével
a molekulak és az allotazis kozott, mivel az eluens kevésbé lesz polaris.

Nagy MeOH tartalmu eluensosszetételbdl kiindulva és ndovelve a viz mennyiségét az
eluensben a Z-Trp (53) és DNPyr-Trp (54) sztereoizomerek nagy negativ entalpia- és
entropiavaltozasa tovabb novekszik. Ez a jelenség is a hidrofob kodlcsonhatasra vezethetd
vissza. A nagy —AH° és —AS° értékek a Z-Trp (53) és DNPyr-Trp (54) vegyiiletek
molekulaszerkezetének tulajdonithatok. Mivel ezek a vegyiiletek pH=6,5 esetén negativ
toltéstiek, ezért erds elektrosztatikus koOlcsonhatast alakithatnak ki a pozitiv toltést

allofazissal. A nagy —AH°, —~AS° értékeket magyarazhatjdk még a hidrofob és sztérikus
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kolcsonhatasok, valamint a hidrogénhid-kotések kialakulasanak lehetdségei. A —~AH® és —
AS° mennyiségeknek nagyobb viztartalomnal (80%) bekovetkezé csokkenése azzal
magyarazhat6, hogy a rendszer igyekszik kompenzalni azt a molekularis kolcsonhatast,
amelyet a mintamolekula vizmolekuldk koz¢ valdé beékelddése okoz. Emiatt a
vizmolekuldknak nagyobb foku szervezettsége jon létre a mintamolekula koriil (iceberg
képzddmény) [178]. Viszont a nagyobb MeOH tartalomnal (60-80%) 1étrejovo pozitivabb
entropia valtozds annak tulajdonithatd, hogy a molekulak szolvaticioja MeOH-ban
nagyobb foku rendezettséget eredményez, mint vizben. Kovetkezésképpen a vegyiilet
atkeriilése a MeOH dus eluensbdl az allofazisra pozitivabb entropia valtozast eredményez
feltéve, hogy mindkét eluensosszetétel esetén a minta ugyanakkora szabadsagi fokkal
rendelkezik az 4ll6fazison.

A pH=6,5 esetén a CMP-Tic (85) is és az allofazis is pozitiv toltésl, ezért az
elektrosztatikus kolcsonhatdas nem kedvezményezett. A kromatografids visszatartds ¢és
kiralis felismerés a hidrofob és sztérikus kolcsonhatasoknak tulajdonithatok. A CMP-Tic
(85) sztérikus kolcsOnhatdsa valosziniileg kedvezményezett a két nem plandrisan
elhelyezkedd aromés gylrti miatt. Az elektrosztatikus vonzas kizart a negativ csoport
hianyabol fakaddan, ez nagyobb fokui anyagtranszportot és adszorpciés—deszorpcios
kinetikat eredményez. Emiatt a MeOH tartalom ¢és homérséklet novelés felbontas
novekedést eredményezett.

A semleges "butirolakton” (98) megoszlasa okozza a legcsekélyebb
entalpiavaltozast a vizsgalt vegyiiletek kozil. Ezt a valtozast a MeOH koncentracio
fiiggvényében vizsgalva a Trp (17) , az eritro-, és treo-B-MeTrp (43, 44) analdogokéhoz
hasonlé megallapitasokat tehetiink kivéve, hogy —TAS° kompenzalja —~AH’-t. Emiatt a
MeOH tartalom novelésével k értékei folyamatosan csokkennek. A retenciot és a kiralis
felismerést hidrofob kolcsonhatasok €s az oxigénatomokon keresztiil 1étrejové gyenge
hidrogénhid-kotések segitik.

A A(AH®) és A(AS®) értékeket kiilonbségként kaphatjuk meg egy enantiomerpar
esetén: AH%-AH"}, illetve AS®,-AS°; Ezen kiilonbségek vizsgalatabol kovetkeztethetiink az
enantiomerek retenciés mechanizmusai kozotti eltérésekre. A vizsgalt vegyiiletek A(AH®)
és A(AS®) értékei a F/23. Tablazatban talalhatoak.

Nagy MeOH tartalom esetén a Z-Trp (53), DNPyr-Trp (54) és a CMP-Tic (85) —
A(AH®) és —A(AS°) értékei 2-3-szor nagyobbak a tObbi sztercoizomer esetén mért
értékekhez képest. A Z-Trp (53), DNPyr-Trp (54) és CMP-Tic (85) sztereoizomerek

entropiavaltozasanak negativabb kiilonbségei, az enantiomerek allofazison 1évé eltérd
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mozgasi szabadsagaval magyarazhatok. A DNPyr-Trp-on (54) és a Z-Trp-on (53) talalhato
N-benziloxikarbonil és N-(3,5-dinitro-2-piridil)-szubsztituensek a hidrofob jelleget novelik,
amelyhez hozzdjarul a hidrogénhid-kotés kialakitdsanak fokozottabb képessége és egy
nagyobb sztérikus kolcsonhatas lehetdsége. Ez a nagyobb sztérikus kdlcsonhatds a CMP-
Tic (85) sztereoizomerek esetén fokozottan jelentkezhet.

Hilton és Armstrong [204] szerint egy enantiomer par esetén nagy —~A(AH®) értékeket
okozhat, a hidrogénhid-kotés létrejotte o nagy homérsékletfiiggése miatt. A DNPyr-Trp
(54) és Z-Trp (53) vegyiiletek esetében ez is magyarazhatja a nagy —~A(AH®) értékeket.

A kirdlis elvalasztids hajtoerejét jellemzé —A(AG®) értékeket a MeOH tartalom

fliggvényében abrazolva a sztereoizomerek két alcsoportja jol megkiilonbdztethetd (37.

abra).
0 @ g
L L
S L
=
4
x 2
g~ i
O
2
3 L
4
| | | | | | |
20 40 60 80
MeOH%
37. abra

A(AG®) értékek a MeOH tartalom fliggvényében 323K-en, forditott fazison

Az els6 csoport (Trp, eritro-B-MeTrp, treo-B-MeTrp, "butirolakton”) esetén a
szabadentalpia-valtozasok kiilonbségei, amelyek a kiralis felismerés hajtoerejét jelentik,
kicsik, ezért ennél a csoportndl kisebb enantioszelektivitds érheté el. A masodik
alcsoportban talalhat6 vegyiiletek esetén (Z-Trp, DNPyr-Trp, CMP-Tic) a —A(AG®) értékek
nagyobbak, igy nagyobb « (és R;) értékeket eredményeznek.

A vizsgalt oszlop az altalunk hasznalt pH-tartomanyban (pH=6,5) pozitiv toltést,

mig a kivalasztott vegyiiletek toltése negativ, pozitiv vagy semleges. Korabbi vizsgalatok
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kimutattak [160,161], hogy a risztocetin A aminocsoportja a legvaldsziniibb helye a kiralis
megkotddés inditdsanak, €és az anionos részt tartalmazd vegyiiletek enantioszelektiv
visszatartasanak. Ehhez jarulnak még a hidrogénhid-kotés, a hidrofob és sztérikus
kolesonhatasok. Ezek 1étrejottének barmilyen gatja akadalyozhatja a kiralis felismerést. A
risztocetin A all6fazison a merevebb molekulaszerkezet €és a nagyobb térkitdltés fokozhatja
az enantioszelektivitést.

Az alkalmazott pH-n a Trp (17) és a B-MeTrp (43, 44) sztereoizomerek "ikerionos”
formaban voltak jelen. E vegyiileteknél az elvalasztas f6 irdnyitd erdi az elektrosztatikus, a
hidrofoéb és a sztérikus kolcsonhatasok, valamint a hidrogénhid-kotések voltak. Az N-
benziloxikarbonil és N-(3,5-dinitro-2-piridil)-szubsztituensek a Trp molekulat erdteljesen
hidrofob jelleglivé, merevebb szerkezetiivé és nagyobb méretiivé teszik. A pH=6,5
tartomdnyban ezek a vegyiiletek negativ toltéstieck. Ezen okok miatt a kodlcsonhatasok
jellege megvaltozik, szdma ¢és erdssége megndvekszik, igy nagyobb visszatartdssal
rendelkeznek, mint a Trp (17) és B-MeTrp (43, 44) izomerek.

A CMP-Tic (85) pozitiv toltésii az adott pH-n, valamint két, kiilonb6z6 sikban
elhelyezkedd gytiriivel rendelkezik. Képes hidrogénhid-kotéseket kialakitani, amelyek
nagy —AH® és —AS° értékeket eredményeznek. Lehetséges egyéb kolcsonhatasok 1étrejotte
1s: hidrofob, sztérikus és n-n-kdlcsonhatas.

A "butirolakton” (98) toltéssel nem rendelkezik, igy az enantiomer elvalasztés

hajtoereje a hidrofob és sztérikus kdlesonhatas lehetnek.

7.3. A termodinamikai paraméterek elemzése polar-organikus fazisban

A polér-organikus moédban mért eredményeket felhasznalva ebben az esetben is
kiszamitottuk a megfeleld termodinamikai paramétereket. A kapott eredményeket a F/24.
Tablazatban tiintettiik fel. A szdmitott entalpia értékek minden esetben negativnak adodtak,
ez jelzi, hogy a minta mozgobol az allofazisba vald kerililése az entalpiavaltozas
szempontjabol kedvezményezett. Az entropiavaltozasok, AS°, kozott talalhatoak negativ és
pozitiv értékek is. A pozitiv entropiavaltozds onnan adodhat, hogy az adszorbedlodd
mintamolekulak nagy szdmu eluensmolekulat szoritanak ki az allofazisbol, ami pozitiv
hozzéjarulast okoz. Jellemzd az Osszes mintavegyiiletre, hogy AH® és AS° értékei
pozitivabbak, mint a forditott fazisban mért értékek. Polar-organikus moédban minden
vegyiilet entalpiavaltozas értéke negativ. Pozitiv entropiavaltozas értékeket a B-MeTrp (43,

44) enantiomerjei esetén figyeltiink meg. Mivel itt a AH® és AS® értékek kompenzaljak
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egymast, igy a AG® értékek hasonld nagysagrendbe esnek, mint forditott fazisban. Ennek
eredménye a kdzel hasonl6 retencios viselkedés a két fazisban.

A AH° és AS° értékek a Z-Trp (53), a DNPyr-Trp (54) és a CMP-Tic (85) esetén
negativabbak voltak, mint a Trp (17), az eritro- és treo-B-MeTrp (43, 44) esetén mért
értékek, de kevésbé negativak, mint a forditott fazisban kapottak. E jelenség lehetséges
magyarazata lehet, a DNPyr-Trp (54) ¢és a Z-Trp (53) sztereoizomerekre vonatkozodan,
hogy polar-organikus modban a hidrofob kodlcsonhatasok elhanyagolhatéak, mig forditott
fazisban ezek az uralkoddak. A CMP-Tic forditott fazisban pozitiv toltésti volt, igy a
retenciot a hidrogénhid-kotés, a hidrofob és a sztérikus kolesonhatasok segithették. Polar-
organikus mddban a hidrogén-hid kotés, a dipol-dipol, a sztérikus €s a n-n kdlcsonhatasok
a domindnsak.

A A(AH®) és A(AS®) értékek negativabbnak adodtak a DNPyr-Trp (54), Z-Trp (53),
CMP-Tic (85) szterecoizomerek esetén, mint a Trp (17), az eritro- és treo-B-MeTrp (43, 44)
sztereoizomerek esetén. Ennek valdszinti oka, hogy a Z-Trp (53), DNPyr-Trp (54) és
CMP-Tic (85) poléar-organikus moédban  képesek jarulékos m-m  kdlcsonhatasok
kialakitasara, ami eldsegiti a kiralis felismerést.

Az N-védett Trp analogok és a CMP-Tic termodinamikai paraméterei koziil a A(AG®)
nagy negativ értékek. A CMP-Tic (85) enantiomerek szelektivitdsa polar-organikus
fazisban kiilonosen nagynak adddott (a>10) minden hémérsékleten.

Polar-organikus mddban 4ltalaban a felbontas novekedését tapasztaltuk a hdmérséklet
novelése soran, kivéve a CMP-Tic-et (85). Ennek valdszinii oka, hogy a nem iranyitott,
erds elektrosztatikus kdlesonhatas hidnya polar-organikus modban kedvezobb adszorpcios-
deszorpcids kinetikat €s anyagtranszportot eredményez emiatt, a csucsok keskenyé valnak,

a felbontas no.

7.4. A termodinamikai paraméterek elemzése normal fazisban

A szamitott termidinamikai paraméterek a F/25. Téblazatban lathatéak. A normal
fazisban létrejové fObb kolcsonhatadsok megegyeznek a poléar-organikus modban
1étrejovikkel. Ezek a hidrogénhid-kotés, a n-mt, a dipol-dipdl és a sztérikus kolesonhatasok.

A sztereoizomerek negativ entalpia- és entropiavaltozassal rendelkeznek. Enantiomer
paronként az erdsebb visszatartassal rendelkezd sztereoizomerre negativabb AH® értékek
adodtak, jelezve az erésebb kolcsonhatast az allofazissal. A nagyobb retencidval

rendelkezO enantiomer erdsebb adduktumot alkothat az allofazissal annak koszonhetoen,
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hogy t6bb ponton hoz létre kdlcsonhatast a kiralis felszinen. Ez magyardzhatja a negativ
AS° értékeket is.

A B-MeTrp (43, 44) sztereoizomerek esetén a —AH® értékek egy kissé nagyobbak, mint
polar-organikus fazisban, mig a AS® értékek negativnak adédtak normal fazisban,. A Z-Trp
(53) és a DNPyr-Trp (54) vizsgélata soran a AH® értékekre normal és poléar-organikus
fazisban hasonl6 eredményeket kaptunk, mig a AS® értékek pozitivabbnak adodtak normal
fazisban. Ebben a két kromatografias rendszerben a AG® értékek, kovetkezésképpen a
retencids faktorok sem kiilonboztek jelentdsen.

A sztereoizomer és az allofazis kozott létrejovo enantioszelektiv kolcsonhatasok
mértékére a A(AG®) értékek utalnak. Mindkét kromatografias modban a 3-MeTrp (43, 44)
sztereoizomerek esetén a A(AG®) ¢€s a szelektivitas értékek is hasonldak voltak. A Z-Trp
(53) és a DNPyr-Trp (54) esetén a A(AG®) értékek normal fazisi kromatografids modban
pozitivabbnak adodtak, ez pedig kisebb szelektivitdst és gyengébb felbontast
eredményezett normal fazisban.

A "butirolakton” (98), amely forditott fazisban a legkisebb -AH® és -AS°® értékeket adta,
viszonylag nagy -AH® és -AS° értékeket eredményezett normal fazisban. Normal fazisban
az enantiomer elvalasztas egyik hajtéereje lehet a m-m kolcsonhatas mellett az erdsen
hémérsékletfiiggd hidrogénhid-kotés. A hexan/etanol =20/80 (v/v) Osszetételii eluens a
"butirolaktont” nem tartotta vissza, egyediil hexan/etanol=95/5 (v/v) eluens Osszetételnél
figyelhettiink meg visszatartast és részleges elvalast. Novelve az eluensben az etanol
koncentraciot, csokkent a retencid. Ez bizonyara az all6fazis és az etanolmolekulak kozti
hidrogénhid-kotés 1étrejottének kdszonhetd, amely kompetitiven gyengiti a minta és az
allofazis kozti hidrogénhid-kotést. Nagy hexan tartalom esetén az etanol molekuldk és az
allofazis kozti kolcsonhatds gyengébb. A két enantiomer allofazissal kialakitott
hidrogénkotései hasonld erdsségliek, ezért a A(AH®) és A(AS®) értékek kozel nullanak

adodtak, és ebbol kovetkeznek a kisebb szelektivitas és felbontas értékek.

7.5. Entalpia-entropia kompenzacio

A fizikai-kémiai adatok termodinamikai vizsgalatanak egyik lehetséges tutja az
entalpia-entropia kompenzacio [205]. Az entalpia-entropia kompenzaciot a forditott fazist
kromatografidban Horvath [206] a hidrofob kolcsonhatas, Koppenhoefer és Bayer [207] a

gazkromatografidban az enantioszelektiv retencidé mechanizmusanak tanulméanyozéasara
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alkalmazta. A kiilonb6zé szerzok mdas-mas formulat javasoltak a kompenzaciod
kifejezésére. Matematikailag az entalpia-entropia kompenzaci6 kifejezheté a kovetkezd
Osszefliggésekkel:

B=AH°/AS°® [208] vagy AH°=BAS°+AGg° [209, 210], ahol a P a kompenzicios
homérséklet, AGg® a fizikai-kémiai kolcsonhatds szabadentalpia-valtozdsa a J3
kompenzaciés hdmérsékleten (B és AG° konstansok). Valamilyen kémiai atalakulasban
(vagy példaul a kromatografids visszatartas folyaman) az entalpia-entropia kompenzacio az
anyagok egy csoportjara ha megfigyelhetd, akkor minden komponens azonos, AGg°
szabadentalpidval rendelkezik a [ kompenzaciés hdmérsékleten. Vagyis, ha a
kromatografidban entalpia-entropia kompenzacié figyelhetd meg a komponensek egy
csoportjara, ezek a komponensek ugyanazon retencioval rendelkeznek a 3 kompenzacios
hémérsékleten, de a hdmérsékletfiiggésiik kiilonb6zd lehet. A kompenzaciés homérséklet
hasonlosaga arra utal, hogy a molekuldk hasonlé mechanizmus szerint valasztédnak el az
oszlopon. Ezért a kompenzéicidé tanulmanyozasa hasznos eszk6z a mechanizmus
kutatasaban, azonban az eredményeket oOvatosan kell kezelni az entalpiavaltozas
meghatarozasanak bizonytalansdga miatt [209, 210].

A mérési eredményeinket négy kiillonbozd eluensodsszetételre a 24. A-D. dbra
szemlélteti. Az egyes molekulacsoportokon beliil, az L, D enantiomerek kompenzacids
hémérsékleti adatai jo egyezést mutattak, ami arra utal, hogy az enantiomerek elvalasztasa
a szelektoron, forditott fazisu kromatografia esetén hasonl6 mechanizmus szerint torténik.
Az é4brarol jol lathato, hogy a DNPyr-Trp €s a Z-Trp azonos mechanizmus szerint kétédik
a szelektorhoz ¢s az kiilonbozik a tobbi vizsgalt vegyiilet sztereoizomerjeinek kdtddési
mechanizmusatol. A mozgdfazis 0sszetételének valtozasa valdsziniileg befolyasolja ezt a

mechanizmust.
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60/40, C: 0,1%TEAA/MeOH=40/60, D:

7.6. Osszefoglalé a retencio valészinlii mechanizmusarol a risztocetin A antibiotikum alapu

allofazison

A vizsgalt allofazis az altalunk hasznalt pH-tartomanyban (pH=6,5) pozitiv toltésii, mig a
kivalasztott vegyiiletek toltése negativ, pozitiv vagy semleges. Korabbi vizsgalatok kimutattdk
[160,161], hogy a risztocetin A aminocsoportja a legvaldszinlibb helye a kirdlis megktodés
inditasanak, és az anionos részt tartalmaz6 vegyiiletek enantioszelektiv visszatartasanak. Ehhez
jarulnak még a hidrogénhid-kotés, a hidrofob és a sztérikus kolesonhatasok. Ezek 1étrejottének
barmilyen gétja akadalyozhatja a kirdlis felismerést. A risztocetin A all6fazison a merevebb

molekulaszerkezet és a nagyobb térkitoltés fokozhatja az enantioszelektivitast.



Forditott fazisban az alkalmazott pH-n a Trp (17) és a f-MeTrp (43, 44) sztereoizomerek
ikerionos formaban voltak jelen. Ezen vegyiileteknél az elvéalasztas f& irdnyitd erdi az
elektrosztatikus, a hidrofob és a sztérikus kolcsonhatasok, valamint a hidrogénhid-kotések
voltak. Az N-benziloxikarbonil és az N-(3,5-dinitro-2-piridil) szubsztituensek a Trp molekulat
erbteljesebben hidrofob jelleglivé, merevebb szerkezetlivé és nagyobb méretiivé teszik, pH=6,5
esetén ezek a vegyiiletek negativ toltéstick. A lehetséges kolcsonhatasok szama, jellege és
eréssége megnovekszik, igy nagyobb retenciéval rendelkeznek, mint a Trp és B-MeTrp
sztereoizomerek.

Polar-organikus ¢és normdal fazisban minden Trp analdég esetén a hidroféb és az
elektrosztatikus kdlcsonhatas hianya kisebb retenciot, gyengébb elvalasztast valamint kisebb -
AHP° és -AS° értékeket eredményezett.

A CMP-Tic pozitiv toltésti az adott pH-n, valamint két, kiilonb6z6 sikban elhelyezkedd
gytriivel rendelkezik. Képes hidrogénhid-kotéseket kialakitani, amelyek nagy -AH® és -AS°
értékeket eredményeztek forditott fazisban és polar-organikus moddban. Lehetséges egyéb
kolesonhatasok 1étrejétte is: hidrofob, sztérikus, m-m kdlcsonhatés.

A "butirolakton” toltéssel nem rendelkezik, igy csak hidrofob és egyéb masodlagos
kolcsonhatasok kialakitasara képes. Forditott fazisban a termodinamikai adatok alapjan a
hidrofob és sztérikus kdlcsonhatasok itélhetdek fontosnak, mig normal fazisban az erésebben

hémérsékletfiiggd hidrogénhid-kotés €s n-r kdlcsonhatés lehet az elvalasztas hajtoereje.
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8. Osszefoglalas

Az €16 szervezet €pitéelemei kiralisak pl: proteinek, szénhidratok, a DNS. A mesterséges
eredetll gyogyszerek ¢és novényvéddszerek, amelyekkel szemben manapsdg alapvetd
kovetelmény, hogy kiralisan tiszta formaban keriiljenek kereskedelmi forgalomba. Igy
sziikséges az egyes enantiomerek azonositasara és mennyiségi meghatarozasara analitikai
modszerek kidolgozasa. Az enantiomerek elvalasztasa nemcsak az orvostudomanyban és a
gyogyszerkutatdsban, hanem a kirdlis szintézisek teriiletén, a biologidban €s a biokémidban is
fontosak.

A peptidek a receptorokkal vald kolcsonhatas soran meghatarozott, rogzitett formaban
vannak jelen. Ezen konformaciés gatak szerkezete csak részben ismert. Megismerésiik egyik
lehetséges modja a helyi konformacids gatak beépitése az aminosavakba. Ezen aminosav
enantiomerek kromatografias elvalasztdsa nehezen megoldhato feladat.

Az (S)-N-(4-nitrofenoxikarbonil)fenilalanin-metoxietil észter [(S)-NIFE] alkalmazaséaval
kozvetett kiralis kromatografids modszert dolgoztunk ki fehérjealkotdé és nemfehérje alkoto
aminosav sztereoizomerek elvalasztasara.

Munkénk soran kidolgoztuk és optimalizaltuk a szarmazékképzési reakcio €s az elvélasztas
koriilményeit a vizsgalt vegyiiletek - Gly, Ala, Phe, Pro analég sztereoizomerek, [3-
Me(alkil)Trp sztereoizomerek, tetrahidroizokinolin vazas karbonsav ¢és pipekolinsav
sztereoizomerek -  (S)-N-(4-nitrofenoxikarbonil)fenilalanin-metoxietil ~ észterrel képzett
diasztereomer termékeire.

Sikeresen megoldottuk sztérikusan erdsen gatolt vegyiiletek (a-Me-Tic, a-alkilprolinok, -
Me(alkil)-aminosavak) szarmazékképzését ¢és a keletkezett diasztereomer termékek
elvalasztasat.

Megallapitottuk, hogy az (S)-NIFE-aminosav szarmazékok elnyelési maximuma 205 nm-en
van, amelyen a kimutatasi hatar 3/1 jelzaj viszony mellett 20 pmol-nak adddott.

Ramutattunk, hogy a szarmazékképzési reakcid hozama fiigg a reakcididotol, pH-tol és a
reagens/aminosav molaranytol.

HPLC-MS modszerrel kimutattuk, hogy a szarmazékképzési reakciot melléktermékek (4-
nitrofenol, fenilalanin-metoxietil-észter (Phe-észter), N,N-bisz-(3-fenolpropionsav-metoxietil-
észter-2-il ("szimmetrikus karbamid”) keletkezése kiséri. Ezzel a modszerrel igazoltuk azt is,
hogy a szarmazékképzO reagens nemcsak az aminosav primer aminocsoportjaval, hanem az

"imino"-csoporttal ¢s fenolos hidroxilcsoporttal is reakcioba 1ép. (S)-NIFE nem Iép reakcioba
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az alkoholos hidroxilcsoportal. A képzodott mono- és bisz- szarmazékokat sikeresen
elvalasztottuk.

Az a-alkilprolinok esetén az alkalmazott reagensfelesleget glicin hozzdadasaval sikeresen
eltavolitottuk.

Egy futtatdsban megoldottuk a fehérjealkotdé aminosav enantiomerek elvélasztasat: Kivéve:
Glu, Thr, Gln, Asn.

Eltcids sorrend: (S)<(R)

Kivételek: természetes aminosavak: Arg, His, Asn, Gln, Cys, Pro analogok: allil-, benzil-,
naftil-szubsztitualt analogok a Cahn-Ingold-Prelog szabaly alapjan.

B-alkil aminosavak esetén (2S,3S) < (2R,3R) az elacidos sorrend, amelyet a
karboxilcsoporthoz tartozo szénatom hataroz meg.

A kozvetett és kozvetlen kromatografids modszerek dsszehasonlitasat végeztiik el Pro, Gly,
Ala, Phe és B-alkil-Trp sztereoizomerek elvalasztdsara. Megallapitottuk, hogy:

o Pro analog sztereoizomerek elvalasztasaban az (S)-NIFE a leghatékonyabb,

a a Gly analdgok estében mind a kozvetett mind a kozvetlen moédszerek jol

alklamazhatok,

o Ala, Phe analdgok elvalasztisara az antibiotikum alapti kolonndk mellett a
szarmazékképzo reagensek koziil az (S)-NIFE, GITC, FDAA is alkalmasak,

o A B-alkil-Trp sztereoizomerek csak kozvetlen modszerekkel (S)-NIFE, GITC,
FDAA valaszthatok el. A kiralis szarmazékképzok koziil a leghatékonyabb az (S)-
NIFE.

Az (S)-NIFE szarmazékképzo reagenst a Fluka 2002-ben kereskedelmi forgalomba hozta.

Makrociklusos antibiotokum alapu kirdlis kolonndk kromatografias viselkedésének
Osszehasonlitdsa sordn a teicoplanin és a teicoplanin aglikon alapu kiralis 4allofazisok
elvalasztasat jellemzd standard szabadentalpia-valtozas kiilonbségek vizsgalataval kivantunk
kovetkeztetni az oszlopok elvalasztoképességére.

Megallapitottuk, hogy a B-aminosav enantiomerek retencidos faktorai a metanol tartalom
fliggvényében a forditott fazisti kromatografianak megfeleld6 modon véltoznak a Chirobiotic T
¢s TAG oszlopokon.

Az "iminosav” enantiomerek retenciés faktorai a metanol tartalom fliggvényében a
Chirobiotic T és TAG oszlopokon eltéréen viselkednek. A Chirobiotic T oszlopon U-alakt
gorbe szerint, mig a Chirobiotic TAG oszlopndl maximum gorbe szerint valtoznak az

enantiomerek retencios faktorai a MeOH tartalom novekedésével.
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Primer és szekunder a-aminosavak esetén nem sziikségesek a cukorrészek altal biztositott
kiralis centrumok és funkcids csoportok jelenléte a sikeres kiralis elvalasztashoz.

B-aminosavak esetében a cukorrészek és az apolaris oldallanc jelenléte hozzéjarult a kiralis
felismeréshez.

Hoémérséklet hatasa a kiralis kromatografiara cimii fejezetben a Trp, eritro-, treo--MeTrp,
N-benziloxikarbonil-triptofan (Z-Trp), N-(3,5-dinitro-2-piridil)-triptofan (DNPyr-Trp), 1-[5-
kloér-2-(metilamino)fenil]-1,2,3,4-tetrahidroizokinolin (CMP-Tic), 5-fenil-tetrahidrofuran-2-on-
butano-4-lakton ("butirolakton”) a sztereoizomerek elvalasztdsdnak homérsékletfiiggését
tanulmanyoztuk. Ezzel az, volt a célunk, hogy kovetkeztetéseket vonjunk le a kdlcsonhatas
jellegére, ami létrejon a kiilonbozd tipusia modellvegyliletek és a risztocetin A molekula
(Chirobiotic R oszlop kiralis szelektora) kozott.

Megallapitottuk, hogy forditott fazisi moddban az "ikerionos” ¢és a negativ toltésii
vegyliletek kolcsonhatdsa kedvezdbb az allofazissal, mert az elektrosztatikus kdlcsonhatas
kialakitasara alkalmas funkcios csoporttal rendelkeznek.

A térszerkezet merevitése és a funkcios csoportok altal kialakitott kolcsonhatasok
eldsegitették a kiralis felismerést.

A kiralis felismeréshez nem sziikséges az elsddleges kolcsonhatas kialakitasara képes
csoport jelenléte. Az erds masodlagos kolesonhatasok eldsegitik a kiralis elvalasztast.

Normal és polar-organikus moédban mas jellegli kdlcsonhatasok a meghatarozdak a kiralis
elvalasztas soran (H-hid, n-n- és sztérikus kolcsonhatas).

Az entalpia-entrépia kompenzacid vizsgalataval arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
Chirobiotic R oszlopon az egyes enantiomerek elvalasztasi mechanizmusa hasonlo.

Az entalpia-entrdpia kompenzacidbol 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 kdlcsonhatas jellege hasonlo.
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10. Summary

Optically active compounds are a very important part of our everyday life, for example
vitamins, aroma compounds, drugs and plant-protecting agents. The building materials of the
human organism too are chiral, including the proteins, carbohydrates, hormones and DNA.
Determination of the biologically active conformations of peptide hormones is an important
goal in modern biology, since most peptide hormones are highly flexible molecules with
numerous possible conformations under physiological conditions of conformational constraints.
When the side-chain functional groups of natural amino acids are incorporated into peptides,
such stereochemically and/or enantiomerically impure components furnish mixtures of
compounds with different biological properties. It is therefore very important to have available
enantiomerically pure and defined substances and analytical methods for the separation and
identification of the different stereoisomers.

Successful high-performance liquid chromatographic (HPLC) methods for the resolution
of amino acids include indirect and direct methods.

The aim of the present work was to develop new indirect chiral chromatographic methods
for the separation of the stereoisomers of natural and unnatural amino acid analogues. (S)-N-(4-
nitrophenoxycarbonyl)phenylalanine methoxyethyl ester was applied for the separation of the
stereoisomers of glycine, proline, alanine, phenylalanine, -alkyl-substituted amino acids and
"imino” acids. The effects of different parameters on the derivatizing reaction were studied,
such as the reaction time, the pH, molar ratio of the chiral derivatizing agent to the amino acid.

Another aim of the present work was to examine the mechanism of separation of
macrocyclic antibiotic-type stationary phases: Chirobiotic T, Chirobiotic Tag and Chirobiotic
R. The effects of temperature on chromatographic separations were investigated for Chirobiotic
R. A comparison of the enantioselective free energy difference of Chirobiotic T and Chirobiotic
Tag was used to establish the separation capabilities of the two columns.

The separation of stereoisomers of natural and unnnatural amino acids was carried out with
an indirect chiral chromatographic method. (S)-N-(4-nitrophenoxycarbonyl)phenylalanine
methoxyethyl ester (S)-NIFE was used for the measurements.

The stereoisomers of several types of unnatural amino acid analogues, such as Gly, Ala,
Pro, B-substituted-Phe, Tic, Tyr, Trp, pipecolic acid and tetrahydroisoquinoline analogues, were

separated successfully with (S)-NIFE.
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It was proved that the yields of derivatization depend on the reaction time, the pH, and the
ratio of amino acid to the derivatizing agent. The optimum conditions were found for different
types of amino acids.

The side-products were identified by means of HPLC-MS: phenylalanine methoxyethyl
ester (Phe ester), and N,N “bis(3-phenylpropionic acid-methoxyethyl ester2-yl)urea ("urea
dimer”).

Not only the was "imino” group derivatized, but the hydroxy group coupled to the aromatic
ring. The mono and bis products were identified by HPLC-MS and were separated.

The limit of detection for (S)-Phe at 205 nm at a signal to noise ratio of 2:1 was found to be
about 20 pmol.

The stereoisomers of strongly sterically-hindered compounds (a-MeTic, a-substituted-Pro
and B-alkyl-substituted amino acids) were reacted with the chiral derivatizing agent and the (S)-
NIFE derivatives were separated by HPLC.

Slight differences in selectivity were observed between the investigated organic modifiers.
In general, a higher resolution was achieved with smaller retention factors (K) with MeOH as
organic modifier than with MeCN, but this advantage was sometimes counter-balanced by co-
elution of one of the diastereomers with "urea dimer”. This problem could easily be solved by a
change of the gradient or the content of MeOH.

The retention of the diastereomer product with (S)-NIFE increased increase of the
hydrophobicity.

The enantiomers of natural amino acids were separated in one chromatographic run.
Exceptions were Glu, Thr, Gln, Asn.

A change in the sequence of elution of the stereoisomers of B-alkyl-substituted-Trp, Phe,
Tic and Tyr was observed on change of the stationary phase on the use of different organic
modifiers.

The elution sequence was determined to be (S)<(R). Exceptions were the natural amino
acids: Arg, Hys, Asn, Gln, Cys and allyl, benzyl and naphthyl-substituted proline analogues
(Cahn-Ingold-Prelog rule).

As concerns sequence of elution of the stereoisomers of B-alkyl amino acids, the erythro
(2S, 3S) and threo (2S, 3R) isomers always eluted first. The carbon atom connected to the
carboxylic group has an effect on the sequence of elution.

The direct and indirect methods were compared as regards the separation of the

stereoisomers of Pro, Gly, Ala, Phe and B-alkyl-Trp analogues. It was proved that (S)-NIFE is
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the most efficient for separation of the stereoisomers of Pro analogues. The direct and indirect
chiral chromatographic methods are successful for analysis of the stereoisomers of Gly. The
macrocyclic antibiotic-type stationary phases and chiral derivatizing agents (S)-NIFE, GITC
and FDAA are suitable for the separation of the stereoisomers of Ala and Phe analogues. The
stereoisomers of B-alkyl-substituted Trp were separated only with the indirect methods ((S)-
NIFE, GITC and FDAA). (S)-NIFE is the most efficient of the derivatizing agents.

Fluka began marketing (S)-NIFE in 2002.

Two macrocyclic antibiotic-type chiral stationary phases (CSPs), based on native
teicoplanin and teicoplanin aglycone, Chirobiotic T and Chirobiotic TAG, respectively, were
used for the HPLC separation of the enantiomers of sixteen unnatural primary o-amino acids,
Gly, Ala, and Phe analogues, ten secondary a-amino acids ("imino acids”) and eleven B-3-
homo-amino acids. The enantioselective free energy difference was calculated from the
separation factor. The separation efficiencies of the two columns were established in systematic
investigations and compared on the basis of the determination of the enantioselective free
energy difference for the two columns.

For the enantiomers of B-amino acids, there was a decrease in the retention factor with
increasing MeOH content on Chirobiotic T and Chirobiotic Tag phases, i.e. typical reverse-
phase behaviour was observed.

For the "imino” acids, when the MeOH content of the mobile phase was increased, a U-
shaped curve was observed on the Chirobiotic T column, while the Chirobiotic Tag column
exhibited exceptional behaviour: after an increase, the retention factor decreased with
increasing MeOH content.

The enantiorecognition of primary and secondary o-amino acids is successful without the
chiral centres of the carbohydrate units and the functional groups.

The carbohydrate units and apolar side-chain contributed to the chiral recognition of the
stereoisomers of B-amino acids, which was a condition of successful separation. The probable
cause of this is that the chiral carbon atom is one carbon atom farther from the carboxyl group
than in the amino acids.

The aim of our measurements was to investigate the effects of the temperature and the
mobile phase composition on enantioselective separations with a ristocetin A-containing CSP,
the Chirobiotic R column. The chromatographic separations were carried out in all three
chromatographic modes, i.e. the RP, PO and NP modes. The investigated model compounds

were in the zwitterionic form, or negatively or positively charged, or neutral. In order to
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calculate the thermodynamic parameters and to acquire information of value for an
understanding of enantiomeric retention, selectivity and the mechanism on this CSP, van't Hoff
plots were constructed. A plot of Ink versus 1/T has a slope of -AH°/R and an intercept of
AS°/R+In® if AH® is invariant with temperature. This proved a convenient way of calculating
the thermodynamic constants AH® and AS° for a chromatographic system if the phase ratio is
known or can be calculated. The corresponding A(AH®) and A(AS®) values can be estimated
from the selevtivity factor (o), which is related to the difference in Gibbs free energy of
association A(AG®) for an enantiomeric pair. A further thermodynamic approach to the analysis
of physicochemical data is enthalpy - entropy compensation. The enthalpy -entropy
compensation method was used to study the separation mechanisms in RP-HPLC.

The retention factors of the stereoisomers of Trp, erythro and threo-p-MeTrp exhibited a on
U-shaped curve on Chirobiotic R column when the MeOH content of the mobile phase was
increased. This became more marked with increase of the temperature.

We found that the retention factors of the stereoisomers of Z-Trp, DNPyr-Trp, CMP-Tic,
"butyrolactone” typical reserved-phases behavior observed on Chirobiotic R column.

The difference in Gibbs free energy, -A(AG®), versus the MeOH concentration in the mobile
phase shows the existence of two subgroups of solutes: Trp, erythro- and threo-p-MeTrp and
"butyrolactone” had smaller -A(AG®) values, while DNPyr-Trp, Z-Trp and CMP-Tic had larger
-A(AG®) values. The Gibbs free energy difference, which drives chiral recognition, was small
for the first subgroup and resulted in poorer enantioselectivity, while the second subgroup with
higher -A(AG®) resulted in very high a factors.

The interactions of analytes in the zwitterionic form or anionic form with ristocetin A
(Chirobiotic R) are more favourable in reverse-phase mode, because of the charge-charge
interaction between the carboxyl group of the investigated compounds and the primary amino
group of ristocetin A.

The secondary interactions are important for chiral recognition in normal and polar-organic
mode, e.g. steric, m-m, hydrogen bonding and dipolar interactions.

The bulk and rigidity of the molecule can influence the interactions necessary for chiral
recognition. In most cases, increases in rigidity and bulk improve the enantioselectivity on the
ristocetin A CSP.

Chiral recognition does not require that the compound has functional groups for primary

interaction. Strong secondary interactions promote the chiral recognition.
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The enthalpy vs. entropy compensation data (plots) for the L and D enantiomers are not
significantly different from one another. This indicates that the two enantiomers are retained
via similar retention mechanisms.

It can be seen from the enthalpy Vs. entropy compensation data that the analytes in the study
can be divided into two subgroups: the stereoisomers of Trp, B-MeTrp, CMP-Tic and
"butyrolactone” belong in one group, and those of the more bulky and more hydrophibic Z-Trp
and DNPyr-Trp belong in the other group. The interactions of the investigated compounds with

CSP are similar in one subgroup.
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11. Koszonetnyilvanitas

Koszonetet szeretnék mondani Prof. Dr. Kiss Tamas tanszékvezetd egyetemi tandrnak,
hogy a tanszéken készithettem Ph.D. értekezésemet.

Koszonetemet fejezem ki Dr. Péter Antal egyetemi docensnek a munkdm szakmai
iranyitasaért és a dolgozat megirasaban nytjtott segitségéért.

Koszonet illeti kutatdcsoportunk volt és jelenlegi munkatarsait: Dr. Torok Gabriellat,
Ordogné Olajos Editet, Arki Anitat és Torok Roland Sandort.

Kiilon koOszonettel tartozom Halasiné Varga Ilondnak, hogy kellemes légkorben
végezhettem a kisérleti munkamat.

Tisztelettel koszondom meg Prof. Dr. Dirk Tourwének kutatocsoportunk anyagi timogatasat.
Halas koszonetemet szeretném kifejezni Prof Dr. Daniel W. Armstrongnak, hogy
rendelkezésiinkre bocsatott kiillonbozd kiralis allofazisokat.

Koszonetet szeretnék mondani a  Solvay-Peptisyntha munkatarsainak, akikkel
kooperacioban végeztiik az (S)-NIFE szarmazékképzod reagens fejlesztését.

Halas koszonettel tartozom mindazoknak a magyar és kiilfoldi partnereinknek, akik a
kutatasaink soran alkalmazott aminosavakat szinetizaltak: Dr. Toth Géza, Dr. Gera Lajos, Dr.
Séapi Janos, Prof. Dr. Fiilop Ferenc, J. Van Betstbrugge.

Szeretném koszonetemet kifejezni a Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék minden
dolgozdjanak.

Orokds halaval tartozom csaladomnak és férjemnek, hogy tanulmanyaim soran mindig
mellettem alltak. Szeretetiikkel biztositottdk szamomra azt a nyugodt hatteret, amelyben

végezhettem a munkamat.
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Fuggeléek



F/1. Tablazat

Vizsgalt vegyiiletek szerkezeti képlete, szdmozasa és roviditése vegyiiletcsoportonként

Fehérjealkoté aminosavak

AN NH
\
? CONH, COOH
|
NH CH, CH,
CH; | I |
| (‘:Hz HzN*(‘jH H,N—CH
H,N—CH
N=¢ CH, COOH COOH
COOH \
cr
HN-—CH
COOH
1 Ala 2 Arg 3 Asn 4 Asp
COOH CONT NH
CH,SH CHy CHy \ 1
HN—CH Gt CHy HyC
COOH HN—CH HN—CH H,N—CH
COOH COOH COOH
5 Cys 6 Glu 7 Gin 8 His
HC CoHs HiC_ CH; CTENTE, (‘ZHZSCH3
CH ™ CHy CH,
[ CH, on ‘
FoN=Gh HN—CH Ny N
N— CH
COOH é oo “H COOH
H,N—CH
COOH
9 lle 10 Leu 11 Lys 12 Met
J\ CH,OH CH;
|
NH “COOH HzN*C‘H ‘CHOH
CHy COOH H,N—CH
HN—CH COOH
COOH
13 Phe 14 Pro 15 Ser 16 Thr
OH
NH
COOH HC CHs
CH
_CHNH, |
CH, H2N—$H
CH2 COOH
(I:HNH2
COOH
17 Trp 18 Tyr 19 Val
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Gly, Ala és Phe analogok

H,N—CH—COOH

s

H,N—CH—COOH

H,N—CH—COOH

S A

H,N—CH—COOH

20 PhGly 21 (4-OHPh)Gly 22 Igl 23 Thg
H:C—C=CH,
- I 99
H,N-CH-COOH CH;
CH, H2N—(IZH—COOH
HZN—éH—COOH
24 Mag 25 1-Nal 26 2-Nal
F F
F F
F
?Hz (|jH2 F F
H,N—CH—COOH

H,N—CH—COOH

CH,
H,N —(LH—COOH

CH,
H,N —(LH—COOH

|
H;N—CH—COOH

|
H,N—CH—COOH

27 Phe 28 2-FPhe 29 4-FPhe 30 FSF
CH; CH;
CHj H;C CHj;
CH, CHs CH,
?Hz (lin

H,N—CH—COOH

H,N—CH—COOH

31 2-MePhe

32 4-MePhe

33 2,4-diMePhe

34 2,6-diMePhe

CH,

H;C CH,

G
H,N—CH—COOH

OCH;

CH,
HZN—éH—COOH

CH,
COOH
NH,

COOH
CH
QA\{Hz

35 2,4,6-triMePhe

36 4-OMePhe

37 eritro-B-MePhe

38 treo-B-MePhe
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B-alkil-aminosavak

(2S,3S), L-eritro

(2S,3R), L-treo

(2R,3S), D-treo

37 eritro

38 treo-

B-MePhe

HO

CH;

OH

(2S,3S), L-eritro

(2R,3R), D-eritro

(2S,3R), L-treo

(2R,3S), D-treo

39 eritro

-B-MeTyr

40 treo-

B-MeTyr

H;

(25,3S), L-eritro

(2R,3R), D-eritro

(25,3R), L-treo

(2R,3S), D-treo

41 eritro-B-MeTic

42 treo-B-MeTic

(2S,3S), L-eritro

(2R,3R), D-eritro

(2S,3R), L-treo

(2R,3S), D-treo

szam szam
eritro treo -R név
43 44 —CH; e,t-B-MeTrp
45 46 _CHs
—CH e,t-B-2-PrTrp
CH3
47 48 CH,—CH;
- CH\ e,t-p-3-PentTrp
CH,—CH;s
49 50
e,t-B-PhTrp
51 52 OMe e,t-B-2,6-
Q diMeOPhTrp
OMe
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Egyéb Trp szarmazékok

NH NH
©/J\/CLOOH (I? @J\j\OOH -
C.
NH- "0 NH 2
N=
NO

2

53 Z-Trp 54 DNPyr-Trp
B-aminosavak
COOH COOH COOH COOH
H;C” NH, NH, CH™ “NH 7 ONH,
CH, CH
55 56 57 58
COOH COOH COOH COOH
H;C
CH 3 3 H;C
H;C
59 60 61 62
COOH
COOH COOH
NH,
NH, NH,
63 64 65
Szekunder aminosavak ("iminosavak”)
HOY—X\ COOH m m\
CH
NH COOH NH 3 NH COOH NH COOH
66 c-4-OHPro 67 o-MePro 68 baikain 69 Pip
OH HO\(j\ NH H,C__NH
h\ NH > COOH NHJ\COOH NH > COOH
NH™ COOH
70 c-4-OHPip 71 t-5-OHPip 72 73
0 S
fNﬂj\COOH (NHj\COOH
74 75




1,2,3,4-tetrahidroizokinolin (Tic) analégok

cooH COOH CH;
N @;\N(H @Cﬁncm @C{COOH
COOH NH
76 Ticl 77 Tic3 78 o-MeTic3 79 5-MeTic3
HO COOH COOH
NH . NH NH NH NH
COOH
80 6-OHTic3 81 7-OHTic3 83 Nor
COOH COOH CH,
m ‘ A %{ @C(COOH
NH
NH, NH
Cl ‘
84 Tcc 85 CMP-Tic 86 eritro-B-MeTic3 | 87 treo-B-MeTic3
Prolin analégok
&COOH COOH COOH COOH
N N
N y ) Y
H H H A H
66 c-Me-Pro 88 89 90
< COOH 4 COOH COOH COOH
) ) ) )
H H I'{ Cl H
cl
CH; F
91 92 93 94
COOH COOH COOH
N N !
o H O
Br
95 96 97

Egyéb vizsgalt vegyiiletek
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@Ao*\o

98 "butirolakton”
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F/2. Tablazat
Fehérjealkotd6 aminosavak (S)-NIFE szarmazékainak kromatografias paraméterei MeCN
szerves modosito tartalmi eluens rendszerben

Vegyiilet Eluens ks Kgr a Rs Eltcios
sorrend

1 Ala a 8,09 8,77 1,08 5,50 S<R
2 Arg a 7,62 7,03 1,08 5,56 R<S
R} Asn a 7,05 7,05 1,00 0,00 R=S
4 Asp a 7,70 7,97 1,03 1,89 S<R
5 Cysb a 13,99 13,87 1,01 1,15 R<S
6 Glu a 7,97 8,15 1,02 1,55 S<R
7 Gln a 7,16 7,06 1,01 1,10 R<S
8 Hys a 7,29 7,29 1,00 0,00 R=S
b 8,59 7,99 1,07 3,33 R<S

9 Ile a 11,44 12,50 1,09 6,72 S<R
10 Leu a 11,70 12,66 1,08 5,34 S<R
11| Lys® a 13,83 13,92 1,01 0,64 S<R
b 16,93 17,10 1,01 1,26 S<R

12 Met a 10,34 11,13 1,07 6,06 S<R
13| Phe a 12,43 13,09 1,05 4,79 S<R
14 Pro a 9,08 9,46 1,04 2,59 S<R
15 Ser a 7,32 7,32 1,00 0,00 S=R
16 Thr a 7,62 8,11 1,06 3,18 S<R
17 Trp a 12,86 13,27 1,03 3,22 S<R
18| Tyr a 10,03 10,38 1,03 3,36 S<R
Tyrb a 15,98 16,09 1,01 0,88 S<R

19 Val a 10,13 11,21 1,10 7,55 S<R

Kromatografias koriilmények: oszlop, Vydac 218TP54; aramlasi sebesség, 1,0 ml perc;
detektalas, 205 nm; eluens, A: H,O(0,1% TFA), B: MeCN (0,1% TFA); Gradiens elucio, a, 0
perc 5% B, 90 perc 90% B, b, 0 perc 5% B, 120 perc 90% B, ®hisz szarmazék
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F/3. Tablazat
Fehérjealkot6 aminosavak (S)-NIFE szarmazékainak kromatografias paraméterei MeOH
szerves modositd tartalmu eluens rendszerben

Vegyiilet Eluens Ks kg a Rs Eldcios
sorrend

1] Al d 9,33 10,37 1,11 7,31 S<R
2| Arg d 8,20 7,52 1,09 4,97 R<S
3| Asn d 7,69 7,54 1,01 0,95 R<S
g 4,84 4,63 1,08 1,10 R<S

4| Asp d 8,93 9,35 1,04 3,74 S<R
5] Cys’ d 14,86 14,45 1,03 2,93 R<S
e 20,30 19,20 1,06 5,34 R<S

6| Glu d 8,60 9,07 1,05 3,65 S<R
7] Ghn d 7,97 7,90 1,01 < 0,40 R<S
g 5,32 5,14 1,03 0,73 R<S

8 | Hys d 7,91 7,24 1,09 4,74 R<S
9 [ e d 11,95 13,96° 1,17 9,75 S<R
¢ 9,34 10,31 1,10 8,61 S<R

10| Leu d 12,22 13,80° 1,13 12,33 S<R
¢ 9,34 10,34 1,10 9,29 S<R

11| Lys° d 13,90 14,40 1,03 3,79 S<R
12| Met d 10,53 11,84 1,12 9,34 S<R
13| Phe d 12,71 13,99 1,10 6,42 S<R
¢ 9,61 10,50° 1,09 5,24 S<R

f 22,08 24,63 1,11 8,51 S<R

14| Pro d 9,46 9,96 1,05 3,33 S<R
15| Ser d 7,93 7,93 1,00 0,00 S=R
f 12,76 12,90 1,01 0,50 S<R

16| Thr d 8,32 9,22 1,19 6,25 S<R
17| Trp d 12,43 13,59 1,09 8,18 S<R
18| Tyr d 10,16 11,11 1,09 7,89 S<R
Tyr® d 15,30 15,83 1,03 4,85 SR

19| val d 10,71 12,45 1,16 12,07 S<R

Kromatografias koériilmények: oszlop, Vydac 218TP54; aramlasi sebesség, 1,0 ml perc’;
detektalas, 205 nm; eluens, A: H,0O(0,1% TFA)/B: MeOH (0,1% TFA)=90/10; B: H,0(0,1%
TFA)/B: MeOH (0,1% TFA)=10/90; Gradiens elucio, ¢, 0 perc 0% B, 40 perc 100% B, d, 0
perc 0% B, 60 perc 100% B, e, 0 perc 0% B, 90 perc 100% B, f, 0 perc 0% B, 120 perc 100%
B, g, 0 perc 20% B, 30 perc 32% B, 50 perc 100% B; ®bisz szarmazék; ‘részleges elvalas a
"szimmetrikus karbamid” -t6l
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F/4. Tablazat
Gly, Ala és Phe analog sztereoizomerek (S)-NIFE szarmazékainak kromatografias paraméterei
MeOH tartalmi eluens rendszerben

Vegyiilet Eluens Ks kr o Rs iﬁcell?;
21 (4-OHPh)Gly
8 45/55 1,66 2,86 1,72 6,75
HN—CiH—CooN 35/65 0,55 0,84¢ 1,52 2,23 S<R
24 Mag
H;C—(‘Z:CHZ
45/55 1,14 2.16 1,89 6,83 S<R
H,N-CH-COOH
35/65 0,43 0,71 1,65 2.42 S<R
25 1-Nal
45/55 3,05° 541 1,66 5,44 S<R
CH,
\
N ~CH—COOH 35/65 1,35 227 1,68 522 S<R
26 2-Nal
45/55 5,78 10,77 186 | 896 | S<R
Hszc‘HfCOOH
35/65 1,42 2.34 1,64 5,16 S<R
27 Phe
45/55 0,86 1,84 2.14 6,12 S<R
CH,
HN—CH—COOH 35/65 0,58 0,99 1,70 2,36 S<R
29 4-FPhe
F
<> 45/55 2.26 4,07 1,80 7,00 SR
CH, d
N— s cooH 35/65 0,70 1,10 1,57 3,00 S<R
30 F5F
F F 45/55 6,06 11,38 1,87 8,11 S<R
F F
CH,
HZN—éH—COOH
35/65 1,59 2.62 1,64 5,76 SR
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v Elucios
Vegyiilet Eluens ks Kr a Rs sorrend
31 2-MePhe
Q 45/55 2,78 545 1,96 777 S<R
CH,
"
FN—CH—COOH 35/65 0,83¢ 1,40 1,68 4,60 S<R
32 4-MePhe
CH;
<> 45/55 3.11¢ 6,01 1,93 722 S<R
it —cooK 35/65 0,95° 1,54 1,62 3,03 SR
33 2,4-diMePhe
CH;
45/55 3,20° 4,95 1,50 7.81 S<R
CH;s
e —coon 35/65 131 2.28 1,74 5.86 SR
34 2.6-diMePhe
J;:L 45/55 3.27 4,09 125 | 261 | S<R
CH,
o
HaN—CH—COOH 35/65 1,14 2,03 1,78 5.46 SR
35 2,4,6-triMePhe
I 45/55 7,57 15,27 2,01 11,14 S<R
H;C CH;
CHy 35/65 1,87 3,35 1,79 7,33 S<R
H;N—CH—COOH
36 4-MeOPhe
OCHs
45/55 3,79 5,56 1,46 5,17 S<R
CH,
HaN—CH— COOH 35/65 0,84 1,07 1,27 1,71 S<R

Kromatografias koriilmények: oszlop, Vydac 218TP54; aramlasi sebesség, 0,80 mlperc™; ty:
3,55 perc; detektalds, 205 nm; eluens, H,O (0,1%TFA)/MeOH(0,1% TFA)= 45/55 (v/v), H,O
(0,1%TFA)/MeOH(0,1% TFA)=35/65 (v/v); ‘részleges elvalas a 4-nitrofenol-t6l drészleges
elvalas a "szimmetrikus karbamid”-t6l.
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F/5. Tablazat
Gly, Ala, és Phe analog sztereoizomerek (S)-NIFE szarmazékainak kromatografias paraméterei
MeCN tartalmu eluens rendszerben

Vegyiilet Eluens Ks kr o Rs iﬁcelg;
21 (4-OHPh)Gly
OH
65/35 2,23 2,65 1,18 2.43 S<R
H,N—CH—COOH
24 Mag
H;C—(‘Z:CHZ
"
feeimeoot 65/35 1,35 1,76 1,30 3,09 S<R
25 1-Nal
cr 65/35 591° 7.55 1,28 4,36 S<R
H,N—CH—COOH
26 2-Nal
EN— oo 65/35 6,46 8,00 1,24 3,14 SR
27 Phe
" 65/35 2,34 4,14 1,35 4,02 S<R
H,N—CH—COOH
29 4-FPhe
65/35 2,93 3,58 1,22 3,57 SR
HZN—éHfCOOH
30 F5F
F
F. F
65/35 6,35 8,00 1,26 4,52 S<R
CH,
HZN—éHfCOOH
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Eldcios

Vegyiilet Eluens Ks kr o Rs sorrend
31 2-MePhe
S
i 65/35 5,41 6,97 1,28 5,04 S<R
H,N—CH—COOH
32 4-MePhe
CH;
I 65/35 3,29 424 1,28 4,50 S<R
HZN—C‘H—COOH
33 2,4-diMePhe
CH;
65/35 4,32 5,68¢ 1,31 5,70 S<R

i
H,N—CH—COOH

34 2,6-diMePhe

HyC” ; “CH,

CH, 65/35 7,27 9,80 1,35 6,72 S<R

|
H,;N—CH—COOH

35 2,4,6-triMePhe

CHj3

H;C/<>\CH3 65/35 8,00 9,19 1,15 2,80 S<R

H,N—CH—COOH

36 4-MeOPhe

OCH;

65/35 3,82 4,80 1,25 4,32 S<R

CH,
H2N~éH—COOH

Kromatografias koriilmények: oszlop, Vydac 218TP54; aramlési sebesség, 0,80 ml perc™; ty:
3,55 perc; detektalas, 205 nm; eluens, HO (0,1%TFA)/MeCN(0,1% TFA)=35/65; ‘részleges
elvalas a 4-nitrofenol-t61; ‘részleges elvalas a "szimmetrikus karbamid” -t6l.
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F/6. Tablazat

B-alkil-szubsztitualt Phe, Tic és Trp analdgok (S)-NIFE szarmazékainak kiilonb6z6 kolonnakon
mért kromatografias paraméterei MeCN tartalmu eluens rendszerben

Vydac 218TP54
Vegyilet eritro | treo T Rs
a | b | c | d || e
37, 38 e,t-B-MePhe Rsab |Rsc-b |Rspd [Rsab |Rscd
N G I 1,79 | 2,60 | 1,70 | 2,51 |1,45]1,48|<0,40| 2,45 |<0,40| 3,60 | 2,57
39, Z:O: e,t-B-M:i)lEyr Rsca | Rsad | Rsdab | Rsab | Rscd
“‘N\? sz“%gj 10,99%|12,94*1 9,96 | 10,99* | 1,18 | 1,10 | 1,41 | 0,00 | 2,32 | 2,32 | 1,41
41,22I é,t-B-cl(:/)I”eTic Rsca |Rsad [Rsdab |Rsab [Rscd
8 8— ew | 2,49 | 3,29 | 2,24 2,95 |1,32(1,32| 1,00 | 1,67 | 1,33 | 3,00 | 2,67
43, ﬁi,t-ﬁ-MZ?rp Rsca |Rsad [Rsdab |Rsab [Rscd
N%ﬂh M 1,55 | 2,12 | 1,55 | 2,12 1,37 |1,37| 0,00 | 2,33 | 0,00 | 2,33 | 2,33
45H,2N46(‘(:;[-[3-2P;21(:Hr Rsca |Rsad [Rsdab |Rsab [Rscd
N%R M 6,55 | 9,24 |6,18"| 8,89 | 1,41|1,44| 1,00 | 5,78 | 0,73 | 6,00 | 6,67
4';,2N48C(:;[-B-;iP£:::Trp Rsca |Rsad |Rsdb [Rsab |Rscd
N%ﬂ N 18,12 | 27,75 | 16,87 | 25,75 | 1,53 | 1,53 | 1,09 | 6,77 | 1,33 | 7,71 | 8,33
49H,ZN50‘((;,H'[-B-;’NhT‘r[: Rsab | Rscb | Rsbd | Rsab | Rsced
N%& N 7,28 | 9,08 | 7,87 | 9,80 | 1,25|1,25| 1,17 | 2,33 | 1,23 | 3,33 | 3,39
SII:NSZC(::lt-B-;idli/Im;OPhTr Rsca | Rsad | Rsdb | Rsab | Rscd
N%& N% 7,97 | 9,76 | 8,58 | 10,56 | 1,22 1,23 | 1,17 | 1,73 | 1,13 | 3,08 | 2,93

Kromatografias koriilmények: oszlop, Vydac 218TP54; aramlasi sebesség, 1,00 ml perc™; ty: 2,80 perc;
detektalas, 205 nm; eluens, H,O (0,1%TFA)/MeCN(0,1% TFA)=65/35 (v/v); °bisz szarmazék;
+részleges elvalas a "szimmetrikus karbamid”-tol; ., e Rsan, Rsca €ritro, treo sztereoizomerek
kromatografias paraméterei; Rsc,, Rsaq Rsavn, egymast kovetd sztereoizomerek felbontasa; R, 2-propil
csoport, R,, 3-pentilcsoport, R, fenilcsoport, Ry, 2,6-dimetoxifenilcsoport
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Discovery C;s

Vegyilet eritro treo T Rs
a | b c | d | %] He

37, 38 e t-B-MePhe Rsca |Rsad |Rsdb |Rsab |Rscd
S G 5,06 | 7,06 | 4,80 | 6,86 |1,40|1,43|<0,40| 6,57 |<0,40| 7,14 | 10,40
39, :‘;02': e,t-B-Miiyr Rsca |Rsad |Rsdb |Rsab |Rscd
§ Sﬁ 1,75 2,06° | 1,99 [2,50° | 1,18 | 1,26 | 1,20 |<0,40| 2,27 | 1,60 | 2,80
41,?; e,t-B-clij[HeTic Rsca |Rsad |Rsdb |Rsab |Rscd
ic el 6,30 | 8,10 | 5,69 | 7,22 |1,29|1,27| 1,75 | 3,25 | 2,50 | 5,75 | 5,00
43, ;:IO;,t-B-MZ:O";Irp Rsca |Rsad |Rsdb |Rsab |Rscd
N%ﬂh M 481 | 6,30 | 4,49 | 5,57 |1,31|1,24| 1,05 | 2,40 | 1,25 | 5,43 | 3,25
4;:N46C(;);[-B-;iP;¥; Rsa-c | Rscb | Rsp-d | Rsab | Rse-d
N%‘* N% 11,56(17,85(12,39|18,54(1,54|1,50( 1,73 | 9,56 | 1,10 |11,65|10,78
47, 48 1 p-3-PentTrp° Rsza | Rosa | Rogs | Roms | Rocd
N%m N 6,05 | 841 | 5,83 | 8,23 [1,39|1,41| 1,00 | 9,56 | 0,73 | 9,40 | 10,44
4;:N506(;);[-B-;2’Nh]:;: Rsac | Rscb | Rsp-d | Rsab | Rsed
N%Rs N% 13,05(17,05[14,33|18,60|1,31|1,30| 2,46 | 4,67 | 2,35 | 7,29 | 6,88
5II:NSZC:),”t-B-lzhidi;/[m;OPhTrpd Rsca | Rsad | Rsab | Rsab | Rscd
N%& N% 10,57111,94(10,99|12,52|1,13|1,14| 1,43 | 2,80 | 1,63 | 4,13 | 4,53

Kromatografias koriilmények: oszlop, Discovery Cs; aramlasi sebesség, 1,00 ml perc™; ty: 3,20 perc;
(0,1%TFA)/MeCN(0,1%
(0,1%TFA)/MeCN(0,1% TFA)=55/45 (v/v); “H,0 (0,1%TFA)/MeCN(0,1% TFA)=60/40 (v/v); "mono
szarmazeék; ., e Rsab, Rsc.q €ritro, treo enantiomerek kromatografias paraméterei; Rs ., Rsa.d, Rs. .,
egymast koveto sztereoizomerek felbontasa; R, 2-propilcsoport, R,, 3-pentilcsoport, Rs, fenilcsoport, Ry,
2,6-dimetoxi-fenilcsoport, '

detektalas, 205

nm;

eluens,

H,O
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Nova Pak

. k a
Vegyilet eritro treo Rs
a ‘ b c ‘ d Ob-a | Qd-c
37, 38 e,t-B-MePhe Rsa-c |Rscb| Rsp-d Ri’a' Rs.c-d
mzyﬂ Sj 421 1,38 [<0,40 | 1,90 | <0,40 2,00 | 2,25
39, 40 e,t-B-MeTyr Rsa-c |Rscb| Rsp-d Ri’a' Rs.c-d
? Hij 1,29* [ 1,52* 1 1,29* | 1,52* | 1,18 | 1,18 | 0,00 | 0,84 | 0,00 | 0,84 | 0,84
LN N
41, 42 e,t-B-MeTic Rsc-a RZ'a' Rsd-b Ri’a' Rs c-d
e ew | 5,34 1 6,16 | 493 | 6,21 | 1,27 | 1,26 | 0,67 | 0,89 | 0,89 | 1,78 | 1,56
Rs,a- RS,a—
43, 44 e t-B-MeTrp Rsc-a ) Rs.d-b . Rs.c-d
NHE /i/ :CHx NH;H/Ci// 3,80 | 4,92 | 3,80 | 4,60 | 1,29 1,21 | 0,00 | 1,33 |<0,40| 1,50 | 1,33
RS,a RS,a—

45, 46 e,t-B-2-PrTrp Rsc-a ) Rsd-b ) Rs.c-d
NHE i} R NII; /sz 11,5916,61]10,97|16,19| 1,43 | 1,48 | 0,67 | 4,17 |<0,40| 4,73 | 4,31

2 2 R
47, 48 e t-B-3-PentTrp Rsa-c [Rscb| Rsp-d i’a Rsc-d
NHE /i/ R L 9,00"|18,75| 9,76 | 19,25(2,08 | 1,97 | 0,60 | 7,60 | <0,40| 8,00 | 7,85
49, 50 e,t-B-PhTrp Rsa-c [Rscb| Rsb-d Ri’a Rs c-d
NHE /i/ R NH 12,94|16,16 14,21 (17,21 | 1,25 | 1,21 | 1,27 | 1,61 | 0,75 | 2,83 | 2,43
51, 52 e,t-B-2-diMeOPhTrp Rsa-c [Rscb| Rsp-d Rz’a_ Rs.c-d
NHE /i R NH 14,14117,84 13,11 (16,58 | 1,26 | 1,26 | 0,56 | 1,24 | 0,64 | 1,82 | 1,73

Ry

Kromatografias koriilmények: oszlop, Nova Pak; aramlasi sebesség, 1,00 ml perc'l; tm: 1,34 perc; detektalas, 205
nm; eluens, H,O (0,1%TFA)/MeCN(0,1% TFA)=65/35 (v/v); "mono szarmazék °bisz szarmazék; ‘részleges
elvalas a "szimmetrikus karbamid”-tol; ¢, %c, Rsab, Rsca EFitro, treo enantiomerek kromatografias paraméterei;
Rsca Rsad, Rsab, egymast kovetd sztereoizomerek felbontasa; R, 2-propilcsoport, R,, 3-pentilcsoport, R,
fenilcsoport, Ry, 2,6-dimetoxi-fenilcsoport,
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F/7. Téblazat
B-alkil-szubsztitualt Phe, Tyr, Tic és Trp analdgok (S)-NIFE szarmazékainak kiilonb6z6
kolonnakon mért kromatografids paraméterei MeOH tartalmt eluens rendszerben

Vydac 218TP54
Vegyilet eritro k treo T Rs
a | b c | d | % | %

37, 38 e,t-B-MePhe Rsac | Rscb | Rspd | Rsab | Rsed
L | 1,66 | 4,42 | 1,29 | 3,63 | 2,66 | 2,81 | 1,00 | 6,85 | 1,25 | 8,28 | 7,71
39, :§ e,t-B-M:i)lEyr Rsca | Rsad | Rsab | Rsab | Rscd
E? 9 0,74° | 1,18° | 1,03° | 1,56" | 1,59 | 1,51 | 1,28 | 0,74 | 1,92 | 2,00 | 2,40
41,?5 r(;,t-B-Clo\(/)I”eTic Rsca | Rsad | Rsdb | Rsab | Rscd
e 1,98 | 3,29 | 1,89 | 3,15 | 1,66 | 1,67 |<0,40| 4,33 | <0,40| 5,00 | 4,67
43H, izoz,t-ﬁ-hzo;lrp Rsca | Rsad | Rsdab | Rsab | Rscd
@I / | 004 2,43 | 0,80 | 1,90" | 2,58 | 2,38 | 1,00 | 5,50 | 2,40 | 6,80 | 6,50
45, 46 e t-B-2-PrTr Rsca | Rsad | Rsdb | Rsab | Rscd
@i s 4,53 110,18 | 4,72 | 10,30 | 2,25 | 2,18 [<0,40 | 10,40 | <0,40 | 10,50 | 10,50
47, 48 e t-B-3-PentTrp Rsca | Rsad | Rsdb | Rsab | Rscd
@I i+ | 19,12/ 22,82 | 17,25 | 21,26 | 1,19 | 1,23 | 2,62 | 2,65 | 1,75 | 6,87 | 7,50
49, 50 e t-B-PhTrp Rsac | Rseb | Rspd | Rsab | Rscd
@I H . f; | 414 | T00 | 514 | 8,04 | 1,69 | 1,56 | 2,42 | 4,00 | 1,85 | 6,50 | 5,28
51, 52 e, t-B-2-diMeOPhTr Rsca | Rsad | Rsdb | Rsab | Rscd
@f" é 378 | 668 | 538 | 686 | 1,77 | 129 | 3,26 | 2,63 | 0,51 | 6,60 2’7172

Kromatografias koriilmények: oszlop, Vydac 218TP54; aramlasi sebesség, 1,00 ml perc']; tm: 2,80 perc; detektalas, 205 nm;
eluens, H,O (0,1%TFA)/MeOH(0,1% TFA)=45/55 (v/v); ’mono szarmazék; részleges elvalas a "szimmetrikus karbamid”-t6l;
Otp-a, Od.c, Rsabs Rscq €Iitro, treo enantiomerek kromatografias paraméterei; R .o, Rsa-q, Rs a0, €gymast kovetd sztereoizomerek

felbontasa, Ry, 2-propil csoport, R,, 3-pentil csoport, Rs, fenil csoport, Ry, 2,6-dimetoxifenilcsoport
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Discovery Cis

Vegyilet eritro k treo T Rs
a | b c | d Ob-a | G
37, 38 e,t-B-MePhe Rsca | Rsad | Rsdb | Rsab | Rscd
e HENHJ\SJ 21,00 | 21,96 | 20,57 | 21,74 | 1,05|1,06| 2,25 | 11,50 | 1,35 | 11,31 | 13,50
39, ZZ): e,t-B-MC(%yr Rsca | Rsad | Rsdab | Rsab | Rsed
N 55 18,47°120,02°| 18,31°|19,90° | 1,08 1,09| 1,43 | 9,71 | 2,46 | 12,77 | 9,88
41,Cf102H e,t-B:ﬁeTic Rsca | Rsad | Rsdab | Rsab | Rscd
8 8 o [21,117] 21,72 21,037 | 21,60 | 1,03 |1,03 | 0,62 | 5,00 <0,40 | 5,81 | 5,71
43, ﬁi,t-ﬁ-MZ?rp Rsca | Rsad | Rsdab | Rsab | Rscd
N%ﬂh M 20,41 | 21,45 | 20,26 | 21,19 |1,05]1,05| 2,00 | 7,40 | 2,60 | 10,42 | 8,00
4;:N46(‘(:;[-B-;iP;fli; Rsac | Rscb | Rsp-d | Rsab | Rsed
N%R N 21,59 | 22,55 | 21,83 | 22,66 |1,04|1,04| 2,20 | 7,33 | 1,25 | 8,71 | 8,33
4';:N48(:);[-B-;iPeC:::Trp Rsca | Rsad | Rsgb | Rsab | Rscd
N%m N 22,81 | 23,63 | 22,79 | 23,40 |1,04|1,03| 0,63 | 7,85 | 1,33 | 9,14 | 9,00
4;:N506(;);[-B-;;Nh"l:;: Rsac | Rscb | Rsp-d | Rsab | Rsed
N%Rs R 21,75 | 22,43 | 21,75 | 23,38 [ 1,03 |1,03| 0,00 | 7,71 | <0,40 | 8,34 | 7,71
5lH:NSZC(;);t-B-;idii\o/}lOPhTr3 Rsca | Rsad | Rsdb | Rsab | Rsed
N%m N 21,59 | 22,20 | 21,70 | 22,35 {1,03|1,03| 0,78 | 4,67 | 1,06 | 7,00 | 6,91

Kromatografias koriilmények: oszlop, Discovery C,s; aramlasi sebesség, 1,00 ml perc™; ty: 3,20 perc;
detektalas, 205 nm; eluens, A:H,O (0,1%TFA); B: MeOH (0,1%TFA); Gradiens elucio, 0 perc 5% B,
35 perc 40% B, 50 perc 40%B, 80 perc 95% B; "mono szarmazék; ‘részleges elvalas a "szimmetrikus
karbamid"-tol; @.a, Qu.c, Rsan, Rsca Eitro, treo sztereoizomerek kromatografias paraméterei; Rsc.a, Rsad.
Rsd4b, egymast kovetd sztereoizomerek felbontasa, R, 2-propilcsoport, R,, 3-pentilcsoport, Rj,
fenilcsoport, Ry, 2,6-dimetoxi-fenilcsoport
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NovaPak

k a
eritro treo Rs
a \ b c \ d @b-a | Ad-c

Vegyiilet

37, 38 e,t-B-MePhe Rsac | Rseb | Rspd | Rsab | Rsed

”N\EP Hsz\Sj 33,82 8,67 | 3,51 | 8,05 |2,27(2,29| 0,86 | 4,89 | 0,67 | 5,20 | 4,80

COOH COOH

-

39, 40 e t-B-MeTyr ° Rsac | Rscb | Rspd | Rsab | Rsed

? Y 19,84 11,63 [ 9,84 | 13,54° | 1,18 | 1,38 [ 0,00 | 1,43 | 1,36 | 1,43 | 2,86

a1, 42 e,t-Biol({;IeTic Rsca| Rsad | Rsdab | Rsab | Rscd
% 4807 738 [>02| 750 |1.54] 151 |<0.40| 2,18 | <040 | 2,55 | 2.33
43, ;;Olé,t-BiN;j;“r Rsca | Rsad | Rsdb | Rsab | Rscd
@I @i 2,66 | 598" | 2,66 | 4,957 [2,25| 1,86 | 0,00 | 2,18 | 0,92 | 2,83 | 2,18
45, 46 e t-B-2-PrTrp Rsca | Rsad | Rsdb | Rsab | Rsed
@I @i 8,16 | 19,86 | 8,36 | 20,36 | 2,43 | 2,44 |<0,40| 5,40 | <0,40 | 556 | 5.56
49, 50 e t-B-PhTrp Rsac | Rscd | Rsdb | Rsab

/ % 7,82 | 15,96 | 8,07 | 15,02 | 2,04 | 1,86 |<0.40| 6,17 | 0,67 | 8,00

51, 52 e t-B-2-diMeOPhTrp Rsac | Rscb | Rspd | Rsab | Rsed
“”H/N é 752 | 1498|873 | 1548 | 1.99| 1,77 | 1,08 | 477 | <040 | 571 | 529

Kromatografias koriilmények: oszlop, Nova Pak; aramlasi sebesség, 1,00 ml perc"l; tm: 1,34 perc;
detektalas, 205 nm; eluens, H,O (0,1%TFA)/MeOH(0,1% TFA)=45/55 (v/v); °‘H,O
(0,1%TFA)/MeOH(0,1% TFA)=55/45 (v/v); °mono szirmazék ‘részleges elvalis a "szimmetrikus
karbamid"-t0l; .., e, Rsan, Rsc.a €ritro, treo enantiomerek kromatografias paraméterei; Rsc.a, Rsaq.
Rsq4b, egymast kovetd sztereoizomerek felbontasa; R,;, 2-propilcsoport, R,, 3-pentilcsoport, Rj,
fenilcsoport, R4, 2,6-dimetoxi-fenilcsoport
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F/8. Tablazat
Szekunder aminosav sztereoizomerek (S)-NIFE szarmazékainak kromatografias paraméterei
MeCN tartalmu eluens rendszerben

. Elucios
Vegyiilet Eluens Ks Kr a Rs sorrend
66 c-4-OHPro
HO 70/30 0,26 0,30 1,15 <0,40
Z_L 75/25 2,20 2,44 1,14 0,88 S<R
ni~ CO0H 80/20 4,74 5,46 1,14 1,83 S<R
67 o-MePro
[\ 70/30 4,16 5,11 123 | 322 | SR
NH CHs
68 baikain
=z
(\L 70/30 4,68 5,77 1,23 1,92 S<R
NH COOH
69 Pip
Q 70/30 5.19 5.87 123 | 297 SR
NH COOH
70 c-4-OHPip
ot 70/30 1,49 1,65 1,11 0,86 S<R
75/25 3,44 3,86 1,15 1,45 S<R
H\L 80/20 7.28 8,85 121 3,81 S<R
NH COOH
71 t-5-OHPip
HO 70/30 123 1,36 1,10 0,88 S<R
\(\,L 75/25 2,41 2,80 1,16 1,88 S<R
NH COOH
80/20 5,15 6,23 1,21 2,98 S<R
72
NH 60/40 2,84 3,06 1,08 0,82 S<R
]\ 65/35 6,81 747 1,20 1,48 S<R
NH COOH
70/30 16,29 18,32 1,16 2,31 S<R
73
we. Nm 60/40 4,82 4,98 1,03 0,57 S<R
L 65/35 9,43 9,85 1,04 0,86 S<R
NH™ COOH 70/30 18,46 19,26 1,05 0,95 S<R
74
70/30 2.33 2.46 1,06 0,32 S<R
)
NH™ ™~ COOH 75/25 6,51 7,05 1,08 1,46 S<R
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.. Elucios
Vegyiilet Eluens ks Kr a Rs sorrend
75
S
1 70/30 4,64 5,12 1,10 1,50 S<R
NH ~COOH
76 Ticl
NH 60/40 3,85 4,41 1,14 1,86 S<R
COOH
77 Tic3
OOl 65/35 9,04 11,22 1,24 | 4,10 SR
@CN(H 60/40 3,92 4,58 1,17 | 2,23 S<R
78 a-MeTic3
- 60/40 6,33 6,86 1,08 0,71 S<R
Q:;ﬁffh 70/30 8,59 1094 | 127 | 272 | S<R
79 5-MeTic3
CH;4
COOH 60/40 4,83 5,66 1,17 | 255 S<R
NH
80 6-OHTic3
o coon L 65/35 2,98 3,36 1,12 1,48 SR
\Q:/\N(H 60/40° 11,42 12,82 1,12 1,90 S<R
81 7-OHTic3
coon | 65135 2,88 3,44 L19 | 215 SR
m 60/40° 9,36 10,19 1,08 1,18 S<R
HO
82 Pac
60/40 5,33 5,74 1,07 1,20 S<R
%COOH 70/30 8,63 16,45 1,89 4,38 S<R
83 Nor
NN 60/40 5,54 6,22 1,12 1,65 S<R
COOH
84 Tcc
COOH
N 60/40 4,28 4,83 1,13 1,80 S<R
NH

Kromatografias koriilmények: oszlop, Lichrospher RP-18; aramlasi sebesség, 0,80 ml perc’; ty: 1,47
perc; detektalas, 205 nm; eluens, H,O(0,1% TFA)/ MeCN(0,1% TFA)= 80/20, 75/25, 70/30, 65/35,
60/40 (v/v); "bisz szarmazék
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F/9. Tablazat
Szekunder aminosav sztereoizomerek (S)-NIFE szarmazékainak kromatografias paraméterei
MeOH tartalmu eluens rendszerben

. Elucios
Vegyiilet Eluens Ks Kr a Rs sorrend
66 c-4-OHPro
HO 60/40 3.70° 434 1,17 1,38 SR
n 70/30 10,09 12,39 1,22 3,03 SR
NH COOH
67 a-MePro
coomn 40/60 1,47 1,97 134 2,37 SR
% 50/50 3.80 5.34 1,40 4,84 SR
NH CHs
68 baikain
=z
(\L 50/50 3.88 5.55 143 | 445 | s<R
NH COOH
69 Pip
(\L 50/50 5.09 6.43 126 | 3.63 SR
NH COOH
70 c-4-OHPip
on 50/50 2.15 2.30° 1.07 0,56 SR
55/45 3.7 3,52 1,07 0,73 SR
H\L 60/40 5,56 6,55 1,18 2,53 SR
NH COOH
71 t-5-OHPip
o 50/50 2.73 2.98 1,08 0,68 SR
\(\/L 55/45 3.73 4,09 1,10 1,18 SR
NN oo 60/40 4.72 527 1,12 1,85 SR
72
- 35/65 1,69 1,96 1,16 1,05 SR
[ ]\ 40/60 2.69 3,06 1,13 1,45 SR
NH COOH
73
e i 35/65 2.16 2.30 1,07 | <040 | S<R
L 40/60 4.67 5,04 1,08 1,02 SR
NH ™ COOH 50/50 2221 24,62 111 1,78 S<R
74
5 50/50 2.12° 2.40 1,13 126 SR
1 55/45 3.38 3.90 1,15 1,52 SR
NH COOH
75
S
NH\/L oot 50/50 3,87 5,55 1,43 4,13 S<R
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Vegyiilet Eluens ks Kr a Rs SE‘:)I:I.cel::(si
76 Ticl
Q\/;m 35/65 1,94 2,94 1,52 2,51 S<R
COOH
77 Tic3
COOH 35/65 1,80 2,524 1,40 2,30 S<R
@CN(H 40/60 472 6,89 1,46 3,95 S<R
78 o-MeTic3
COOH
@CNﬂHCHa 35/65 6,12 8,09 1,32 4,92 S<R
79 5-MeTic3
CHs 35/65 2,93° 4,16 1,40 4,26 S<R
COOH 40/60 6,07 8,64 1,42 4,80 SR
NH
80 6-OHTic3
HO COOH 40/60 1,13 1,53 1,35 1,95 S<R
\QCN(H 50/50 3,73 5,35 1,43 4,43 S<R
35/65° 3,47 4,46 1,28 2,63 S<R
81 7-OHTic3
COOH 40/60 0,92¢ 1,22 1,32 1,39 S<R
m 50/50 4,05 6,69 1,65 6,33 S<R
HO 35/65° 3.84 4,80 1,25 2.42 SR
82 Pac
mcow 35/65 3,54 438 1,24 2,56 S<R
NH
83 Nor
NI NH 35/65 5,05 6,26 1,24 3,05 S<R
COOH
84 Tcc
COOH
NH 35/65 2,35 3,48 1,48 4,17 S<R
NH

Kromatografias koriilmények: oszlop, Lichrospher RP-18; aramlasi sebesség, 0,80 ml perc'; ty= 1,47
perc; detektalas, 205 nm; eluens, H,O(0,1% TFA)/ MeOH(0,1% TFA) = 35/65, 40/60, 50/50, 55/45,
60/40, ®hisz szarmazék; ‘részleges elvalas a 4-nitrofenoltol; drészleges elvalas a "szimmetrikus
karbamid”-to6l
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F/10. Tablazat

Pro analog sztereoizomerek (S)-NIFE szarmazékainak Discovery C;s és Vydac 218TP54

kolonndkon mért kromatografids paraméterei MeCN tartalmu eluens rendszerben

. Elucios
Vegyiilet Eluens Ks Kr a Rs sorrend
67 o-MePro
a 5,60 4,81 1,04 8,84
NH CHj
b 4,42 4,63 1,05 3,84
88
U{O” a 6,06 5,82 1,04 4,20
! b 5,51 5,74 1,04 333
89
a 5,57 5,78 1,04 4,00 R<S
N b 5.25 5.46 1,04 2.87 R<S
90
{ Iccoon a 6,314 6,44 1,02 2,50 R<S
b 6,044 6,16 1,02 1,47 R<S
91
L COOH
? a 6,78 6,91 1,02 2,73 R<S
b 6,44 6,55 1,04 1,47 R<S
92
41? a 6,44 6,53 1,01 1,83 R<S
: b 6,19 6,26 1,01 1,18 R<S
93
OEj a 6,67 6,83 1,02 2,72 R<S
b 6,42 6,53 1,02 1,73 R<S
94
4:/\/} a 6,81 7,01 1,03 4,09 R<S
Cl
b 6,50 6,66 1,02 2,34 R<S
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.. Elucios
Vegyiilet Eluens Ks Kr a Rs sorrend
95
LN COOH
! . a 6,86 7,00 1,02 2,84 R<S
b 6,52 6,64 1,02 1,59 R<S
96
( COOH
N a 7,03 7,16 1,02 1,95 R<S
Br b 6,74 6,83 1,01 1,40 R<S
97
‘ a 6,99 7,15 1,02 2,83 R<S
b 6,73 6,83 1,01 1,43 R<S

Kromatografias koriilmények: oszlop, a: Discovery Cig, b: Vydac 218TP54; aramlési sebesség, 1,00
ml perc'; detektalas, 205 nm, eluens, A: H,O (0,1% TFA), B: MeOH (0,1% TFA), Gradiens program:
0 perc 3% B, 30 perc 80% B, 40 perc 80% B, 50 perc 3% B; ‘részleges elvalas a "szimmetrikus
karbamid”-t6l
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F/11. Tablazat
(S)-NIFE, GITC ¢és FDAA kiralis szdrmazékképzok elvalasztoképességének Osszehasonlitdsa Pro analog sztereoizomerek elvalasztasa esetén

Veaviilet (S)-NIFE GITC FDAA
gyd ks kR a Rs ks kR a Rs ks kR (04 Rs
67
COOH
N CH; 5,00 4,81 1,04 3,84 4,74 4,59 1,03 2,86 5,28 4,83 1,09 9,19
88 S
H 6,06 5,82 1,04 4,20 5,52 5,41 1,02 2,06 6,17 5,58 1,11 11,24
89 Oi
E N 5,57 5,78 1,04 4,00 5,29 5,42 1,03 2,63 5,49 6,00 1,09 10,05
90 LN COOH
! 6,3 14 6,44 1,02 2,50 5,99 6,15 1,03 3,08 6,09 6,60 1,08 9,24
91 L COOH
6,78¢ 6,91 1,02 2,73 6,38 6,53 1,02 2,88 6,49 7,04 1,08 10,30
92 ( \ COOH
F 6,44 6,53 1,01 1,83 6,13 6,30 1,03 3,32 6,79 7,16 1,05 7,72
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Veaviilet (S)-NIFE GITC FDAA
= ks | ke 2 | Rs | ks | ke 2 | Rs | ks | ke @ | Rs
93 COOH
TED/CI 6,67¢ 6,83 1,02 2,72 6,41 6,55 1,02 2,58 6,55 7,06 1,08 9,65
94 . COOH
! 6,81° 7,01 1,03 4,09 6,42 6,67 1,04 4,79 6,44 6,95 1,08 9,79
a
95 LN COOH
! " 6,86° 7,00 1,02 2,87 6,50 6,66 1,02 3,06 6,66 7,18 1,08 9,43
96 4N COOH
7,03 7,16 1,02 1,95 6,66 6,87 1,03 3,80 6,71 7,29 1,09 11,05
97 COOH
6,99 7,15 1,02 2,83 6,68 6,85 1,03 3,24 6,80 7,35 1,08 10,28

Kromatografias koriilmények: oszlop, Discovery Cs; aramlési sebesség, 1,0 ml perc'l; detektalas, (S)-NIFE szarmazékok,: 205 nm, GITC szarmazékok, 250
nm, FDAA szarmazékok, 340 nm; eluens, A: HO(0,1% TFA), B: MeOH(0,1% TFA), Gradiens elucio: 0 perc 3% B, 30 perc 80% B, 40 perc 80% B, 50 perc
3% B; “részleges elvalas az elreagalatlan szarmazékképzé reagenstdl; ‘részleges elvalas a "szimmetrikus karbamid”-tol
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F/12. Tablazat
(S)-NIFE ¢és GITC szarmazékképzok elvalasztoképességének Osszehasonlitasa Gly, Ala és
Phe analdg sztereoizomerek elvalasztasa esetén

(S)-NIFE GITC

R - e e

21 (4-OHPh)Gly
OH

1,66 | 2,86 | 1,72 | 6,75 | 1,16 | 1,43 | 1,23 | 1,58

H,N—CH—COOH

24 Mag
HgC—§:CH2
CH,
H:N~-CH-COOH 1,14 | 2,16 | 1,89 | 6,83 | 0,72 | 1,12 | 1,56 | 2,80
25 1-Nal
CH 3,25°| 541 | 1,66 | 544 | 2,20 | 2,77 | 1,26 | 2,67
HZN—éH—COOH
26 2-Nal

|
H,N—CH—COOH

5,78 | 10,77 | 1,86 | 896 | 1,92 | 2,81 | 1,46 | 2,05

27 Phe

CHy

H,N—CH—COOH

0,86 | 1,84 | 2,14 | 6,12 | 0,77 | 1,15 | 1,49 | 2,50

29 4-FPhe

F
<> 2,29 | 407 | 1,80 | 7,00 | 1,36 | 1,98 | 1,46 | 2,40

CH,
H2N~AH—COOH

30 FSF

g ! 6,06 | 11,38 | 1,87 | 811 | 2,75 | 4,77 | 1,73 | 8,29

CH,
HZN—éH—COOH

31 2-MePhe

; “CH;

g

bx—n—coon 2,78 | 545 | 1,96 | 7,77 | 1,14 | 1,66 | 146 | 3,80
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, (S)-NIFE GITC
Vegyiilet

ks Kr a Rs ks Kr a Rs

32 4-MePhe

CH,

3,11°| 6,01 193 | 7,22 | 1,28 | 1,95 | 1,52 | 2,72
CH,
HZN—éH—COOH

33 2,4-diMePhe

CHjy

CH 3,29 | 4,95 | 1,50 | 7,81 1,83 | 2,63 | 1,44 | 4,40
CH,

|
H,N—CH—COOH

34 2,6-diMePhe

327 | 409 | 1,25 | 2,61 | 1,40 | 2,00 | 1,43 | 2,66

|
H,N—CH—COOH

35 2,4,6-triMePhe

CH;

HyC CHs 7,57 | 15,27 | 2,01 | 11,14 | 2,61 | 3,51 | 1,38 | 3,11

g
H,N—CH-—COOH

36 4-OMePhe

OCH;

3,79 | 5,56 | 1,46 | 5,17 | 0,75 | 1,09 | 1,45 | 2,65

CH,
H,N 7(J,‘H—COOH

Kromatografias koriilmények: oszlop, Vydac 218TP54; aramlasi sebesség, 0,80 ml perc’'; detektalas,
(S)-NIFE szarmazékok, 205 nm, GITC szarmazékok, 250 nm; eluens, H,O(0,1% TFA)/ MeOH(0,1%
TFA) = 45/55 (v/v); “részleges elvalas a 4-nitrofenoltol

137




F/13. Tablazat
(S)-NIFE ¢és FDAA szarmazékképzOk elvalasztoképességének Osszehasonlitdsa Gly, Ala és
Phe analdg sztereoizomerek elvalasztasa esetén

(S)-NIFE FDAA

N - e e A

21 (4-OHPh)Gly
OH

0,55 | 0,84% | 1,52 | 2,23 | 0,56 | 1,02 | 1,82 | 2,89

H,N—CH—COOH

24 Mag
HgC—§:CH2
CH,
H:N~-CH-COOH 0,43 | 0,71 | 1,65 | 2,42 | 0,47 | 0,89 | 0,89 | 3,20
25 1-Nal
CH 1,35 | 2,27 | 1,68 | 522 | 1,32 | 2,49 | 1,89 | 6,80
HZN—éH—COOH
26 2-Nal

H,N—CH—COOH

1,42 | 2,34 | 1,64 | 5,16 | 1,28 | 2,77 | 2,16 | 6,15

27 Phe
% 0,58 | 0,99 | 1,70 | 2,36 | 0,57 | 1,08 | 2,00 | 4,00
H,N—CH—COOH
29 4-FPhe
F
% 0,70 | 1,10d | 1,57 | 3,00 | 0,62 | 1,23 | 1,98 | 4,80
H2N~éHfCOOH
30 FSF
g ! 1,59 | 2,62 | 1,64 | 5,76 | 1,18 | 2,56 | 2,19 | 10,00

CH,
HZN—éH—COOH
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(S)-NIFE FDAA

Vegyiilet
evu ks kR a Rs ks kR (94 Rs
31 2-MePhe
Q\CHg
CH, 0,83° | 1,40 | 1,68 | 4,60 | 0,91 1,96 | 2,15 | 4,43

H,N—CH—COOH

32 4-MePhe

CH,

0,95°| 1,54 | 1,62 | 3,03 1,02 | 2,17 | 2,12 | 6,67
CH,
HZN—éH—COOH

33 2,4-diMePhe

CHjy

CH; 1,31 | 2,28 | 1,74 | 5,86 | 1,41 | 2,88 | 2,04 | 8,40
CH,

H,N—CH—COOH

2

34 2,6-diMePhe

1,14 | 2,03 | 1,78 | 546 | 1,51 | 3.85 | 2,55 | 7,15

|
H,N—CH—COOH

35 2,4,6-triMePhe

/Q\ 1,87 | 335 | 1,79 | 733 | 226 | 3,99 | 1,77 | 8,57

H;N—CH—COOH

36 4-MeOPhe

OCH;

0,84 | 1,07 | 127 | 1,71 | 0,54 | 1,08 | 2,00 | 4,00

CH,
H,N 7(J,‘H—COOH

Kromatografias koriilmények: oszlop, Vydac 218TP54; aramlasi sebesség, 0,80 ml perc’'; detektélas,
(S)-NIFE szarmazékok, 205 nm, FDAA szarmazékok, 340 nm; eluens, H,O(0,1% TFA)/ MeOH(0,1%
TFA)= 35/65 (v/v); ¢ részleges elvalas a 4-nitrofenoltdl; ‘részleges elvalas a "szimmetrikus karbamid”-
tol
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F/14. Téablazat

Gly, Ala és Phe analog sztereoizomerek kozvetlen kromatografias elvalasztasanak adatai

Veoviilet Crownpak CR(+) CHIROBIOTIC T CHIROBIOTIC TAG CHIROBIOTIC R
gy ks | kn | @ | Rs | Ks | kn | @ | Rs | ks | kr | @ | Rs | ks | kn | @ | Rs
20 PhGly
N COON 0,75 414 | 552 | 4,18 | 1,45 | 898 | 6,19 | 7,75 | 2,24 | 26,19 | 11,69 | 6,83 | 0,34 | 0,88 | 2,58 | 3,07
21 (4-OHPh)Gly
OH
0,29 3,56 |13,31| 692 | 1,32 | 6,57 | 498 | 7,43 | 1,83 4,45 243 14,1210,3110,75|2,42| 2,14
H,;N—CH—COOH
22 Igl
13,15 24,50 1,28 | 1,84 | 0,06 | 0,37 | 6,17 | 1,00 | 2,28 6,30 2,76 13,30(0,71 { 0,96 | 1,35| 0,72
H,N—CH—COOH
23 Thg
S\ A
H;N—CH—COOH 0,20 1,24 | 6,20 | 3,56 | 1,47 | 5,76 | 3,92 | 7,64 | 2,04 12,40 6,32 5,76 10,17 | 0,75 | 4,41 | 1,85
24 Mag
H;C—C=CH,
CHy
HZN—C‘HfCOOH
0,37d 053|143 | 080|143 | 246 | 1,72 | 2,86 | 1,86 4,28 2,30 [4,201]0,31(0,63|2,03]|2,19
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Crownpak CR(+) CHIROBIOTIC T CHIROBIOTIC TAG CHIROBIOTIC R
Vegyiilet
eyt Ks Kr a Rs Ks Kr a Rs Ks Kr a Rs Ks Kr a Rs
25 1-Nal
C‘“z 67,62 [80,36| 1,19 | 0,98 | 2,13 | 3,28 | 1,54 | 2,40 | 4,03 5,41 1,34 (1,46 |2,41 3,21 |1,33| 1,16
H,N—CH—COOH
26 2-Nal
HNEEZ 89,22 (99,65 1,12 | 0,92 | 2,14 | 3,31 | 1,55 | 1,76 | 3,30 7,45 2,19 134212,35(3,04]1,30| 0,93
27 Phe
CHy 3,38 455 | 1,35 | 1,75 | 1,68 | 2,65 | 1,58 | 2,08 | 2,31 4,46 1,93 (3,56]0,68 |1,17|1,72| 1,79
H,N—CH—COOH
28 2-FPhe
CHy 3,38 455 | 145 | 1,75 | 1,39 | 242 | 1,74 | 3,66 n.a 0,7211,05(1,46 | 1,15
H,;N—CH—COOH
29 4-FPhe
L, 4,00 473 | 1,15 | 1,46 | 1,56 | 2,35 | 1,51 | 2,29 | 2,07 3,83 1,85 (2,74 10,62 0,91 | 1,46 | 1,09
HZN—éH—COOH
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Crownpak CR(+) CHIROBIOTIC T CHIROBIOTIC TAG CHIROBIOTIC R
Vegyiilet
ks kR a RS ks kR a RS ks kR a Rs ks kR a RS
30 F5F
F L, ’ 5,66 5,66 | 1,00 | 0,00 | 0,42 | 0,42 | 1,00 | 0,00 | 1,11 1,77 1,59 (2,42 1]048 0,48 | 1,00 | 0,00
HZN—éH—COOH
31 2-MePhe
Q\cm
GHa 7,68 9,14 | 1,19 | 1,05 | 0,08 | 0,22 | 2,75 | 1,16 | 3,05 3,96 1,29 (1,280,997 | 1,56 | 1,61 2,15
H,N—CH—COOH
32 4-MePhe
CH,
L 9,02 |11,55] 1,28 | 1,08 | 1,92 | 2,68 | 1,39 | 2,67 | 2,71 4,27 1,57 (2,16 | 1,05 | 1,68 | 1,60 | 1,80
Ho,N—CH—COOH
33 2,4-diMePhe
CH;
L. CHs 26,33 30,52| 1,16 | 0,98 | 2,14 | 2,64 | 1,23 | 1,71 | 3,79 4,17 1,10 [0,53]1,38 1,74 | 1,26 0,80
Hng(“,H—COOH
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Crownpak CR(+) CHIROBIOTIC T CHIROBIOTIC TAG CHIROBIOTIC R
ks kR o Rs ks kR o Rs ks kR o Rs ks kR o Rs

Vegylilet

34 2,6-diMePhe

H,C” ; “CH;

CHy 17,00 | 17,68 | 1,04 [<0,40| 2,28 | 2,56 | 1,12 | 1,05 | 2,56 | 3,54 1,38 | 1,82 10,97 | 1,50 | 1,54 | 1,32

I
H,N—CH—COOH

35 2,4,6-triMePhe

CH,

e L i 58,63 60,57 | 1,01 | 0,00 | 2,13 | 2,92 | 1,37 | 2,22 | 2,65 | 4,69 1,77 | 3,11 | 1,11 | 3,28 | 2,95 | 2,63
i
H,N—CH—COOH

36 4-OMePhe

OCH;

6,99 | 893 | 1,27 | 1,27 | 1,84 | 2,88 | 1,57 | 2,63 | 2,84 | 4,82 1,69 12,701 0,94 | 1,45 | 1,54 | 1,81

CH,
H2N~AH—COOH

Kromatografias koriilmények: oszlop, Crownpack CR(+); aramlasi sebesség, 0,80 ml perc™'; eluens, pH=2,0 perklorsav (HCIO,); “4ramlasi sebesség, 0,50 ml
perc’'; oszlop, Chirobiotic T; dramlési sebesség, 0,80 ml perc; eluens, H,O (0,1% TEAA(pH=4,1))/MeOH= 20/80 (v/v) oszlop; Chirobiotic Tag; dramlasi
sebesség, 0,80 ml perc’; eluens, H,O (0,1% TEAA(pH=4,1))/MeOH= 20/80 (v/v); oszlop, Chirebiotic R; dramlasi sebesség, 1,00 ml perc’; eluens, H,O
(0,1% TEAA(pH=4,1))/MeOH= 70/30 (v/v); detektalas, 205 nm; n.a., nincs adat
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F/15. Téblazat
B-alkil-szubsztitudlt Trp analdg sztereoizomerek kozvetett €s kdzvetlen kiralis kromatografias elvalasztasdnak adatai

k o
Vegyiilet | Modszer Eluens eritro treo Rs
a ‘ b C ‘ d 6lb-é’l ad-C
43, 44 p-MeTrp Rsca | Rsad | Rsab | Rsab | Rscd
GITC 121 | 1,13 | 120 [ 070 | 227 | 2,87 | 1,9
MeOH" 1,55 | 228 | 1,55 | 193 | 147 | 125 | 0,00 | 1,87 | 1,93 | 3,56 | 187
il - Rsac | Rscd | Rsdgb | Rsab
7 FDAA MeCN® 132 ] 185 [ 132 | 1,62 [ 140 | 123 | 0,00 [ 1,89 | 137 | 326
N coon MeOH" 1,53 | 330 | 1,72 | 215 [ 2,06 | 125 | 071 | 1,53 [ 3,14 | 528
RS,c-a RS,a-d RS,d-b RS,a-b RS,c-d
(S)- MeCN® 1,55 | 2,02 [ 1,55 | 2,02 [ 1,37 | 1,37 | 0,00 | 233 [ 000 | 233 [ 233
NIFE MeOH* 094 | 243 [ 080 [ 1,90 [ 2,58 | 238 | 1,00 [ 550 [ 240 | 680 | 6,50
NH RS,a-c RS,c-b RS,b-d RS,a—b I:QS,(:-d
e CHT | H,O/MeOH®" | 243 | 343 | 243 | 391 | 141 | 1,61 | 000 | 1,71 | 085 | 1,71 | 243
H,N COOH RS,d'C RS,C-b RS,b-a
CR(+) | HClOsf™ [ 14,54 | 12,11 | 1043 | 1043 | 1,20 | 1,00 | 000 | 1,69 | 187

45, 46 B-2-PrTrp

RS,a-c RS,c-d RS,d-b RS,a—b RS,c-d

; E GITC MeCNZ 10,11 | 12,30 9,29 11,69 1,22 1,26 1,56 2,76 1,00 3,61 4,36
MecOH 5,14 7,44 4,18 5,93 1,45 1,42 2,64 1,88 3,22 5,18 4,47

NH__A_ R FDAA MeCNZ 7,10 12,10 5,75 11,48 1,70 2,00 3,52 9,44 1,22 10,80 12,92
MeOH 5,65 11,86 3,44 11,01 2,10 3,20 5,88 11,52 1,54 12,26 17,10

HNT ~COOH Rsc-a Rs.a-d Rs.d-b Rs.a-b Rs,c-d
(S)- MeCN°® 6,55 9,24 6,18" 8,89 1,41 1,44 1,00 5,78 0,73 6,00 6,67

NIFE MeOH* 4,53 10,18 4,72 10,30 2,25 2,18 <0,40 10,40 | <0,40 10,50 10,50

Rsca | Rsab | Rspd Rs.c-d

NH_

CHT | H,0O/MeOH*" | 2,12 | 2,12 | 2,12 | 2,62 | 1,00 | 1,24 | 0,00 | 000 | 000 | 1,04 | 1,04

10

N7 > COOH Rsac | Rscd | Rsdb | Rsab | Rscd

CR(+) |HCIO/MeOH®| 14,28 | 14,28 | 14,28 | 13,40 | 1,00 | 1,06 | <040 | 0,00 | 0,00
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Vegyiilet | Modszer Eluens eritro treo Rs
a ‘ b c ‘ d Ohp-a Q4d-c
47,48 B-3-PentTrp Rsca | Rsab | Rsdab | Rsed
| | | 2729 | 1,03 | 143 | 389 | 069 | 125 | 286
GITC Rs,c-a RS,a—d RS,d-b RS,a—b RS,c-d
NH__A_ R MeOH" 13,60 | 18,11 [ 1,11 | 1586 | 1,33 | 143 | 3,8 | 286 | 235 | 533 | 622
EDAA MeCN" 728 | 1197 | 554 | 1099 | 1,64 | 1,98 | 444 | 764 | 1,69 | 883 | 12,40
HN" S COOH MeOH" 17,90 | 3534 | 9,17 | 3027 | 1,97 | 330 | 7,05 | 721 | 1,81 | 13,75 | 22,22
(S)- MeCN® 18,12 | 27,75 [ 16,87 | 2525 | 1,53 | 1,53 | 1,09 | 6,77 | 133 | 7,71 | 833
NIFE MeOH* 19,12 | 22,82 [ 17,25 | 2126 | 1,19 | 123 | 262 | 265 | 1,75 | 687 | 7,50
l Rsab | Rspc | Rsdp
4 CHT | H,O/MeOH®* | 2,00 | 2,00 | 2,00 | 2,00 | 1,00 | 1,00 [ 0,00 [ 0,00 | 0,00
HN" “COOH Rspd | Rsdc | Rsca | Rspa
CR(+) |HCIO4/MeOHE| 87,96 | 36,91 | 7945 | 7945 | 2,38 | 1,00 | 480 | 000 | 096 | 527
49,50 B-PhTrp
MeCN* [ 931 | 10,65 | 9,67 | 10,65 | 1,14 | 1,10 | 0,71 | 1,65 | 0,00 | 224
GITC Rsca | Rsad | Rsdb | Rsab | Rscd
MeOH® 305 | 392 | 28 [ 353 | 1,29 | 122 [ 069 | 1,94 | 147 | 350 | 2,54
NH__X_ R MeCN* 714 [ 11,01 | 9,09 | 11,51 | 1,54 | 127 | 452 | 433 [ 1,00 | 832 [ 542
FDAA RS,a-c RS,c-d RS,d-b RS,a-b
N COOH MeOH® | 390 | 877 | 524 | 705 | 225 | 135 | 411 | 48 | 4,00 | 1291
Rsac | Rscd | Rspd | Rsab | Rscd
MeCN® | 728 | 908 | 787 | 980 | 125 [ 125 | 1,17 | 233 | 1,23 | 333 | 339
(5)- R R R R R
NIFE 3 S,a-c S,c-b S,b-d Sab S,c-d
MeOH® [ 414 [ 700 | 514 [ 804 | 1,69 | 1,56 | 242 | 400 | 1,85 | 650 | 528
NH_ Rsac | Rscd | Rsab | Rsab
Ry CHT | HL,OMeOH®" | 247 | 6,19 | 2,60 | 544 | 251 | 2,09 | 040 | 3,18 | 062 | 333
H,N COOH
CR(+) |HCIO4/MeOH?| 36,60 | 3529 | 3842 | 3842 | 1,04 | 1,00 | <040 | <0,40 | 0,00
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k a Rs
Vegyiilet Modszer Eluens - erl‘tro ) - trt‘ao - o o Rsca | Rsag Rean | Rsasb Rsca
51,52 B-diMeOPhTrp
GITC MeCNZ 939 | 11,04 | 939 [ 1059 | 1,18 | 1,13 [ 0,00 | 2,61 | 096 | 342 | 26l
MeOH 2,59 [ 334 | 259 | 301 | 129 [ 1,16 | 0,00 | 2,17 | 1,55 | 339 | 2,17
NH R, RS,a-c RS,c-b RS,b-d RS,a—b I:zs,c-d
7 MeCN® 787 | 11,60 | 1085 | 1354 | 147 | 125 | 640 | 1,55 | 3,50 | 810 | 4,92
H,N COOH FDAA RS,a-c RS,c-d RS,d-b RS,a—b
MeOH” 435 | 883 | 6,19 | 9,15 | 2,03 | 148 | 491 | 563 | 060 | 11,12
RS,c-a RS,a-d RS,d-b RS,c-d RS,a—b
(S)- MeCN°® 797 | 976 | 858 | 1056 | 122 [ 123 | 1,17 | 1,73 [ 1,13 | 3,08 | 293
NIFE MeOH® 3,78 | 6,68 | 538 | 6,68 | 1,77 | 129 | 326 | 2,63 | 051 | 6,60 | 2,77
NH o Rsac Rscb Rsp-d Rs.a-b Rs,c-d
R, CHT | H,O/MeOH®" | 237 | 503 | 2,76 | 503 | 2,02 | 1,82 | <040 | 1,83 | 0,00 | 344 | 183
HoN COOH Rs,d-c Rs,c-b RS,b-a
CR(+) |HCIO/MeOH?| 64,04 | 40,83 | 42,67 | 3574 | 1,57 | 1,19 | <040 | 0,00 | 196

Kromatografias koriilmények: kozvetett modszer: oszlop, Vydac 218TP54; aramlési sebesség, 1,00 ml perc’'; detektalas, (S)-NIFE szarmazék,
205 nm, GITC szarmazék, 250 nm; FDAA szarmazék 340 nm; ‘részleges elvéalas a "szimmetrikus karbamidtol”; kozvetlen modszer: oszlop,
CHT, Chirobiotic T; CR(+), Crownpak CR(+); ramlasi sebesség, * 0,80 ml perc™, ** 0,75 ml perc, detektalas, 220 nm;

eluens, “H,0(0,1%TFA)/MeCN=65/35 (v/v); °H,0(0,1%TFA)MeOH=45/55 (v/v); °H,O(0,1%TFA)/MeCN(0,1%TFA)=65/35 (v/v);
‘H,0(0,1%TFA) MeOH(0,1%TFA)=45/55 (v/v), “H,0/ MeOH=90/10 (v/v), 100%HCIO4(pH=4,0), *HCIO4(pH=4,0)/MeOH=90/10 (Vv/v),
hHzO(O,l%TFA)/ MeCN=60/40 (v/v); R, 2-propilcsoport, Ry, 3-pentilcsoport, Rs, fenil csoport, R4, 2,6-dimetoxi-fenilcsoport;
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F/16. Tablazat

Gly, Ala, Phe analogok kromatografids adatai és az enantiomerek elvalasztasat kisérd

standard szabadentalpia valtozas kiilonbségek Chirobiotic T, Chirobiotic Tag oszlopokon

Vegyiiletek | 0s71op Ky ks o Rs p j‘(rﬁfl_?
20 PhGly
T 1,45 8,98 6,19 7,75 4,52
T - TAG 2,24 26,19 11,69 6,83 6,09
21 (4-OHPh)Gly
§ T 1,32 6,57 4,98 7,43 3,97
TAG 1,83 4,45 2,43 4,12 2,19
22 Igl
T 0,06 0,37 6,17 1,00 4,50
TAG 2,28 6,30 2,76 2,40 2,51
23" Thg
P T 1,47 5,76 3,92 7,64 3,38
H3v~ i coon TAG 2,04 12,40 6,32 5,76 4,57
24" Mag
R T 1,43 2,46 1,72 2,84 1,34
TAG 1,86 4,28 2,30 4,20 2,06
25" 1-Nal
T 2,13 3,28 1,54 2,40 1,07
- TAG 4,03 5,41 1,04 1,46 0,72
26" 2-Nal
T 2,14 3,31 1,55 1,76 1,08
- Ch- oot TAG 3,39 7,45 2,19 3,42 1,94
27 Phe
Q T 1,68 2,65 1,58 2,08 1,13
L TAG 2,37 4,46 1,93 3,56 1,63
29 4-FPhe
T 1,56 2,05 1,51 2,29 1,02
TAG 2,07 3,83 1,85 2,94 1,52
30 F5F
r T 0,42 0,42 1,00 0,00 0,00
jij[ TAG 1,11 1,77 1,59 2,42 1,15
f

H,N—CH— COOH
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— A(4G9

Vegyiiletek | Oszlop Ky ka @ Rs kJ mol™
31 2-MePhe
T 2,20 2,96 1,34 2,16 0,72
L TAG 3,05 3,96 1,29 1,28 0,63
32 4-MePhe
T 1,92 2,68 1,39 2,67 0,81
TAG 2,71 4,27 1,57 2,16 1,11
33" 2,4-diMePhe
T 2,14 2,64 1,23 1,71 0,51
TAG 3,79 4,17 1,10 0,53 0,23
?HZ “OOH
34 2,6-diMePhe
Q T 2,28 2,56 1,12 1,05 0,28
e Ve coon TAG 2,56 3,54 1,38 1,82 0,79
35" 2,4,6-triMePhe
T 2,13 2,92 1,37 2,22 0,78
Q TAG 2,65 4,69 1,77 3,11 1,41
36 4-MeOPhe
T 1,84 2,88 1,57 2,63 1,11
TAG 2,84 4,82 1,69 2,70 1,30

H

HN—CH— COOH

Kromatografias koriilmények: oszlop, Chirobiotic T, Chirobiotic Tag; éaramlési
sebesség, 0,8 ml perc'l, detektalds, 205 nm; homérséklet, 25 °C; eluens, H,0O(0,1%
TEAA (pH 4,1))/MeOH = 20/80 (v/v); elucids sorrend nem meghatarozott
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F/17. Tablazat

"Iminosav” analdégok kromatografids adatai és az enantiomerek elvalasztdsat kisérd
standard szabadentalpia valtozas kiilonbségek Chirobiotic T és Chirobiotic Tag oszlopokon

Vegyiiletek Oszlop K1 Ko a Rs _kj‘(rﬁ(gsl?
66 c-4-OHPro
HOY_L T 0,90 1,07 1,19 0,91 0,43
wr~coon | TAG 1,11 1,39 1,25 1,19 0,55
67" a-MePro
@COOH T 1,12 1,36 1,21 1,43 0,47
N TAG 2,09 2,21 1,05 0,60 0,12
68 baikain
7 T 0,44 0,59 1,34 0,86 0,72
NH” N COOoH TAG 2,21 4,41 1,99 2,38 1,70
69 Pip
(\/L T 2,30 3,15 1,37 1,89 0,78
NH” > COOH TAG 2,73 7,47 2,73 2,75 2,49
70 c-4-OHPip
OH T 0,15 0,26 1,73 1,11 1,36
h TAG 1,07 1,93 1,80 2,00 1,45
NH COOH
71 t-5-OHPip
HOT\L T 0,43 0,53 1,23 0,63 0,51
NHCooH | TAG 2,37 8,05 3,39 2,88 3,02
72"
NH T 0,55 0,72 1,31 1,43 0,67
NHlCOOH TAG 11,02 12,19 1,10 0,80 0,23
73"
HECTNHL T 0,59 1,06 1,80 2,72 1,45
NHTCo0H | TAG 10,09 13,43 1,33 1,44 0,70
74
01 T 0,21 0,58 2,79 2,56 2,54
NHZNCOOH TAG 1,86 4,17 2,24 2,80 1,99
75
(S\/L T 0,45 0,88 1,95 2,24 1,65
NHZNCOOH TAG 2,80 8,79 3,14 3,26 2,83

Kromatografias koriilmények: oszlop, Chirobiotic T, Chirobiotic Tag; &aramlasi
sebesség, 1,0 ml perc'l, detektalas, 205 nm; homérséklet, 25 °C; eluens: H,O(0.1%
TEAA (pH 6,5))/MeOH = 20/80 (v/v); elucids sorrend nem meghatarozott
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F/18. Téablazat

B-aminosav analogok kromatografids adatai és az enantiomerek elvélasztdsat kisérd
standard szabadentalpia valtozés kiilonbségek Chirobiotic T és Chirobiotic Tag oszlopokon

Vegyiiletek Oszlop Eluens ki K a Rs I(‘?(rﬁ(ﬁ?
55
T 0/100 a 4,45 4,71 1,06 0,46 0,14
ICOOH TAG 0/100 a 8,13 8,43 1,00 0,00 0,00
HC” > NH T 20/80 b 3,38 5,71 1,69 2,62 1,30
T ¢ 2,77 2,96 1,07 0,97 0,17
TAG ¢ 4,01 4,45 1,11 0,48 0,26
56"
T 0/100 a 3,64 1,02 1,10 0,44 0,24
oot TAG 0/100 a 10,46 | 10,97 1,05 0,44 0,12
HSCJ NH T 10/90 a 2,10 2,36 1,12 1,03 0,28
T ¢ 2,87 3,12 1,09 0,66 0,21
TAG ¢ 2,06 3,38 1,64 1,26 1,22
57
T 0/100 a 5,27 5,57 1,06 0,40 0,05
J[COOH TAG 0/100 a 7,11 7,11 1,00 0,00 0,00
T 5/95 a 2,29 5,46 2,46 3,95 2,23
T ¢ 2,34 2,58 1,10 0,55 0,24
TAG ¢ 2,99 4,43 1,48 0,40 0,97
58
T 0/100 a 6,27 6,61 1.05 0,50 0,12
VECOOH TAG 0/100 a 8,29 9,77 1,18 1,28 0,41
I T 30/70 a 2,86 4,21 1,47 2,14 0,95
T N 2,73 3,02 1,11 1,24 0,26
TAG ¢ 4,56 4,56 1,00 0,00 0,00
59"
T 0/100 a 2,97 3,31 1,11 0,52 0,26
oo TAG 0/100 a 7,70 7,70 1,00 0,00 0,00
‘“C\i N, T 10/90 a 1,91 2,35 1,23 1,55 0,51
T c 237 | 2,63 1,11 0,78 0,26
TAG ¢ 1,97 2,39 1,21 0,75 0,47
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Vegyiiletek | OSZI%P | Ejyens Ky ka @ Rs kJ mol™
60
T 0/100 a 2,36 2,73 1,16 0,58 0,37
coon TAG 0/100 a 5,77 6,17 1,06 0,40 0,14
S T 10/90 a 1,44 1,72 1,19 1,47 0,43
- T c 191 | 224 | 1,17 0,65 0,39
TAG ¢ 2,07 2,01 1,00 0,00 0,00
61"
T 0/100 a 4,46 4,46 1,00 0,00 0,00
M TAG 0/100 a 7,15 7,15 1,00 0,00 0,00
ey T ¢ 2,27 2,75 1,21 0,93 0,47
3 TAG c 206 | 227 | 1,10 0,47 0,24
62"
T 0/100 a 3,26 3,68 1,13 1,35 0,30
TAG 0/100 a 6,12 6,54 1,07 0,40 0,17
jL T c 211 | 223 | 1,06 0,44 0,14
e TAG ¢ 1,90 2,11 1,11 0,71 0,26
63
T 0/100 a 4,42 4,82 1,09 0,67 0,21
oot TAG 0/100 a 6,61 7,03 1,06 0,40 0,14
Oi N T 10/90 a 4,12 1,77 1,16 1,45 0,37
T ¢ 2,22 2,60 1,17 0,98 0,39
TAG ¢ 2,11 2,27 1,08 0,50 0,19
64"
T 0/100 a 5,09 5,67 1,11 0,41 0,26
N TAG 0/100 a 8,33 8,33 1,00 0,00 0,00
@i T 10/90 a 2,24 2,58 1,15 0,70 0,35
T ¢ 2,66 3,29 1,24 0,97 0,53
TAG ¢ 3,39 3,90 1,15 0,40 0,35
65
T 0/100a | 18,08 | 22,28 1,23 1,52 0,51
oo TAG 0/100a | 26,74 | 31,71 1,19 0,40 0,43
T ¢ 6,29 6,86 1,09 1,00 0,21
TAG ¢ 5,39 5,39 1,00 0,00 0,00

Kromatografias koriilmények: oszlop, Chirobiotic T, Chirobiotic Tag; aramlasi
sebesség, 0,4 ml perc'l, detektalas, 205 nm; homérséklet, 25 °C; eluens, a, H,O/MeOH
(v/v), b, H0(0.1% TEAA (pH 4.1))/MeCN (v/v), ¢, MeOH/AcOH/TEA=1000/1/1
(v/v/Iv); “elticios sorrend nem meghatarozott
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F/19. Téablazat
A vegyliletek sztreoizomerjeinek retencios faktor, elvalasztasi tényezd és felbontés értékei

valtozo eluensisszetételnél, 293 K homérsékleten

FEluens Osszetétel

Kromatografias H,0(0,1%TEAA(pH=6,5))/MeOH

Vegylilet adatok V/v)
80/20 | 60/40 | 40/60 | 20/80
17 Trp
NH COOH KL 3,06 2,48 2,56 4,33
©/_L i o 143 | 160 | 1,66 | 136

Rs 1,40 2,87 2,62 2,00

43 eritro- B-MeTrp

ke 229 | 167 | L74 | 2.8
%COOH o 157 | 160 | L62 | 1,60
Rs 128 | 287 | 093 | 169

44 treo- B-MeTrp

ko 2,97 2,58 2,65 3,00
©g¥<c0011 o 1,68 1,29 1,00 1,13
11, NH, Rs 2,11 1,31 0,00 0,50

53 Z-Trp

Q/E\/EOOH ks 7,38 1,67 0,65 0,60
%o a 431 5,79 4,80 3,45

/\Q Rs 5,12 5,95 5,22 3,57

54 DNPyr Trp

OOH Ky - 4,26 1,58 0,88

Q a ; 11,50 | 8,52 5.11
NH

Rs _ 1136 | 7.89 6,10
85 CMP-Tic

L ke - 558 | 283 | 140
e a . 299 | 2,66 | 3.20
Cl

Rs - 5,90 6,76 10,17

98 butirolakton

*\ ky 2,94 1,36 0,95 -
o0 a 1,52 1,41 1,32 -

Rs 1,67 | 2,52 1,65 ;

Oszlop, Chirobiotic R; aramlési sebesség, 1,0 ml perc'l; detektalas, 205 nm; eluens, H,O
(0,1% TEAA (pH=6,5))/ MeOH= 80/20, 60/40, 40/60, 20/80 (v/v); hdmérséklet, 293K
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F/20. Téablazat
A Trp és CBZ-Trp kromatografias paramétereinek valtozasa a hdmérséklet fiiggvényében

adott eluensosszetételeknél

Veoviilet kromatografias Homérséklet/ K
gyu adatok 276 | 283 | 293 | 303 | 313 | 323
17 Trp
H,0(0,1%TEAA(pH=6,5))/MeOH=80/20 (v/v
ke 550 | 4,50 [ 3,06 |2,07]1,72] 1,36
a 1,69 | 1,54 | 1,43 | 1,39 | 1,32 | 1,17
Rs 2,11 | 222 [ 1,40 [ 1,11 [ 0,72 | 0,56
H,0(0,1%TEAA(pH=6,5))/MeOH=60/40 (v/v
ke 4,13 ] 3,48 | 248 [ 187147 1,13
- a 2,03 | 1,74 | 1,60 | 1,46 | 1,25 | 1,17
©/—L CooH Rs 3,57 | 333 [ 2,87 | 2,28 | 1,23 10,76
cn,~ CHNE: H,0(0,1%TEAA(pH=6,5))/MeOH=40/60 (v/v
ke 3,70 | 3,32 [ 2,56 | 2,15 | 1,78 | 1,56
a 2,03 | 1,71 | 1,66 | 1,47 | 1,35 | 1,22
Rs 2,92 | 2,70 [ 2,62 [ 2,00 | 1,37 | 1,20
H,0(0,1%TEAA(pH=6,5))/MeOH=20/80 (v/v
ke 564 | 5,00 | 433 [3,23]2,69]228
a 1,68 | 1,48 | 1,36 | 1,36 | 1,21 | 1,12
Rs 2,31 | 221 [ 2,00 ] 1,57 | 1,26 | 1,12
53 Z-Trp
H,0 (0,1%TEAA(pH=6,5))/MeOH=80/20 (v/v)
kg - [1536]7,38]4,05]2,13 1,28
a - | 517 | 431|3,88]3.20]275
Rs - [ 733 1512483474412
H,0 (0,1%TEAA(pH=6,5))/MeOH=60/40 (v/v)
kg - [3,56 [ 1,67]1,00]0,50] 0,33
NH a - | 7,60 579|452 3,84 282
COOH O
% I Rs - [ 6,554 |595]588] 541277
NHZ 0@ H,0(0,1%TEAA(pH=6,5))/MecOH=40/60 (v/v
kg 1,12 | 1,15 | 0,65] 0,40 [ 0,34 | 0,27
a 8,55 | 5,87 | 4,80 | 442 | 3,20 | 2,14
Rs 541 ] 528 [ 522 ]437]3,26] 240
H,0(0,1%TEAA(pH=6,5))/MeOH=20/80 (v/v
kg 0,89 | 0,76 | 0,60 [ 0,50 | 0,46 | 0,35
a 580 | 4,59 | 345|256 | 1,78 | 1,54
Rs 2,70 | 3,05 | 3,57 [ 2,50 | 2,14 | 1,43

Oszlop, Chirobiotic R; aramlési sebesség, 1,0 ml perc'l; detektalas, 205 nm; eluens, H,O
(0,1% TEAA (pH=6,5))/) MeOH= 80/20, 60/40, 40/60, 20/80 (v/v); hémérséklet, 276K,
283K, 293K, 303K, 313K, 323K
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F/21. Téablazat

Kromatografids paraméterek kiilonbozé hdmérsékleten poldr-organikus mdodban

Veoviilet kromatografias Homérséklet / K
eyt adatok 278 | 283 | 293 | 303 [ 313 | 323
17 Trp
coon ke 1,97 [ 1,97 [ 1,80 | 1,72 | 1,58 | 1,41
e a 1,76 | 1,60 | 1,65 | 1,55 | 1,50 | 1,44
Rs 2,08 | 2,18 | 2,60 | 2,66 | 2,55 | 2,48
43 e-B-MeTrp
NH ke 0,88 | 0,85 0,87 | 0,86 | 0,83 | 0,81
%COOH a 228 | 2,31 | 2,18 | 2,12 | 2,03 | 1,90
NH, Rs 2,85 2,93 | 3,39 | 3,63 | 3,41 | 345
44 t-B-MeTrp
NH ke 129130 ] 126 | 1,24 ] 1,17 | 1,11
%COOH a 1,55 | 1,46 | 1,46 | 1,48 | 1,48 | 1,47
CH, NHy Rs 1,28 | 1,36 | 1,70 | 1,96 | 2,03 | 2,14
53 Z-Trp
Q/E\/EOOH c ky 0,55 | 0,47 [ 0,38 ] 0,32 ] 0,25 | 0,20
a6 a 590 | 557 | 4,58 | 3,84 | 324 | 2.85
Rs 2,68 | 3,17 | 3,39 | 4,00 | 3,82 | 3,61
54 DNPyr-Trp
NH_ oon kg 0,72 ] 0,65 ] 0,52 10,42 ] 0,35 [ 0,29
Q a 420 | 3,78 | 3,78 | 3,24 | 3,08 | 2,76
Rs 4,17 | 4,71 | 4,83 | 4,16 | 4,61 | 3,87
85 CMP-Tic
ky 0,05 | 0,05 [ 0,04 ] 0,03 ] 0,02 ] 0,02
C a 16,70 | 15,10 | 14,50 | 14,66 | 12,71 10,56
3 b Rs 7,28 | 317 | 3,62 | 3,15 | 242 | 1,70

Oszlop, Chirobiotic R; 4ramlasi sebesség, 1,0 mlperc;
MeOH/AcOH/TEA= 1000/1/1 (v/v/v); hémérséklet, 278K 283K, 293K, 303K, 313K,

323K
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F/22. Téablazat

Kromatografias paraméterek kiilonbozé hémérsékleten normal-fazisban

Vegyilet kromatografias Homérséklet/ K
adatok 278 | 283 | 293 | 303 | 313 | 323
hexan/etanol=20/80 (v/v)
43 eritro-B-MeTrp
NH ke 0,77 1 0,75 1 0,69 | 0,65 | 0,60 | 0,55
| ot coon a 1,95 | 1,90 | 1,84 | 1,77 | 1,73 | 0,69
NH, Rs 1,55 | 1,93 | 1,76 | 1,82 | 2,58 | 2,35
44 treo-B-MeTrp
NH ke 0,76 | 0,751 0,68 | 0,64 | 0,60 | 0,56
%COOH a 1,96 | 1,88 | 1,85 | 1,79 | 1,76 | 1,73
CHy NH Rs 1,80 | 1,70 | 2,00 | 2,15 | 2,20 | 2,29
53 Z-Trp
Nﬂl COOH . ky 1,79 | 1,77 | 1,43 | 1,27 | 1,07 | 0,95
NN a 2,15 [ 1,94 | 1,68 | 1,41 | 1,23 | 1,15
/\© Rs 0,71 | 0,96 | 0,91 | 0,77 | 0,56 | 0,60
54 DNPyr-Trp
NI oon ky 359 [342]2,64 212 1,88 | 1,63
Q o 2,02 | 1,98 | 1,78 | 1,74 | 1,56 | 1,40
Rs 1,07 | 1,08 | 1,08 | 1,06 | 1,07 | 1,43
hexan/etanol=95/5 (v/v)
98 "butirolakton”
JR ky 11,00 9,93 | 8,17 | 6,82 | 5,75 | 4,94
: o0 a 1,07 | 1,08 | 1,06 | 1,04 | 1,04 | 1,02
Rs 0,58 | 0,61 | 0,65 | 0,62 | 0,58 | 0,46

Oszlop, Chirobiotic R; aramlasi sebesség, 1,0 mlperc’;

hexan/etanol=20/80, illetve 95/5 (v/v).
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F/23. Téablazat

A vizsgalt vegyiiletek A(AH®) és A(AS®) és a van't Hoff egyenlet egyenes illesztésének

korrelacids koefficiens értékei az eluens Osszetétel fliggvényében forditott fazison

Termodinamikai Eluensosszetétel
adatok és H,0(0,1%TEAA (pH=6,5))/MeOH (v/v)
Vegyiilet korreljélcu')s
Alzzgﬁ;lffjn;ffl 8020 | 60/40 | 40/60 | 20/80
A(AS®)/ J mol 'K
17 Trp
A(AH®) 6,10 | -850 | -740 | -5.80
O/—L COOH A(4S°) 17,10 | 2520 | 21,10 | -16,80
_CHNH, L 0,9788 | 0,9990 | 0,9958 | 0,9931
b 0,9612 | 0,9998 | 09991 | 0,9962
43 eritro-p-MeTrp
A(AH®) 740 | -650 | -8,00 | -7,40
O/_Liz oom A@SY) 21,40 | -1820 | 2330 | 21,10
P L 0,9981 | 0,9955 | 0,9985 | 0,9946
b 0,9961 | 0,9985 | 0,9985 | 0,9915
44 treo-B-MeTrp
A(AH®) 6,40 | -3,60 0,00 -1,30
COOH A(AS®) -18,00 | -10,00 | 0,00 -3,50
i riL 0,9976 | 0,9974 | 0,9986 | 0,9912
b 0,9993 | 0,9971 | 09986 | 0,9918
53 Z-Trp
A(AH®) 11,70 | -18,70 | -19,30 | -21,40
% ’ A(AS®) 27,60 | -4720 | -52,40 | -62,80
N~ /\O 2, 0,0990 | 0,0957 | 09593 | 0,876
) 0,9994 | 0,9990 | 0,9975 | 0,9999
54 DNPyr-Trp
NS coon A(AHP) - 20,80 | -16,70 | -24.20
w“ Q AGAS°) - 50,50 | -3940 | -68,70
) - 0,9988 | 0,9957 | 0,9843
% - 0,9933 | 0,9996 | 0,9990
85 CMP-Tic
O 1 A(AH®) - -5,10 -7,30 | -14,40
. A(AS®) - 7,90 | -16,70 | -39,60
O ) - 0,9995 | 0,9979 | 0,9828
“ ) - 0,9891 | 0,9966 | 0,9905
98 "burirolakton”
L\ A(AH®) 3,60 | -2,60 | -1,90 -
o0 A(AS®) -8,80 -5,90 -4,0 -
) 0,9996 | 0,9958 | 0,9931 -
5 0,9996 | 0,9984 | 09932 -

Oszlop, Chirobiotic R; aramlasi sebesség, 1,0 mlperc'l;
H,0(0,1%TEAA (pH=6,5))/MeOH= 80/20, 60/40, 40/60, 20/80 (v/v)
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F/24. Téablazat

A vizsgalt vegyiiletek A(AH®) és A(AS®) és a van't Hoff egyenlet egyenes illesztésének

korrelacios koefficiens értékei az eluens Osszetétel fiiggvényében polar-organikus modban

Sztereo Korre-
Vegyiilet TPOMET | AHe | ASe | AGS | A(AH®) | A(AS®) | A(AGP) ll(ice‘gg
ciens
17 Trp
NH oo L |-547| -238 |-471| 2,66 | -5,14 | -1,00 | 0,961
@ /CIH-NHZ
CH, D |-814| -7,52 |-5,71 0,976
43 eritro-p-MeTrp
NHI L | -1,10| 644 |-3,18| 2,97 | -3.68 | -1,78 | 0,988
CH; coon
NH, D | -407| 276 |-4,96 0,960
44 treo-B-MeTrp
NH L | -247| 485 |-404| -0,61 | 121 | -1,00 | 0,920
| COOH
N D | -3,08| 6,06 |-504 0,919
53 Z-Trp
mwg 1 |-16,33|-52,14 | 0,51 | -12,45 | -29.97 | -2,77 | 0,998
NH- C\o
2 |-28,78| -82,12 | -2,26 0,999
54 DNPyr-Trp
NH
@J\/CLOOH No2 1 |-15,16| -45.68 | -0.41 | -6.66 | -12,14 | -2,77 | 0,999
N 2 |-21,82] -57.82 | -3,15 0,995
2
85 CMP-Tic
H 1 |-12.86| -59.09 | 6,22 | -6.67 | -0,75 | -643 | 0,995
. O 2 |-19,54| -59,85 | -0,21 0,998

Oszlop, Chirobiotic R; aramlasi sebesség, 1,0 mlperc'l;

MeOH/AcOH/TEA= 1000/1/1 (v/v/v)
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F/25. Téablazat
A vizsgalt vegyiiletek A(AH®) és A(AS®) és a van't Hoff egyenlet egyenes illesztésének

korrelacioés koefficiens értékei az eluens Osszetétel fliggvényében normal fazisu

kromatografia esetén

Sztereo- Korre-
Vegyilet VO abe | A | AGS | AGHY) | AGSY) | ALGY) | o

ciens

43 eritro-B-MeTrp

NH L 560 | -11,91 | -1,75 | -2.36 | -2,96 | -1.40 | 0,995
| cn, COOH
NH, D 2796 | -14.88 | -3,15 0,999

44 treo-B-MeTrp

N L -543 | -11,29 | -1,78 | -1,64 | -0,57 | -1,46 | 0,997
COOH
NH, D -7,08 | -11,86 | -3,25 0,997

H
l
CH

53 Z-Trp

%OOH? 1 211,22 | 28,09 | -3,14 | 9,70 | -28.96 | -0,34 | 0,992

NH/C\O
2 -21,92 | -57,06 -3,49 0,996

54 DNPyr-Trp

NH
@/J\/CLOOH NO, 1 -13,89 | -28,88 | -4,56 | -7,22 | -19,42 | -0,95 | 0,988
&
NO,

2 -21,11 | -48,30 | -5,51 0,991

98 "butirolakton”

@)\—/L\ 1 13,18 | -17,16 | -7.64 | -120 | -3,62 | -0,03 | 0,997
O O

2 -14,38 | -20,79 | -7,67 0,999

Oszlop, Chirobiotic R; aramlési sebesség, 1,0 ml perc'l; detektalas, 205 nm; eluens,
hexan/etanol=20/80, illetve 95/5 (v/v).
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