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Az értekezésben hasznalt gyakoribb roviditések
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teicoplanin alapu kiralis allofazis

risztocetin A alapu kiralis all6fazis .
Cahn-Ingold-Prelog-szabaly a konfiguracid jelolésére és meghatarozasara

Crownpak CR(+): kiralis koronaéter alapu allofazis
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DNB:
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Et:

&
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Magyarazat az értekezésben hasznalt szamozasok és jelolések jelzésére:

Az egyes fejezetekben [félkdvér és dolt szammal) szbgletes zardjelben szerepld és a 12.
Fejezetben felsorolt hivatkozasi szamok azokat a munkakat jel6lik, melyek alapjan a
doktori értekezés késziilt. Példa: [2, 3, 12] vagy (2, 3, 12-18].

Az értekezésben [normal és allé6 szammal] szogletes zardjelben szerepld, az értekezés
végén a 13. Fejezetben azokat a szakirodalomban talalt hivatkozasokat soroljuk fel,
melyeket az értekezés soran felhasznaltunk. Példa: [252, 268-293].

A Fiiggelékben szereplé Tablazatokat az Ertekezés szovegében a tablazatszam eltt F.
betiivel jeloltiik. Példa: F.2.3.1.a.,b. Tablazat.

A szévegben szereplo (félkovér szamok) kerek zardjelben a vegyiiletek szamozasat
jelentik, a hozzajuk tartoz6 szerkezeti képletek és elnevezések a F.2.3.A. és F.2.3.B.
Tablazatokban ¢s Fejezetekben talalhatok. Példa: (71) vagy felsorolasnal (69)-(72).

Ha az Ertekezésben sajat kozleményeinkben szerepld adatokra hivatkozunk, ezekben a
kozleményekben a vegyiiletek szamozasa eltér6. Az olvasé dolgat megkdnnyitendd, az
Ertekezésben a F.2.3.A. és B. szerinti szamozas (félkovér szamok) utan, attdl vesszovel
elvalasztva, normal allé szamok (kerek zardjelben) jelzik a megfelelé kozleményben
szerepld szamozaséat ugyanannak a sztereoizomernek. Példa: (71),(5) vagy felsorolasnal

((69)-(72), 3)-(6)).

A kromatografias adatok szamitasara alkalmazott dsszefiiggések:

k = (tr-tm)/tm

a = kiy/k;

N = 16(tp/w)* vagy N = 5,54(tr/w12)"

Rs=0.25 x YN, x [(a-1) a] x [ka/(1+k2)] (két egymast kovetd cstcs felbontasa) vagy
Rs = [(trz-tr)] / [0,5%(w1tw»)] vagy Rs= 1.18{(trz-tr1)] / [(Wir2tW2r2)]

(tobb egymast kovetd cstics felbontasa)



1. Bevezetés

1.1. A Kkiralitas jelentésége '

A kiralitas és a hozza kapcsolddé jelenségek iranti érdeklédés az utébbi években mind
tudoményos, mind gazdasigi szempontb6l megsokszorozodott, elsGsorban a bioldgia, a
gyégyszeripar valamint a novényvéddszer-, élelmiszer- és szinezékipar tdmasztotta igényeknek
készonhetden. 1997-es adatok szerint a vilag 500 vezet6 gydgyszere koziil 269 keriilt enantiomer
formaban forgalomba és értékiik meghaladta a 100 milliard dollart, mely az 6sszforgalom 28 %-
a[l). _

Ariéns [2] szerint a gydgyszerben eléfordulé enantiomerek a szervezetben kiilénbozo
bioldgiai hatast fejthetnek ki. Az emberi szervezetben lejatsz6dé fizikai és kémiai folyamatok
soran a gyogyszermolekula aszimmetrikus bioldgiai makromolekuldkkal (fehérjék,
polinukleotidok, gliikolipidek) keriil kélcsonhatasba. Ez a kirélis kornyezet megkiilonbozteti a
nagyon hasonlé enantiomereket is. A sztereoizomerek kiilénb6zhetnek a farmakoldgiai aktivitas
tipusaban és mértékében, vagy farmakokinetikai tulajdonsagaikban. Az alkalmazott terapias
hatasért felelés enantiomer az eutomer mellett jelenlévé masik izomer a disztomer csak idealis
esetben inaktiv [3]. Szamos példa bizonyitja, hogy a disztomer mutathat:

- azonos farmakoldgiai hatast, de nagyobb toxicitast,

- mas farmakoldgiai hatast vagy

- anfagonizmust. |

Kutatasi érdeklédésiink a kirdlis vegyiiletek korében elsésorban az aminosavak, az
aminosavakhoz vezetd, illetve bel6lilk szarmaztathaté vegyiiletek és a peptidek teriiletére esett.
Végs6 soron a peptidalapu gydgyszerkutatas célja nagy aktivitasu és receptor szelektiv peptidek
szintézise.

A peptidek igen ﬁexibilis molekulak, melyek a térben szamtalan konformaciét vehetnek
fel és ezek oldatbeli szerkezete, fiigg a kdrnyezettél is. A receptorokkal valé kélcsénhatis soran
azonban kohfonnéciéjuk meghatarozott, rogzitett. A bioaktiv konformacié rendszerint nem
ismert, rontgendiffrakciés €s NMR-spektroszkopiai mérések segitenek a felismerésben, a
ténylegesen aktiv szerkezetek kutatisa ma az egyik f6 irany. A kozvetett stratégia e
megismerésben helyi konformaciés gatak beépitése a peptidekbe és igy a bioldgiailag aktiv
konformacié régzitése [4], Erre szdmos lehet6ség kindlkozik, legcélszerlibben konforméaciésan
gatolt aminosavak beépitése, melyekkel olyan mésodlagos szerkezeteket hozhatunk létre, mint
o-hélix, B-kanyar, y-kanyar, transz-, cisz- és gauche(+), gauche(-) térallasok, stb. Konforméacios
gat kiépithetd nemfehérje-alkotd aminosavakkal, ilyenek példiul o- és B-metil(alkil)

szubsztitualt analégok, prolin analégok, szubsztitudlt aromas aminosavak vagy peptidek
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ciklizalasaval az aminosav oldallanc kotésével a peptidlanchoz vagy a C-terminalis és N-
terminalis aminosavak gyiiriibe zarasaval.

Ugyancsak kiilénleges szerkezeti elemek hozhatdok 1étre B-aminosavak beépitésével, mely
az utobbi tiz év kutatasi eredménye. A mar emlitett helikalis, B-kanyar, y-kanyar szerkezetek
mellett parallel és antiparallel red6zott rétegek, nanocsdves modellek is létrejohetnek. A fenti
masodlagos, harmadlagos szerkezeti hatasokon tilmenden olyan alapveté sajatsagok is
valtozhatnak, mint a receptor szelektivitas, agonista-antagonista sajatsag, aktivitas novekedés—
csokkenés, proteolizissel szembeni stabilitas.

Mind az alapvetd, mind a szerkezeti sajdtsdgok meghatarozasaban dontd jelentsége
lehet az jonnan beépitett aminosavak konfigurdcidjinak.

A modositasra hasznalt nemfehérje-alkoté aminosavak szintetikus eredetiiek (néhany
ugyan el6fordul alacsonyabb rendii szervezetekben is) és szintézisilkk nem mindig vezet tiszta
enantioﬁer termékhez. Hasonld a helyzet az altalunk vizsgélt ciklikus kiralis alkoholok,
aminosav-amidok és egyéb vegyiiletek esetén. A kirdlis tisztasdg meghatarozasa analitikai
feladat, melyre a kromatogrdfia kilonboz6 mddszerei a legalkalmasabbak. A kiralis tisztasag
meghatarozasanak ki kell egésziilnie a konfigurdcié megallapitasaval. A konfiguracié
azonositasahoz a kromatografia onmagaban véve nem elegendd, ehhez igénybe kell venni
szerkezetvizsgald modszereket, mint a rontgendiffrakcié, az NMR-spektroszképia vagy

enzimatikus reakciokat.
1.2. Az enantiomerek elvalasztasanak jelentosége

Kiralis vegyiiletek enantiomer-elvalasztasa kromatografiass moddszerekkel a modern
analitika egyik legdinamikusabban fejl6dé teriilete. Az elvalasztisi médszerek fejlesztése iranti
igény legfoképpen a biologia és a gyogyszerkutatas teriiletén jelentkezett. A kiralis
kromatografia fontossagat a nyolcvanas évek végétdl megjelend konyvek, osszefoglalé munkak
emelkedd szama is mutatja [5-29], melyek alapvet forrasai az e teriileten dolgozo6 kutatoknak.

Az enantiomerek, 1évén egymas tiikorképi parjai, hagyomanyos folyadékkromatografias
mddszerekkel nem valaszthatok el, csak akkor, ha olyan sztereospecifikus kémiai reakci6t vagy
kolcsonhatast alkalmazunk, melynek soran eltérd sajatsagi vegyiiletek keletkeznek, illetve a két
antipéd kiilonb6zoképpen reagal. Ezek alapjan a sztereoizomerek elvalasztasi lehetGségei az
alabbiak szerint csoportosithatok:

1. oszlop eldtti kiralis szarmazékképzéssel késziilt diasztereomer-parok elvalasztisa

(kozvetett modszer),

2. elvalasztas optikailag aktiv allofazison (kézvetlen mbdszer),

3. elvalasztas optikailag aktiv reagenst tartalmazé eluenssel (kdzvetlen médszer).



elonyeit és hatranyait a 1.2.1. Tablazatban foglaltuk Ossze. (Az Gsszeallitasnal Lough [10],
Toyo’oka [23] munkajara és sajat tapasztalatainkra hagyatkoztunk). A tablazatbol lathato, hogy
mindkét médszer szamos elénnyel és hatrannyal rendelkezik. Osszefoglaléan azt mondhatjuk,
hogy a két mddszer inkabb kiegészitdje, mint rivalisa egymasnak, azonban egyes teriileteken

egyik vagy masik hangsilyozottan keriil el6térbe (kozvetlen médszer: gyogyszeripar, preparativ

Munkénk soran a 3. mddszert nem alkalmaztuk, az 1. kozvetett és 2. kézvetlen modszerek
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kromatografia; kézvetett modszer: nyomanalizis, nagy felbontasi igény, kedvezd ar).

1.2.1. Tablazat

A kozvetett és kozvetlen kirdlis folyadékkromatogrdfidas modszerek dsszehasonlitasa

Elonyok
Kozvetett modszerek Kozvetlen modszerek
1. Az elvalasztas altalaban egyszeriibb, a|l. A kiralis  szelektor enantiomer
felbontas nagyobb. tisztasaga nem kritikus.
2. Az eliciés sorrend kovetkeztethetd | 2. Az enantiomerek azonos molaris
illetve megfordithat6 (antip6d reagens). abszorbanciaval rendelkeznek.
3. A detektélas als6 hatara csokkenthetd. | 3. Racemizaci6 nem  valdészinii az
analizis soran.
4. Az akiralis kolonna olcsébb. 4. Funkciés csoporttal nem rendelkezo
racematok is elvalaszthatok.
5. A modszerfejlesztés kevésbé idGigényes. | S. Preparativ célra is hasznosithato.
6. A szelektivitas novelhet6 (el6tisztitas). | 6. A homérséklet valtoztatasa gyakran
kedvezo az elvalasztas szempontjabol.
g Egyszer(i mintael6készités €s
kromatografalas.
Hatranyok
Kozvetett modszerek Kozvetlen modszerek
1. szarmazeékkeépzo enantiomer | 1. Az elméleti tanyérszam altalaban kicsi.
tisztasaga kritikus.
2. A képzddott diasztereomerek molaris |2. A deszorpcid kinetikdja egyes esetekben
abszorbanciaja kiilonbozhet. igen lassu.
3. A szarmazékképzés soran racemizacido|3. Az eliciés sorrend ¢és a Kkiralis
Iéphet fel. kolesonhatasok mibenléte nem tisztazott.
4. A szarmazékképzés soran ,kinetikai|4. Nincs altalanosan hasznalhato kolonna.
rezolucid” léphet fel.
5. Areagens feleslege és a melléktermékek | 5. A kiralis kolonndk rendkiviil érzékenyek
zavaro csucsként jelentkezhetnek. a munkakdriilmények valtoztatasara.
6. Az enantiomerek visszanyerése tovabbi|6. A kolonna draga.
miiveleteket igényel.
7. A szarmazékképzés idbigényes lehet.




1.3. A munka célkitiizése
Az értekezés célkitiizéseinek megvalositasara szolgalo munkatervet Osszefoglaloan az

1.3.1. abran szemléltetjik.

Lodenrd peptidstabilitas
vizsgalat
> D AL peptidhidrolizis konfiguracio
peptidanalizis ’ (mikrohullim) ’ azonositas =t
1\ Pt
aminosavak alkoholok
fehérjealkotok —> aminosav-amidok
nemfehérje-alkotok ¢ egyéb szirmazékok
(racematok) (racemitok)
(sztereoizomerek) (sztereoizomerek)
kromatogrifia
P> (kiralis) a3
ORI . S iy IR ot
kirilis VRK kirilis HPLC kiralis GC
kiralis szarmazékképzo kiralis alléfazisok > kiralis elvalasztas
reagensek <4—  hémérsékletfiiggése

1.3.1. abra. Az értekezés alapjat képezé vizsgalatok

A munka célja modszerek fejlesztése fehérjealkotd és nemfehérje-alkoté aminosav
sztereoizomerek, valamint rokon vegyiiletek sztereoizomereinek kiralis kromatografias
elvalasztasara. Vizsgalataink tovabbi targyat képezte a nemfehérje-alkoto aminosavak
felhasznalasaval készilt peptidek analitikaja a szintézistol kezdve a peptid stabilitas
vizsgalatokig bezardlag. A fobb pontokat a kovetkezokben foglaljuk Gssze:

1. Uj, kozvetett folyadékkromatografiass modszerek fejlesztése az (jonnan  szintetizalt
konformaciosan gatolt, vagy mas fontos szerkezeti elemet tartalmazd nemfehérje-alkoto
aminosav sztereoizomerek elvalasztasara és az enantiomer tisztasag meghatarozasara. A
kozvetett folyadékkromatografias modszerhez az irodalomban ismert, de az altalunk
vizsgalt rendszerekre az irodalomban eddig kevés kivételtdl eltekintve nem alkalmazott
kiralis szarmazékképzoket kivantuk hasznalni.

2. Uj kirdlis szarmazékképzok tervezése, szintézise és alkalmazasa. Els6sorban olyan reagens
fejlesztése volt a célunk, mely alkalmas konformaciosan gatolt aminosavak, szekunder
aminosavak (iminosavak) szarmazékképzésére, jO szelektivitast biztosit a tobb
kiralitascentrumot tartalmazé aminosav diasztereomerek elvalasztasaban és a képzodo
diasztereomer termék stabilis. Ehhez a munkahoz az elvalasztas optimalis koriilményeinek

kidolgozasa mellett a szarmazékképzés optimalizalasa elsorendi feladat.
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. Célunk volt a kozvetlen folyadékkromatografias médszerek nyujtotta elényok kihasznalasa.
Az alkalmazott kolonnék és aminosavak ujdonsaga iranymutat6 lehet hasonld szerkezetii
vegyiiletek elvalasztisaban. Az itt kifejlesztett mddszerek elvileg kozvetleniil
alkalmazhatok preparativ kromatografias célokra is, ami sok esetben, teljesen uj
aminosavakrol 1évén sz0, jelentés elény enantiomertiszta izomerek el6allitasara.

. A kozvetlen folyadékkromatografias kiralis elvéalasztasok - homersékletfiiggésének
tanulmanyozasaval az elvalasztisokat iranyitd kolcsonhatasok szerepére kivantunk
kovetkeztetni. A termodinamikai adatok (AH°, AS°, AG°®) mérésével kovetkeztetések
vonhatdk le a minta és az allofazis kozott lejatszodo kolcsonhatasok milyenségére.

. Uj, féleg kozvetlen folyadékkromatografias modszer fejlesztését tiiztiik ki célul néhany
gyogyszer alapanyagként fontos alkohol sztereoizomer kiralis elvalasztasara. A modszerrel
ezen alkoholok enzimatikus rezolvalasanak optimalizalasa volt a cél.

. Célul tiztik ki a sztereoizomerek elvélasztdsan tulmenéen az egyes optikai izomerek
konfiguraciojanak azonositasat. A standardok eloallitisahoz magunk fejlesztettiink
enzimatikus mddszereket, vagy a mas moédon (pl. kirdlis kromatografia, kristalyositas)
kapott enantiomerek azonositasat spektroszkopiai uton (NMR-spektroszkaia,
rontgendiffrakcid) ohajtottuk elvégezni.

. Ligandumcserés kirdlis vékonyréteg-kromatogrdfias vizsgalatokkal célunk volt a
molekulaszerkezet hatasanak tanulmanyozasa az elvalasztasra.

. A nemfehérje-alkot6 aminosavak foleg opioid peptidekbe keriiltek beépitésre. Munkank
jelentés célja volt a biolégiai hatasvizsgalatokat megel6zden, a peptidekben 1évo
nemfehérje-alkotéd aminosavak konfiguracidjanak meghatarozasa. Ehhez a peptidhidrolizist
kovetOen az altalunk kifejlesztett modszereket kivantuk hasznalni.

. A hosszi termikus . peptidhidrolizis helyett célul tiiztiik ki rovidebb és hatékonyabb
mikrohullamu hidrolizis kidolgozasat. A mddszert6l az id6 megtakaritadsan tulmenden a

racemizacid csbkkenését vartuk.

10. A nemfehérje-alkoté aminosavak egyik kedvez6 hatdsa, hogy peptidekbe épitve novelik a

proteolizissel szembeni stabilitast. Célunk volt a proteolizis nyomon kovetése néhany
GNRH (gonadotropin hormon-releasing hormon) és endomorfin analég esetén, mely

vizsgalatok tovabbi kiterjedt in vitro kisérletek alapjat képezték.



2. Kisérleti rész
2.1. Késziilékek

Az alkalmazott folyadékkromatografias rendszerek:
1. Type M-600 pumpa, Type M-996 detektor, Millenium 2010 és 32 jelfeldolgozd rendszer
(Waters, Milford, USA), '

2. Type 1525 pumpa, Type 487 detektor, Type 717 automataadagolé, Breeze jelfeldolgozé
rendszer (Waters),

3. Type L-6200 pumpa, Type L-3000 detektor, D-6000 HPLC jelfeldolgozé rendszer (Merck,
Darmstadt, Germany),

4. Type 325 pumpa, Type 332 detektor, Type 465 automataadagol6 (Kontron, Milano, Italy),

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

Tomegspektrométerek:
1. MS 902S FAB spektrométer, (AEI, Manchester, Anglia),
2. Quattro I (Micromass UK, Altrincham, Anglia).

NMR-késziilékek:
Brucker 250 és 500 MHz (Bettendorf, Switzerland).

2.2. Kolonnak

Cis alapi kolonnik: Nucleosil, 5 pm, (150x4,6 mm), Nucleosil, 10 pm, (250x4,6 mm),
Macherey-Nagel, Diiren, Germany; LiChrospher 100 RP18, 5 pm, (125x4,0 mm), LiChrospher
300, 10 pm, (250x4,0 mm), Merck; Vydac 218TP54, 5 pm, (250x4,6 mm), Vydac 218TP104, 10
pum, (250x4,6 mm), The Separations Group, Hesperia, USA; NovaPak, 4 um, (150x3,9 mm),
Symmetry, 5 pm, (150x4,0 mm), Waters, Milford, USA; Hyperpep 300, 5 pm, (250x4,6 mm),
Hypersil ODS, 5 pm, (250x4,6 mm), (Shandon, Rucaron, Anglia); Discovery, 5 pm, (Supelco,
Bellafonte, USA); APEX ODS, 5 um, (250x4,6 mm), Jones Chromatography, Hengoed, Anglia.
A Ci3 kolonnak legfontosabb fizikai-kémiai adatai a F. 2.2.1. Tablazatban talalhatok.

C4 alapi kolonna: Eurosphere 100, 4 ym, (250x4,0 mm), Knauer, Berlin, Germany.

Kiralis kolonna’k:

koronaéter alapvazi: Crownpak CR(+), 5 um, (150x4.0 mm), Daicel, Tokyo, Japan;
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makrociklusos gliikopeptid alapvazia: Chirobiotic T, 5 pm, (250x4,6 mm), Chirobiotic R, 5
pum (250x4,6 mm), Astec, Whippany, USA);
ciklodextrin (CD) alapvazia: Chiradex (B-CD), 5 pm, (250x4,6 mm), Merck; Cyclobond I 2000
(B-CD), 5 pum, (250x4,6 mm), Cyclobond I 2000 RSP (R,S-2-hidroxipropil-éter tartalmu p-CD),
5 um, (250x4,6 mm), Cyclobond I 2000 SN ((S)-naftiletil-karbamat tartalma B-CD), 5 pm,
(250x4,6 mm), Cyclobond III (a-CD), 5 pm, (250x4,6 mm), mind Astec;
celluléz alapvaza: Chiralcel OD (tris-3,5-dimetilfenil-karbamat tartalma celluléz), 5 pm
(150x4,0 mm), Chiralcel OD-RH, 5 ym, (150x4,0 mm), Daicel; celluloz-triacetdt, 10 pm,
(250x10 mm), Merck;

kinin alapvazi, gyenge anioncserélé tipusi: Prontosil AX-QN-2, 5 ym, (150x4,6 mm),
| Bishoff, Leonberg, Germany.

Vékonyréteg-kromatogrdfia: Chiralplate lap, 10x10 cm (Macherey-Nagel)

2.3. Vizsgalt vegyiiletek és felhasznalt reagensek

A fehérjealkoté aminosav enantiomerek Sigma (St. Louis, MO, USA) termékek voltak. A
nemfehérje-alkotd aminosavak tobbnyire fehérjealkoté aminosav vazra épiiltek vagy egyéb
specialis szerkezeti elemet hordoztak. Az els6 csoportba tartoznak a glicin, glutaminsav, alanin,
fenilalanin, tiro.zin, triptofin és prolin .analo’gok, mig a masodik csoportot alkotjak a tetralin
vdzas, 1,2,3,4-tetrahidro-izokinolin vdzas (Tic), binaftil vizas aminosav analégok és a S-
aminosavak. Ezeket az aminosavakat, az alkohol analdgokat valamint a peptideket
egylittmiik6d6 partnereink allitottak elS. Szerkezetilk és elnevezésiik a ,,Fiiggelék”-ben
(F.23.A. ¢és F.2.3.B.), eclodllitisuk modja illetve az erre valé hivatkozas a megfeleld
kézleményeinkben talalhatéak. Az aminosavak és a vegyiiletek magyar elnevezése egyrészt a
IUPAC [30], masrészt Erdey-Griz T., Fodorné Csanyi P.[31] és Nyitrai J., Nagy J. [32]
utmutatasa alapjan tértént (F.2.3.B.).

Az alkalmazott kiralis szarmazékképzok, reagensek és olddszerek Sigma, Aldrich
(Steinheim, Németorszag), Merck és Fluka (Buchs, Switzerland) gyartmanyuak voltak.

Az enzimek koziil a lipaz PS (Pseudomonas cepacia) Amano Pharmaceuticals Co. Ltd
(Nagoya, Japan), a Pseudomonas putida, Ochrabactum anthopi (DSM, Geelen, Netherlands), a
tobbi Sigma gyartmanyu volt. '
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3. Aminosavak kozvetett kiralis kromatografiaja

A 3.1. Fejezetben roviden attekintjilk az aminosavak kozvetett kiralis kromatografiajanak
irodalmi elézményeit, majd a 3.2. Fejezetben bemutatjuk az irodalomban két leggyakrabban
hasznalt reagens a 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-gliikopiranozil-izotiocianat (GITC) és az 1-fluor-
2,4-dinitrofenil-5-L-alanin-amid (Marfey-reagens, FDAA) alkalmazasat a nemfehérje-alkoto
aminosav sztereoizomerek elvalasztasaban. Egyuttal ramutatunk e szarmazékképzé reagensek

alkalmazasanak hatranyaira és korlataira a nemfehérje-alkoto aminosavak analizise soran.
3.1. Aminosavak kozvetett kiralis kromatografidjanak révid irodalmi attekintése

3.1.1. Aminosavak aminocsoporton torténd szdrmazékképzése

Az aminosavak mindkét funkcidés csoportia (-NH;, -COOH) alkalmas
szarmazékképzésre, ezek koziil kétségteleniil az aminocsoport szarmazékképzése a jelentdsebb.
Az erre vonatkoz6 fontosabb moddszereket a F.3.1.1. Tablazatban foglaltuk 6ssze. Az ,,aktivalt
karbonsavak™-on beliil jelentdsebb alcsoportot képviselnek a savkloridok [33-54], melyekbol
képz6dd diasztereomer amidok altalaban jol elvalaszthatok és fluoreszcens valtozataik a
detektalas alsd hataranak jelent6s csbékkentését teszik lehetévé. Ugyancsak jé fluoreszcens
sajatsaggal rendelkeznek a Toyo’oka és munkatarsai [55-59] éltal kifejlesztett benzoxadiazol
szarmazekok. A szukcinimidil-€szterek [60-64] és a karbonsav anhidridek [65-68] a vizsgalt
koriilmények kozott stabilis terméket szolgaltattak, hasznalatuk mégis szlik korii az irodalom
szerint. Ugyanez mondhato el a karbonsav- és aminosav-szarmazékokrol [61,69,70].

A klorformiatok soraban a (-)-mentil-kloroformat [71-77] mind normal-, mind forditott
fazisii kromatografidban jol alkalmazhatd, mig a (+/~)-1-(9-fluorenil-etil)kloroformat [78-83]
nagy elénye a diasztereomer termék j6 stabilitisa, az eljards szekunder aminokra is
alkalmazhat6.

Az izocianit [84-102] és izotiocianat [103-123] tipusii reagensek enyhe
reakcidkdriilmények kozdit 4ltalaban kvantitativen, zavar6 mellékreakciok nélkiil reagilnak és a
képz6dd. karbamid és tiokarbamid szidrmazékok 250 nm kériil j61 kimutathatok. Fluoreszcens
valtozataik [84-93, 102, 116-121] a detektalds alsé hatarinak jelentds csékkentését teszik
lehetévé. Az izotiocianat-tipusi reagensek koziil a szénhidrat alapvaza GITC [65, 100, 103-110]
az egyik leggyakrabban alkalmazott szarmazékképzo. Ha a reakcio sztérikusan nem gatolt,
szobahdmérsékleten stabilis tiokarbamid-szarmazék képzddik, mely igen jé kromatografias
sajatsagokkal rendelkezik. Lindner és munkatarsai [122, 123] egy 1j ciklusos alifas

szénhidrogénen alapuld izotiocianat tipusu reagenst fejlesztettek ki.
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Az ,aktivalt haloid”-ot tartalmazd reagensek koziil legjelentdsebb a Sanger-reagensbél
szarmaztathatd Marfey-reagens és rokon vegyiiletei [124-137]. Bar a szarmazékképzés nem
szobahomérsékleten (40°C) torténik és a reagens hidrolizis terméke zavard cstcsként jelentkezik
a kromatogramon, alkalmazhatésagat az eddig megjelent kb. 150 dolgozat is bizonyitja.

Briickner [125, 128-130, 133] a reagens szdmos Uj valtozatat dolgozta ki, mig Scaloni
[137] a mddszer automatizalasat végezte el.

A detektalas alsé hataranak csokkentése iranti igény az o-ftalaldehid + kiralis tioltipusu
fluoreszcens reagensek egész sorat hozta létre [138-148]. Az eljaras annak ellenére igen nagy
népszeriiségre tett szert (szamos automatizalt véltozatat is megvaldsitottak), hogy a keletkezett
diasztereomer stabilitasa kicsi (néhany perctél néhany Ordig terjed) és szekunder aminokra

(aminosavakra) nem alkalmazhato.
3.1.2. Aminosavak karboxilcsoporton torténo szarmazékképzése

A kiralis karbonsavak alkohollal észteresithet6k, aminokkal amidkotés kialakitasara
képesek. Kiralis alkoholokkal valé diasztereomer képzésre példa a (+)-oktan-2-ol [149], (-)-
mentol, (+)-1-fenil-etanol és a (-)-butdn-2-ol alkalmazasa [24, 27].

A kiralis aminok alkalmazisa ennél joval szélesebb korli. Az amidkétés kialakitisara a
karboxilcsoport aktivalasdhoz a peptidkémiab6l jol ismert aktivalé szereket, igymint a
diciklohexil-karbodiimid (DCC), diizopropil-karbodiimid - (DIPCDI), 1-etil-3-(3-dimetil-
aminopropil)-karbodiimid, stb. alkalmazzuk. A karboxilcsoport szarmazékképzésére szolgald
kiralis aminok koziil (F.3.1.2. Tablazat) els6ként magyar szerz6k munkait emlitjikk. Gorog és
munkatarsai [150] D- és L-O-(4-nitrobenzil)tirozin-metil-észtert mig Ladanyi és munkatérsai
[151] (IR,2R)-2-amino-1-(4-nitrofenil)-1,3-propandiolt alkalmaztak a megfelelé kapcsold
szerekkel. Mint a F.3.1.2. Tablazatbél lathato, az ujabb kiralis reagensek féként fluoreszcens
sajatsaguak, és ezt elsGsorban a naftalin, benzoxazol vagy benzoxadiazol gyiiriik jelenléte
biztositja [153-172]. A hidrazin [174] és trifluormetin-szulfonat-csoportot [175] tartalmazé
reagensek hasznalata alig terjedt el.

Osszefoglaloan megallapithatjuk, hogy a kirdlis aminosavak aminocsoportjanak
szarmazékképzésére szolgalé reagensek koziil néhany széleskorii alkalmazast nyert. A
karboxilcsoport szarmazékképzésében az alkoholok mellett féként az aminok jatszanak szerepet.
Ez a tipusi szarmazékképzés kevésbé elterjedt, és ezt az irodalmi alkalmazasok joval kisebb

szama is tikrozi.
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3.2. Nemfehérje-alkoté aminosav enantiomerek kdzvetett folyadékkromatografias
elvilasztasa

3.21. A 2,3,4,6-tetra-0-acetil-B-D-gliikopiranozil-izotiociandt (GITC) és I-fluor-2,4-

dinitrofenil-5-L-alanin-amid (Marfey-reagens, FDAA) szdrmazékképzok alkalmazdsa

Az altalunk vizsgalt nemfehérje-alkotdé aminosavak jelentés része konformacidésan gatolt
[1-31], és ez reakciOkészségiiket is befolyasolta. Ezért a fehérjealkotd aminosavakra az
irodalomban leirt szdrmazékképzési reakciokon valtoztattunk. A GITC-vel vald
szarmazékképzés Nimura [103] altal kidolgozott modszerét a reakcididé (1,56 ora), a
reagens/aminosav molarany (2/1, 5/1) és sok esetben a hémérsékletet (40°C) novelésével
valtoztattuk meg. Ugyancsak megvaltoztattuk a Marfey [124] altal kidolgozott FDAA-val vald
szarmazékképzést, elsGsorban a reakcididd (5 dra—7 nap) €s a reagens/aminosav moélarany (10/1,
15/1) novelésével. Tapasztalatunk szerint FDAA esetén a hdmérséklet tovabbi emelése nem volt
jarhaté 1it, 40°C felett szamos mellékreakci6 1épett fel. Hasonl6 tapasztalatokat irtak le Székan és
munkatarsai [126,127]. Sztérikusan er6sen gatolt vegyiiletek esetén (o-szubsztitualt aminosavak,
nagy térkitoltésii csoportok jelenléte az aminocsoport kézelében) azonban tébb 6ras vagy tébb
napos reagaltatas sem eredményezett 100%-os konverziot. A két kiralitascentrumot tartalmazo
o- és B-aminosav sztereoizomerek elvalasztasa szintén nehézségekbe litk6zott.

Alapvetd kovetelmény az aminosavak forditott fazisu analizisénél a reprodukalhatosag
érdekében az-ionizalhaté csoportok —jelen esetben a szabadon maradé karboxilcsoport—
protonaltsaganak allandé szinten tartasa. A pH befolyasat és a pH szabalyozasara szolgald
adalékok mindseégének a retencidra gyakorolt hatasat tanulmanyozva megallapitottuk, hogy vizes
foszfat- vagy acetatpuffert valamint 0,1% trifluor-ecetsavat (TFA) tartalmaz6 viz mozgofazis
adalékok koziil a TFA hasznalata tiint elénybsnek a retenciéo és felbontas optimalizalasa
szempontjabol [7,8.]. Ez az elony tovabbi kedvez$ hatassal parosult, ha a kromatografalt
termékbol az eluens eltavolitasat (preparativ célu elvalasztas), tomegspektrométerrel kombinalt
analizis sziikségességét vagy egyaltalan az eluenskészités technikajat nézziik.

Szerves modositoként MeCN-t, MeOH-t és néhany esetben tetrahidrofurant (THF)
alkalmaztunk. Az eluensbe kevert szerves moddosité mennyisége jelentdsen befolyasolta a
nemfehérje-alkotd aminosav sztereoizomerek GITC és FDAA szidrmazékinak retencids
viselkedését. Egy sziik szerves koncentracidtartomanyon beliil Ink linedrisan valtozott a szerves
modosité tartalommal, ami tipikusan hidroféb kolcsénhatasokon alapulé kromatografias
viselkedésre utalt. A szerves modositok (MeCN-MeOH) cseréje jelentés szelektivitasbeli

novekedést eredményezett, ami altalanosan igaz polaris vegyiiletek elvalasztasa esetén [1-31].
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3.2.2. Nemfehérje-alkoto aminosay sztereoizomerek elvilasztisa GITC, illetve FDAA
szarmazék formdjaban

Ebben az alfejezetben roviden Osszefoglaljuk a nemfehérje-alkotdé aminosav
sztereoizomerek GITC és FDAA szdrmazék formajaban végzett elvalasztasanak eredményeit és
ramutatunk alkalmazasuk hatranyaira illetve korldtaira.

Az alabb felsorolt eredeti kdzleményeink [7], 1. és 2. 4bra, [3] és [15] a Glu analég, a
[31], 4. Tablazat] a Gly és Ala analég sztereoizomerek, valamint a [1, 4, 5, 9, 11, 14, 17, 24,
31] a Phe analég sztereoizomerek elvalasztisanak eredményeit tartalmazzik. A Phe analég
sztereoizomerek vélogatott adatait a 3.2.1. Téblazatban kiilon 6sszefoglaltuk. A vegyiiletek
retencidjat elsésorban hidrofob jellegiik szabta meg (példaul a fluor- és metil-szubsztituensek
szdma). A két szarmazékképzd kozti hat€konysagbeli kiilonbséget a felbontas és a méasodikként
elual6do csilics retencids idejének egyiittes figyelembevételével jellemezhetjilk, amit Szepesy
[177] kiralis GC kolonnak jellemzésére javasolt. Kevés Kkivételtél eltekintve, a Marfey-
szarmazékok révidebb idé alatt nagyobb felbontassal voltak elvalaszthatok, mint a GITC-
szarmazekok. Az eluensalkotok koziil a MeOH hatasosabb volt, mint az MeCN, és a TFA
hatasosabb volt, mint az acetdt- vagy foszfatpuffer. A sztérikusan gdtolt o-MePhe
sztereoizomerek csak részlegesen valtak el (3.2.1.a.b., Tabl4zat).

A F.3.2.2. Tablazatban kiilon mutatjuk be az aromas gylirlin és az a-szénatomon
egyarant szubsztitudlt Phe analdég sztereoizomerek és savamid-szidrmazékainak elvalasztasat
[27]). Ennek oka, hogy ezen sztereoizomerek elvalasztisit preparativ méretben enzimatikus
rezolvalassal val6sitottuk meg a DSM (Geelen, Hollandia) cég egyiittmiikodésével. Az eljaras
alapja, hogy a Pseudomonas putida vagy az Ochrabactum anthopi enzimek a racém savamidb6l
enzimatikus reakcidé kovetése, megfeleld idSpontban valé leallitisa mind az aminosav, mind a
savamid Kkirdlis elvalasztasat tette sziikségessé. A tablazatbdl lathatd, hogy GITC szarmazék
formajaban csak a (34) vegyiilet nem analizalhat. Az &sszes o-metil-szubsztitualt analég (26)-
(28) és (32)-(34) FDAA szarmazéka csak nagyon lassi reakcidban képzdédik, 24 6ra utin a
hozam alig éri el a 5-10%-ot. Az o-metil-szubsztitualt analégok enyhe reakciékészsége miatt a
GITC-vel valé szarmazékképzést is modositanunk kellett a hémérséklet és a reakci6idd
emelésével (40°C, 1,5-3 6ra). Osszefoglaléan azt mondhatjuk, hogy az a-helyzetben hidrogént
tartalmaz6 Phe anal6g sztereoizomerek mind GITC-, mind FDAA-szarmazékként elvalaszthatok
(az FDAA itt is hatasosabb, mint a GITC), az o-metil-szubsztitualt analég sztereoizomerek csak
GITC-szarmazék forméjiban analizélhat6k, de a hosszud reakci6idé és magasabb hémérséklet a

mellékreakciok fellépése miatt fokozottabb figyelmet igényel. Ez uj eljdrdsok kidolgozdsat

osziondzte.
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Tébb koézleményiinkbdl valogatott adatok alapjan megfigyelhetd, hogy a Tyr [9, 11, 14,
17, 24] (3.2.3. Tablazat), a tetralin-vazas [2, 6, 17, 21, 26, 29] (3.2.3. Tablazat), a Trp [17, 19,
24, 26, 28] (lasd 3.5. Fejezet) és a 1,2,3,4-tetrahidroizokinolin-vizas aminosav analég [2, 5,
6,11, 14, 17, 19, 24, 25] (3.2.4. Tablazat) sztereoizomerek valamint a B-szubsztitualt-B-alanin
sztereoizomerek [30], 4. Tablizat GITC- és FDAA-szarmazékai esetén is a hidrofobicitds az
egyik meghatarozo tényez6 a retenci6 kialakuldsaban. Altaldnosan itt is megfogalmazhato, hogy
a Marfey-szarmazékok révidebb idG alatt nagyobb felbontassal voltak elvalaszthatok, mint a
GITC-szarmazékok €s a MeOH hatasosabb eluensalkoté volt, mint az MeCN. A sztérikus gatlas
hatranyos szerepe példaul a tetrahidroizokinolin-vazas aminosav analégok esetén, o-MeTic3
(63) és treo-B-MeTic3 (65) (GITC-szarmazék), a rossz elvalasztasban nyilvanult meg
- (F.3.24.a.,b. Tablazat).

Az o-szubsztitudlt Pro analdg sztereoizomerek szintén sztérikusan erdsen gatolt
szerkezetliek. Ez fleg reakcokészségiiket befolyasolta, GITC-val val6 reakcidjuk 40°C-on 5
napot vett igénybe, mig Marfey-reagenssel 40°C-on 7 nap utidn is mindossze 5-10%-os
konverziot értiink el, igy ez utébbi modszert nem is alkalmaztuk [nem kézolt eredmények).

Az atropizomer binaftil-szirmazékok (88, 89) kozil a H-B-Bin-OH (88)
sztereoizomerek csak GITC-szdarmazék formajaban ([16], 2. TAablizat), a P-aminosavat
képviselé H-B2-Bin-OH (89) sztereoizomerek és észter szarmazékaik csak FDAA-szdrmazék
formajaban voltak elvilaszthaték ([23], 1. és 2. Tablazat). Uj kézvetlen médszereink viszont jé
eredményre vezettek (4.4. Fejezet).

A két kiralitascentrumot tartalmazé cikloalkidn- és alkén-vizas p-aminosav
sztereoizomerek [8,12,18,20] (3.2.5. és F.3.5.2. TAablazat), valamint a szintén két
kiralitiscentrumot, azaz négy sztereoizomert tartalmazdé eritro- és treo-B-metil(alkil)-
szubsztitualt Phe-, Tyr-, Trp-, Tic-analogok [9-11,14,22,24,25,28] négy izomerjének
elvalasztasa (3.5.1. Tabliazat) nem minden esetben volt sikeres, és a két szdrmazékképzé sem
volt egyforman hatasos (3.5. Fejezet).

Osszefoglaléan, az egyszeriibb szerkezetli nemfehérje-alkoté aminosav sztereoizomerek
GITC- ¢és FDAA-szarmazék forméjiban tébbnyire elvalaszthatok voltak. A két kiralitds-
centrumot tartalmazo illetve konformaciosan gatolt aminosav sztereoizomerek elvalasztasa nem

minden esetben volt megval6sithat6 és ez uj szarmazékképzd reagensek kutatasara 6sztonzott.

3.2.3. A diasztereomerek eliicids sorrendje

Az enantiomerek (diasztereomerek) eliciés sorrendje a kiralis kromatografia egyik

legfontosabb kérdése. A legtibb esetben kivanatos, hogy a ,,minor” komponens a f6 komponens
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eldtt elualodjon, ellenkez6 esetben mar 1%-os enantiomertisztasag kimutatasa is nehézségekbe
titkdzhet.

GITC-szarmazékok esetén Nimura [103-106] mar els6 kdzleményeiben leirta, hogy az
altalanosan jellemz6 L<D [(S)<(R)] sorrenddel ellentétben a Ser, His és az Arg ezzel ellenkezd
sorrendben elualddott Cig oszloprol. Az eltéré retencios sorrendre magyarazatot nem adtak.

Méréseink soran az (S)<(R) sorrendtdl eltéré elucids sorrendet a kovetkez6 aminosavak
esetén tapasztaltunk: a-MePhe (21), 2-Me-a-MePhe (26), 3-MeO-a-MePhe (27), H-Bin-OH
(88), H-F-Bin-OH (89) és H-f’-Bin-OEt (89a). Ezen aminosavak kozos sajatsiga, hogy
konforméaciogatlas vagy mas sztérikus okok miatt merev szerkezettel rendelkeztek, és ez a merev
szerkezet megvéltoztatva a feliilet hidrofdbicitasat és ezaltal az allofazissal valé kolcsdnhatést
okozhatta az elicidés sorrend valtozasat. A 2-CN-a-MePhe (28), a hozz4 hasonlé szerkezetit
aminosavakkal (26) és (27) nem mutatott hasonlé viselkedést, melynek valészinli magyarazata a
~CN-csoport erGs hidrofil sajatsiga, mely modositja az GITC-aminosav adduktum
hidrofobicitasat (F.3.2.2.a. Tablazat). Hasonl6o okokkal magyarazhat6, hogy a hidrofilebb (32),
(33) savamidok szintén (S)<(R) és nem (R)<(S) sorrendben elualédtak, mint ahogy a nekik
megfeleld szerkezeti karboxilcsoportot tartalmazé analogok (26) és (27) (F.3.2.2.a. Tablazat).

A B-szubsztitualt-B-alanin analogok soraban a 3-aminobutansav (90),(1) analég (S)<(R),
mig a 3-amino-3-ciklohexilpropansav (96),(6) és 3-amino-3-fenilpropansav (98),(8) aminosavak
GITC-szarmazéka (R)<(S) sorrendben elualédott ([30], 4. Tablazat). Az ellentmondas csak
latszolagos, mert a Cahn-Ingold-Prelog-szabdly alapjan a megfelelé atomcsoportok
elrendez6dése a kiralis szénatom koriil azonos.

A p-aminosavak koziil a két kiralitascentrumot tartalmazé monociklusos cikloalkan-
vazas aminosavak (100)-(103) (2S)<(2R) illetve a cikloalkén-vazas aminosavak (104) és (105)
(65)<(6R), a biciklusos valtozataik (106)-(109) (35)<(3R) eluciés sorrendet mutattak (F.3.2.5.a.
Téblazat). Mono- és biciklusos-szarmazékok esetén az elicids sorrendet az aminocsoporthoz
kapcsol6do szénatom konfiguracidja szabta meg, ami érthetd, mert a szarmazékképzés itt tortént.
(az elicios sorrend kiilon értendo a cisz- és transz-, valamint a diendo- és diexo-szarmazékokra).

A Marfey-szarmazékok kromatografidjaban sokaig tartotta magat az a nézet, hogy az
eltciods sorrend L<D [(S)<(R)] allandd, nem fiigg az anyagi minségét6l. Ennek magyarazata az
volt, hogy D-enantiomerek esetén erésebb bels6 hidrogénhid kélcsénhatast tételeztek fel, mint L-
enantiomer esetén, mely lipofilabb molekulat eredményezett [124]. Fujii és tarsai [134,135]
1997-ben a Ser és Asp, Harada és tarsai [136] 2001-ben az Orn esetén irtak le D<L elucids
sorrendet. Szab6 [178] PhD Ertekezésében az Arg és His esetén az elucios sorrend pH fiiggését
figyelte meg. A Fujii és tarsai [134] altal felallitott, NOE-NMR-mérésekkel alatamasztott modell

szerint az aminosav (D,L-Val) és az L-alanin-amid a-szénatomhoz kapcsolédé atomcsoportjai a
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dinitro-fenil sikjdhoz viszonyitva cisz-transz helyzetet vehetnek fel. A cisz-tipust adduktumot,
mely D-aminosavbdl keletkezett és nagyobb hidrofébicitissal rendelkezett, az oszlop jobban
visszatartotta. A szerz6k az Asp és Ser forditott eliicids sorrendjét kivételként kezelték.

Az L<D [(S)<(R)] sorrendtol eltéré viselkedést eloszor mi irtunk le 1995-ben [7], majd
késobb ujabb eltérd sorrendeket talaltunk [17, 19, 27]. A kivételes sorrendet mutaté aminosavak
a Gla (6), a 2-CNPheNH, (31), a Tcc (51), a Hat (54), a 6-OHTic3 (59), a 7-OHTic3 (60) és a H-
B-Bin-OH (89). Ezek, az utolsé aminosavat kivéve mind olyan jarulékos csoportot (-COOH,
-OH, =NH, -CN, -NH,) tartalmaztak az alapvegyiilethez képest, melyek egyrészt cs6kkentették a
molekula hidrofébicitasat, masrészt tovabbi hidrogénhid kolcsonhatasok kialakitasara voltak
képesek. Ez a két hatis egyiittesen okozhatta a retencios sorrend valtozasat. H-f’-Bin-OH (89)
eseten, a molekula merev szerkezete (atropizomeria) a valdszinii oka az eliciés sorrend
valtozasanak, hasonléan a GITC-szarmazéknal tapasztaltakhoz.

A mono- és biciklusos-cikloalkan- és cikloalkén-vazas B-aminosavak (100)-(109) elicios
sorrendje hasonldan alakul a GITC-szarmazékokhoz (F.3.2.5.b. Tablazat). A f-szubsztitualt-f-
alanin analégok ([30], 4. Tablazat) vegyes (S)<(R) (90),(1)) illetve (R)<(S) (96),(6); (98),(8)
sorrendje GITC-hez hasonléan a Cahn-Ingold-Prelog-szabaly alapjan magyarazhato.

3.3. Uj izotiocianat tipusi kiralis szirmazékképzo reagens fejlesztése

Az uj kiralis szarmazékképz6k sz1nte21seve1 es alkalmazasaval célunk volt a tobb
ktraluascentrumot tartalmazé valamint a szterzkusan gdtolt aminosav sztereoizomerek

elvalasztasanak javitasa.

3.3.1. A reagens szintézise és a szdrmazékképzés optimalis kériilményeinek kidolgozdsa

A kléramfenikol-gyartds koztitermékébSl [2-amino-1-(4-nitrofenil)-1,3-propandiol]
kiindulva uj kiralis szdrmazékképz6 reagensiink, az (1S,2S)-illetve (1R,2R)-1,3-diacetoxi-1-(4-
nitrofenil)-2-propil-izotiocianatot (DANI) szintézisét a [32-36] kozleményeinkben irtuk le. A
reagens nitrogénatmoszféra alatt szilard allapotban évekig, acetonitrilben készitett oldata
hénapokig eltarthaté kémiai és sztereokémiai atalakulds nélkiil. A reagens enantiomertisztasagat
kozvetett moédon ismert enantiomertisztasagu (>99,9%) (S)-fenilalaninnal (Sigma) ellen6rizve az

299,8%-nak adodott, mindkét reagens enantiomerre nézve.

3.3.1.1. A szarmazékképzés kinetikdja aminosavak esetén
A szarmazékképzdvel reagalt mintdk egy hétig tarolhatok hiitészekrényben szémottevd

bomlas nélkiil.. A vizsgalt kériilmények kozott sem a reagens, sem az elvalasztandé mintak

racemizécidjat nem tapasztaltuk.
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A szarmazékképzési folyamat altalanos sémajat a 3.3.1. abran mutatjuk be. Az (R,S)-
Leu, mint modell aminosav esetére a DANI és a keletkezd tiokarbamid UV-spektruma az 3.3.2.
abran lathatd. A szarmazékképzési reakcid optimalizalasanal elészor a reakcidelegy pH-janak
hatasat vizsgaltuk. A szarmazékképzési reakciokat MeCN-H,O tartalma (1/1 aranya elegy)
rendszerben végeztiik. A vizes fazis pH-janak beallitasara trietil-amint (TEA), natrium-hidrogén-
karbonatot és boratpuffert alkalmaztunk és ezek koziil a TEA volt a leghatasosabb. A 3.3.3.
abran az (R)-Val + (S,S5)-DANI reakcio pH fliggését szemléltetjiik. A pH szabalyozasara TEA-t
hasznalva, pH=9 alatt a tiokarbamid képzddés gyakorlatilag nem jatszodott le, ezért tovabbi

kisérleteinkhez pH>11 értéket biztositottunk (0,4% TEA-oldat).
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3.3.1. abra Az (18,25)-illetve (IR,2R)-1,3-diacetoxi-1-(4- 33.2. abra Az (15,2S)-DANI és az (R,S)-Leu-(1S,25)-
nitrofenil)-2-propil-izotiociandttal (DANI) valo szdrma- DANI adduktum UV-spektruma
2ékképzés dltalanos sémdja

A reagens felesleg és a reakcioidd egyiittes hatdsat a szarmazékképzésre néhany
fehérjealkoté aminosavval —Ala (neutralis), Val (neutrélis, sztérikusan gatolt), Phe (aromas),
Asp (savas) és Arg (bazikus)— vizsgaltuk, példaként az (R)- és (S)-Val-ra kapott eredményeket
a 3.3.4. abra szemlélteti. Az abran lathato, hogy a reakcié kezdeti szakaszan (5,S)-DANI/(R)-
Val vagy (S)-Val=1/1 mélaranynal kinetikai rezolicié figyelhetdé meg. A DANI/aminosav
molaranyt 2/1 vagy 5/1 értékre emelve, a reakcié 2 6ra utan érte el a telitési szakaszt kinetikai
rezolucié nélkiil. A reakcid teljes lejatszodasat, a reagens elegyet TLC-lapra cseppentve,
ninhidrin prébaval kévettiik (vagy kromatografalas soran PDA-detektorral 205 nm-en).

A hémeérséklet és a reakcioidd egyiittes hatasat a 3.3.5. és a 3.3.6. Abran szemléltetjiik. A
kisérletekhez a- és B-aminosavat valasztottunk. A reakcidelegy pH-jat pH=11 és a DANI/(R,S)-
Val illetve DANI/transz-Acpe (101) kezdeti molaranyt (2/1) konstans értékre allitva mindkét
aminosav esetén 60°C és 2 6ra reakcidid6 bizonyult optimalisnak. Szobahémérsékleten a reakcid
lejatszodasahoz 7 orara volt sziikség. A hémérséklet tovabbi emelése gyorsitotta ugyan a
reakcidt, de a szarmazékképzé bomlasanak termékei zavartik a kromatografias analizist.
Azokban az esetekben, mikor az aminosav konformacidsan gatolt vagy egyéb sztérikus okok

miatt az aminocsoporttal val6 reakcid lassu volt és nagyobb DANI/aminosav mdlaranyt (5/1,
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10/1) alkalmaztunk, a reagens nagy feleslege zavard jelként jelent meg a kromatogramon. A
reagensfelesleg eltavolitasanak kitlind modszere volt a szarmazékképzési reakcid lejatszodasa
utan glicinnel valé reakcidja. A kromatogram elején megjelend DANI-Gly adduktum nem
zavarta az analizist. A bemutatott vizsgalatok mindkét reagens enantiomerre azonos
eredményekhez vezettek. Az optimalizalt koriilmények a késObbiekben jol alkalmazhatdk voltak

mas aminocsoportot tartalmazo vegyiiletekre is.

12
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2 - 2 M- [DANI/[(R,S)-Val}=5/1
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3.3.3. abra Az (R)-Val+(1S,2S5)-DANI szarmazékképzési 3.3.4. abra A reagensfelesleg és a reakcididd’ hatasa az
reakcio hozamanak pH fiiggése (R)-Val és (S)-Val +(1S,25)-DANI szarmazékképzési
Szarmazékkepzés: hémérséklet, 25°C; reakcioidd, 3 ora; reakcio hozamara
DANI/(R)-Val mélarany, 2/1; Szarmazékképzes: pH=11; hémérséklet, 60°C; reakcioidd, 0-6

Kromatografia: oszlop, Nova Pak; dramldsi sebesség, ora; DANI/(R)és(S)-Val mélarany, 1/1,2/1, 5/1;

0,8 ml/perc; detektalas, 245 nm; eluens, 0,1% TFA-t Kromatogrdfia: oszlop, Nova Pak; dramlasi sebesség, 0,8

tartalmazo H,0/MeOH=45/55 (v/v). ml/perc; detektalas, 245 nm; eluens, 0,1% TFA-t
i tartalmazé H,O/MeOH=45/55 (v/v).
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3.3.5. abra A homérséklet és a reakcididd hatisa az
(R,S)-Val+(18S,2S)-DANI  szarmazékképzési  reakcio
hozamara

3.3.6. abra A hémérséklet és a reakcididd hatdsa az
(18,28)-transz-2-aminociklopentan-karbonsav+(18,2S)-
DANI szarmazékképzési reakcio hozamara
Szarmazékkepzes: pH=11; hémeérséklet, 25, 40, 50, 60°C; Szdarmazekképzés: pH=11; hémérséklet, 25, 40, 50, 60°C;
reakcioidd, 0-7 6ra; DANI/(R,S)-Val molarany, 2/1; reakciéidé, 0-7 éra; DANV/ transz-Acpe molarany, 2/1;
Kromatogrdfia: oszlop, Nova Pak; dramldsi sebesség, 0.8 Kromatogrdfia: oszlop, LiChrospher 100RP18; dramldsi
mbperc; detektalas, 245 nm; eluens, 0,1% TFA-t sebesség, 0,8 ml/perc; detektdlds, 245 nm; eluens, 0,1%
tartalmazo H,O/MeOH=45/55 (V/v).. TFA-t tartalmazé H,0/MeOH=45/55 (v/v).
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A DANI-reagenssel végzett szarmazékképzés optimalis koriilményeit a [33] és [34]
kozleményeinkben irtuk le. Kromatografids analizishez a képz{dott szarmazékot eluenssel

kivanatos mértékben higitottuk.

3.3.2. Aminosav sztereoizomerek folyadékkromatogrdfidas analizise DANI-val képzett
diasztereomerek formdjdban

3.3.2.1. A mozgofazis pH-janak hatdsa az elvdlasztdasra

Az eluens pH-jénak hatasat (R,S)-Val szarmazékok elvalasztasara a [33] kdzleményiink
1. Tablazataban mutatjuk be. Osszefoglaléan azt mondhatjuk, hogy tekintettel a felbontés és az
analizisidd (k3 a reagens retencids faktora) optimalizalasara, pH=2 eluens hasznalata elényGs,

amit mas aminosavakkal végzett analiziseink is megerésitettek.

3.3.2.2. Fehérjealkoto és nemfehérje-alkoto aminosav sztereoizomerek elvalasztdsa

A fehérjealkoté aminosavak (S,S)-DANI-val képzett szdrmazékainak kromatografias
paramétereit a [33] kozleményiink 2. és 3. Tablazatiban és rendszerezve a (F.3.3.1.
Tablazatban) tiintettiik fel. Legalabb az egyik szerves médositéval (MeCN vagy MeOH) a Cys
kivételével az §sszes fehérjealkoté aminosav enantiomert sikeriilt megfeleld mértékben (Rs>1,0)
elvilasztani. MeOH-tartalmti eluensben a Trp és a Ser, mig MeCN-tartalmiban az Asp, Glu,
Asn, Gln elvalasztasa nem volt sikeres (a jelenségre magyarazatot jelenleg nem talaltunk).
Azokban az esetekben, amikor mindkét szerves komponenst sikerrel alkalmaztuk, MeOH-lal
altalaban révidebb id6 alatt hasonlé vagy jobb felbontast értiink el, mint MeCN-lel.
Osszehasonlitva az apoldris és poldris oldallinci sztereoizomerek elvalasztasat (F.3.3.1.
Tablazat), megallapithatjuk, hogy a hidrofébicitasuknak megfeleléen az apolaris oldallanccal
rendelkezd sztereoizomerek elucidja er6sebb eluenst igényelt, és a k értékek az Ala és a Phe
kivételével foleg MeCN-tartalmu eluensben meglehetésen nagyok voltak. A polaris oldallancuak
koziil az er6sen hidrofil sajatsagi Asp, Asn, Glu, Gln még gyengébb eluens rendszerekben is
csak kozelitették az alapvonalra torténd elvalasztast (kivétel az Asp MeOH-tartalmu eluensben),
a gyengébb hidroféb kélcsénhatasok eredményeként. Az apoléris oldallanccal rendelkez6
sztereoizomerekre a felbontias értékek, valdszinli az erésebb  hidroféb-hidroféb
kdlcsonhatasoknak kdszénhetGen altalaban nagyobb értékek voltak.

A nemfehérje-alkoto aminosavak koéziil a két kiralitdscentrumot tartalmazé P-metil-
aminosav €s a cisz- és transz-2-aminociklopentan- és -ciklohexdnkarbonsav sztereoizomerek
elvalasztasat vizsgaltuk [34], (F.3.3.2. Tablazat). A reagéns hatékonyabbnak bizonyult a -

metil-aminosav diasztereomerek elvalasztasaban, mint az eddig alkalmazott GITC vagy FDAA
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(kivétel a p-MeTic). Hasonlé megallapitast tehetiink cisz- és transz-2-aminociklopentan- és
-ciklohexankarbonsavak (100)-(103) esetében, mind a diasztereomerek elvalaszthatésagat, mind
a GITC ¢és FDAA-val valé 6sszehasonlitast illetéen (lasd 3.5.1. Fejezet). A szerves modositokra
vonatkozéan ugyanolyan tapasztalatokat szereztiink, mint a fehérjealkoté aminosavak

analizisénél, azaz a MeOH sokkal hatékonyabbnak bizonyult, mint az MeCN.
3.3.2.3. Az elucios sorrend

Tanulmanyoztuk az (S,5)-DANI-val képzett diasztereomer tiokarbamidok elicios
sorrendjét, de altalanos szabalyszerliséget nem tudtunk megallapitani. A savas karakterii
aminosavakra Asp és Glu (R)<(S) sorrendet hataroztunk meg. A semleges aminosavak tobbsége
(R)<(S) sorrendben elualddott. Kivételek az Asn, Gln, Trp, melyek az a—NH;-csoport mellett
egy tovabbi, de nem bazikus =NH vagy —-NH, funkciés csoportot tartalmaztak. A bazikus
aminosavak, Arg, Lys és His (S)<(R) sorrendben elualodtak (kivétel a Lys MeOH-tartalmu
eluensben).

Az aromas aminosavak, a Phe és Tyr koziil a Phe szokatlan kromatografias viselkedést
mutatott. MeCN tartalmu eluensekkel nemcsak az Rg érték volt kicsi, szemben a MeOH-lal elért
eredménnyel (Rs = 2,67), de a diasztereomerek elucids sorrendje is valtozott az MeCN-tartalom
fiiggvényében ([33], 3. Tablazat). Tyr esetén a szerves modositd cseréje MeOH-ré1 MeCN-re az
elicids sorrend megfordulasat eredményezte, de itt a felbontas nem csékkent olyan mértékben,

mint Phe esetén.

3.3.2.4. A megfelelo elucios sorrend megvalasztasanak lehetésége

(@ ®) ©
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3.3.7. abra. A megfelelé elucios sorrend megvalasztasa Val példajan bemutatva

Oszlop, NovaPak C,g; aramlasi sebesség, 0,8 ml/perc; detektalas, 245 nm; eluens, 0,1% TFA-t tartalmazo
H,0/MeCN=68/32 (v/v); (a), (R,S)-Val+(S,S)-DANI vagy (R,S)-Val+(R,R)-DANI; (b), [(R)-Val+(S,S)-
DANIJ/[(S)-Val+(S,S)-DANI]=100/1,2; (¢), [(R)-Val+(R,R)-DANI)/[(S)-Val+(R,R)-DANI]=100/1,9;

* az aminosav konfiguraciojat jeléli.
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Enantiomerszennyezés kimutatasanal és féleg mennyiségi meghatarozaskor fontos, hogy
megvalaszthassuk az eltcios sorrendet. Perry és munkatarsai [179] kimutattak, hogy amennyiben
a szennyezés a fokomponens el6tt elualodik, akkor kimutathatosaga 3-4 nagysagrenddel
javulhat. Az elucios sorrend megfordithatosaga lehetévé teszi a megbizhato kiértékelést akar
nem teljesen idealis felbontds (Rg < 1,00) esetén is. A 3.3.7. abran az eltcios sorrend
megvalasztasat mutatjuk be (R,R)- és (S,5)-DANI alkalmazasa esetén.

A detektalas also hatarat Val esetén 245 nm-en 3/1 jel/zaj viszony mellett 3 pmol-ban
(0,16 nmol/ml) hataroztuk meg (0,1% minor komponens a fékomponens mellett). Figyelembe
véve a kapott jelnagysag értékeket, a tobbi aminosavra hasonld kimutatasi hatarértékek

allapithatok meg.
3.3.2.5. A kiralitascentrumok tavolsaganak hatasa az elvalaszthatosagra

A kiralitascentrumok molekulan beliilli tavolsaganak hatasat a felbontasra a cisz- és
transz-2-amino- 1-(hidroximetil)ciklohexanol (I) és (II) valamint a cisz- €s transz-2-(amino-

metil)ciklohexanol (III) és (IV) példajan mutatjuk be (3.3.8. abra) [36]. Az utobbi esetben

alkohol n m Rs |alkohol n m R
OCOMe
: : 0 R 0 1| 1,64
OCOMe > g
0N NH (cisz) (transz)
£ I v

NH— (CHp), 1 0 0,63 1 0 0,40

HO— (CHy) ™ (cisz) (transz)

3.3.8. abra. 4 kiralitascentrumok (csillaggal jelezve) tavolsaganak hatasa a felbontasra

I. cisz-2-amino-1-(hidroximetil)ciklohexanol, Il. transz-2-amino-1-(hidroximetil)ciklohexanol, IIl. cisz-
2-(amino-metil)ciklohexanol, 1V, transz-2-(amino-metil)ciklohexanol

Oszlop, NovaPak C,g; aramlasi sebesség, 0,8 ml/perc; detektalas, 245 nm; eluens, 0,1% TFA-t tartalmazo
H,0/MeOH=55/45 (v/v); n és m, a —(CH,)— csoportok szama.

az amino funkcidscsoport, vagyis a szarmazékképzéskor a reakciocentrum szerepét betoltd
csoport nem kozvetleniil kapcsolédik a kiralitascentrumhoz. Osszehasonlitva az (I) és (11I),
valamint a (II) és (IV) helyzeti izomereket, megallapithatjuk, hogy a beldlik szarmazo
tiokarbamidok kozotti leglényegesebb kiilonbség a reagensben és az aminoalkoholban 1évé
kiralitascentrumok eltéré tavolsaga, ami az amino-metilcsoportot tartalmazé diasztereomerekben
(IIT) és (IV) egy szénatomnyival hosszabb (3.3.8. abra). Ezekre a vegyiiletekre 1ényegesen
kisebb felbontasokat kaptunk, ami igazolja azt a tényt, hogy a kiralitdscentrumok optimalis

tavolsaga a diasztereomerekben (6tatomnyi), a jo elvéalaszthatosag feltételei kozé tartozik.
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3.4. Uj ,aktiv uretan” tipusi Kiralis szarmazékképzé reagens fejlesztése
3.4.1. A reagens szintézise és a szarmazékképzés optimalis koriilményeinek kidolgozdasa

Az (S,5)-DANI reagenssel sikeresen oldottuk meg néhany két kiralitascentrumot
tartalmazd [-metil-aminosavak analizisét. Az Ujabb reagens fejlesztését a sztérikusan erdsen
gatolt aminosavak GITC és FDAA szarmazékképzokkel szemben mutatott renyhe
reakciokészsége €s elvalasztasuk sikertelen vagy rendkiviil hosszu idejl volta indokolta. Az j
»aktiv uretan” tipusu kiralis szarmazékképz6 fejlesztését a Solvay-Peptisyntha (Brussel)
munkatarsaival kozosen végeztiik. A mddszerfejlesztés és alkalmazas koriilményeit a [37-42]
kozleményeinkben irtuk le. Az (S)-N-(4-nitrofenoxikarbonil)fenilalanin-metoxietil-észter [(S)-
NIFE] reagens szilard formaban stabilis, vizmentes, dioxanos oldata 6°C-on bomlas nélkiil két-
harom hétig tarthatd el. A reagens enantiomer tisztasaga kozvetett modon, ismert tisztasagu

(>99,9%) fenilalaninnal (Sigma) meghatarozva 99,8 %-nak adddott.

Hasonléan a DANI-val végzett mérésekhez

R r r r r r ’ r

WN-(H-coon  ,  ON ) a szarmazékképzés és a kromatografias

\@oiu 0\/\o’__’ z . " > v .

i elvalasztasok koriilményeit itt is

aminosav 1 (S)-NIFE y . ;

N, optimalizaltuk. A szarmazekkeépzési

Mok ) - DRI B folyamat altalanos sémajat a 3.4.1. abran
noon OH

- = mutatjuk be. Mint az abrabol lathato, a

A mellékreakclé 16 termékel:

szarmazékképzési foreakciot legalabb harom

NO,
o E. + r r r r r
Qo iI et 4 ivi e ¢ melléktermék keletkezése kisérte. Ez a

OH

. el g & szarmazékképz6 nem teljesiti azon a
,Bevezetoben” megfogalmazott kovetel-
o T e ":111"' o oG ményt, hogy a reakci6 csak egy termékhez
0 g o H
V Phedezter” V. .eximmetrikus karbamid® vezessen, azonban szamtalan eldnye
34.1. abra  (S)-N-(4-nitrofenoxikarbonil)fenil- indokolta hasznalatat. A melléktermékek
alanin-metoxietil-észter [(S)-NIFE] reagensel valo 3
szdrmazékképzés dltalanos sémdja koziil a 4-nitrofenol (III) a kromatogram

elején jelentkezett, és vele csaknem egy id6ben elualddott a fenilalanin-metoxietil-észter (IV).
Az N,N ’-bisz-(3-fenilpropionsav-metoxietil-észter-2-il)karbamid (V, ,,szimmetrikus karbamid”),
mint apolaris termék a kromatogram végén jelent meg. A legtébb aminosav diasztereomerpar a
4-nitrofenol és a ,,szimmetrikus karbamid” kozt jelent meg a kromatogramon (példa: [37], 3.

abra).
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3.4.2. abra Az (S)-Phe, (S)-NIFE, (S)-Phe+(S)-NIFE 3.4.3. abra Az (S)-Phe+(S)-NIFE szarmazékképzési

szarmazék és a “szimmetrikus karbamid” UV- reakcié hozamanak pH fiiggése

spektruma Szarmazékképzés: homérséklet, 25°C; reakcioids, 30
perc; (S)-NIFE/(S)-Phe molarany, 2/1;
Kromatografia: oszlop, Vydac 218TP54; dramlasi
sebesség, 0,8 ml/perc; detektalas, 205 nm; eluens,
0,1% TFA-t tartalmazoH;O/acetonitril (gradienselicio)

Az (§)-Phe, mint modell aminosav (S)-NIFE-vel képzett termékeinek UV-spektruma a
3.4.2. abran lathat6. A fenti mechanizmusbol kovetkezéen, a 4-nitrofenil-csoport lehasaddsaval
a termé¢k spektrumaban csak a peptidsav jelentkezett nagy intenzitassal, a spektrum 205 nm koriil
mutatott elnyelési maximumot.

A szarmazékképzés optimalizalasanal elszor a reakcioelegy pH-janak hatasat vizsgaltuk.
A pH beéllitéséra alkallnazott adalékok r'negvélasztésénél, figyelembe véve, hogy a reagens
dioxanban oldodott jol, foszfat-, boratpufferek vizes oldatai helyett, a pH szabalyozasara a TEA
bizonyult a legmegfelelébbnek. Az 3.4.3. abran az (S)-Phe + (§)-NIFE reakcié pH-fliggését
szemléltetjiik, a pH beallitasira TEA-t hasznilva. A reakcidelegy pH-janak novelésével a
termékhozam novekedett és pH>11 értéken érte el a telitési szakaszt, ezért kisérleteinkhez a
tovabbiakban pH>11 értéket biztositottunk.

A reagens felesleg és a reakcioidd egyiittes hatasat a 3.4.4. és 3.4.5. abra szemlélteti. Az
abrakbol lathatd, hogy a termékhozam szempontjabol az (S)-NIFE/aminosav molarany sokkal
nagyobb szerepet jatszott, mint a reakcioido. Az (S)-NIFE/(S)-Phe aranyt 2/1 vagy 5/1 aranyra
emelve, a reakcié 20 perc utan teljesnek tekinthetd. Mas a helyzet, ha konformacidsan erdsen
gatolt aminosavrol van sz6. Példaul, az (S)-2-amino-2-metil-3-o-tolilpropansav (26) esetén az
(S)-NIFE/aminosav moélaranyt 10/1-re kellett emelni, hogy a reakcio teljesen lejatszodjon. A
reakcio “teljes lejatszodasat a kromatogramon 205 nm-nél a szabad aminosav cstcsanak
eltinésével, vagy TLC lapon ninhidrinreakcioval tudtuk kovetni. Az (S)-NIFE/aminosav
molaranyt 20/1 értékre emelve a termékhozam nem névekedett tovabb érdemlegesen.

A nagy reagensfelesleg hatranya, a melléktermékek, 4-nitrofenol és ,;szimmetrikus

karbamid”, nagy koncentracidban valo keletkezése. Az utobbi mennyisége jelentdsen csokkent-
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3.4.4. Abra A reagensfelesleg és a reakcididé hatasa 3-4.5. Abra A reagensfelesleg és a r "l‘"‘"""""”" hatasa
az  (S)-Phe+(S)-NIFE  szarmazékképzési  reakcié az (S)-2-amino-2-metil-3-o-tolilpropansav (26)+(S)-
hasamira NIFE szarmazékképzési reakcio hozamara
Szarmazékképzés:  pH=11,2;  hémérséklet, 25°C; Sz‘i""{‘f?éliké zés: pH=11,2; (zo"mérsék’/et,' 25°C;
reakcioidd, 30 perc; (S)-NIFE/(S)-Phe mélarany, 1/1, reakcididd, 30 perc; (S)-NIFE/aminosav molarany, 2/1,

1S5/ 51 5/1, 10/1;

Kromatografia: oszlop, Vydac 218TP54; aramlasi Kromatogrdfia: oszlop, Vydac 218TP54; aramlasi
sebesség, 0.8 ml/perc; detektdlds, 205 nm; eluens, 0,1% Sebesség, 0,8 ml/perc; detektalas, 205 nm; eluens, 0,1%
TFA-t tartalmazé H,O/acetonitril (gradienseliicio) TFA-t tartalmazé H,O/acetonitril (gradienselicio)

hetd volt, ha a szarmazékképzési reakcid lejatszodasa utan a reakcidelegyben az (S)-NIFE
feleslegét glicinnel elreagéltattuk. A (S)-NIFE-Gly adduktum a kromatogram elején a 4-
nitrofenol utan, tobbnyire nem zavard csicsként jelentkezett. E modszerre valamint az

optimalizalt szarmazékképzési reakciora példa a [38] kozleményiinkben a 3. abran talalhato.

3.4.2. Aminosav sztereoizomerek folyadékkromatogrifias analizise (S)-NIFE-vel képzett
diasztereomerek formdjaban

A mozgofazis pH-ja dontéen befolyasolta a képzodott diasztereomerek kromatografias
viselkedését. Tapasztalatunk szerint, semleges kdzegben a retencids id6 nem reprodukalhaté és a
csucsok felszalld aga erdsen aszimmetrikus volt. Mindez a zavard hatds megsziint, ha az
eluensnek mind a vizes, mind a szerves komponenst alkotd része 0,1% TFA-at tartalmazott,
mely biztositotta a hasonlo ionizacids fokot a kromatografalas folyaman.

A szerves modosito mindségének hatasarol oOsszefoglaléan azt mondhatjuk, hogy a
szerves modositd mozgofazisbeli koncentraciojanak novelése csokkentette a retenciot (hidrofob
kromatografias viselkedés) és az MeCN-MeOH koziil a MeOH volt a hatasosabb.

Fehérjealkoto  aminosav  enantiomerek (S)-NIFE  szarmazékai elvalasztasanak
kromatografias adatait a [37] kozleményiink 1. és II. Tablazataban foglaltuk 6ssze. Az apolaris
¢s polaris oldallancti aminosav diasztereomerek, gradienseliciot alkalmazva, mind MeCN-, mind
MeOH-tartalmu eluensben elvalaszthatok voltak, kivéve az Asn és a Ser diasztereomereket,
melyek az MeCN-tartalmt eluensben egyiitt elualodtak. A két szerves modositd koziil a MeOH
bizonyult hatasosabbnak, nagyobb felbontas révidebb retencids idével volt elérhetd. A MeOH

egyetlen hatranya, hogy néhany esetben az egyik diasztereomer egyiitt elualodott a
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»szimmetrikus karbamid”-dal, de ez az egyiittes elici6 a gradiensmeredekség valtoztatasaval
kénnyen kikiisz6bolheté volt. A Cys, Lys és a Tyr kettdsszarmazékot képzett, vagyis ezek az
aminosavak az —SH, a lancvégi -NH, és a fenolos ~OH-csoportjukon is reakcidba léptek az (S)-
NIFE-vel és a nagyobb molaris tomegli adduktumok a kromatogram végén jelentek meg. A Tyr
esetén mind a mono- mind a kett6sszarmazék megfelelé gradiens alkalmazasaval elvalaszthatd
volt. Ezen aminosavak analizise esetén célszerli a reagens/aminosav molaranyt 5/1 aranyra
beallitani, hogy a szarmazékképzés 100%-os legyen. A gradienselucios technika alkalmazasaval
a fehérjealkoté aminosav diasztereomerek tobbségének elvalasztasara (kivétel az Asn, Gin, Asp,
Glu) a 3.4.6. abrin mutatunk be példat.

Az elucios sorrendet tekintve, savas aminosavak Asp és Glu retencios sorrendje (S)<(R).
A bazikus aminosavak koziil a kettdsszarmazékot képz6 Lys elucids sorrendje szintén (S)<(R),
mig az Arg és His, melynél tovabbi hidrogénhidas kdlcsénhatésokban résztvevé -NH, és =NH
csoportok is vannak, (R)<(S) sorrendben eludlddtak. A semleges aminosavak elicids sorrendje is
(S)<(R), kivétel a két tovabbi hidrogénhid kapcsolatra hajlamos semleges —NH,-csoportot
tartalmazé Asn és Gin. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a fehérjealkoté aminosavak elicids
sorrendjét az allofazissal létrejové kolcsonhatisaik koziil valészinlileg a hidrogénhid
kolcsonhatasok befolyasoltak. A Cys (R)<(S) elucids sorrendje nem jelent kivételt (Cahn-Ingold-
Prelog-szabaly).

Az adott kromatografias koériilmények kozott, MeOH szerves modositd jelenlétében
néhany aminosav esetén meghataroztuk a kimutatas alsé hatarat. Ez az érték (S)-Phe-re 205 nm-
nél, 3/1 jel/zaj viszony mellett 30 pmol-nak adddott. Figyelembe véve, hogy a kapott jelnagysag
értékek azonos aminosav koncentracioknal kézel azonosak, ez az érték mas aminosavakra is
érvényesnek tekintheto.

A nemfehérje-alkoto aminosavak koziil elsként az aromas gytirlin és az a-szénatomon
egyarant szubsztitudlt Phe analég sztereoizomerek és savamid szarmazékaik (16, 24-34)
elvalasztasat targyaljuk [38], melyek analizise a GITC- és FDAA-szarmazék formdjaban
nehézségekbe iitkozott (3.2 Fejezet). Az (S)-NIFE-szirmazékok kromatografids elvalasztasa
gradienseluciéval mind MeCN-, mind MeOH-tartalmu eluensben megvalosithaté volt (kivéve a
(26), MeOH-tartalmu eluens esetén) (F.3.4.1. Tablazat). A (34) analog sztereoizomerek,
amelyek fontos farmakonok kiindulasi anyagai, mind a kdzvetett, mind a kdzvetlen modszerek
koziil egyediil (S)-NIFE- szarmazék formajaban voltak elvalaszthatok. Az elucios sorrend az
aminosav és a savamid szarmazékok esetén egyarant (S)<(R), ha az a-szénatom hidrogén
szubsztituenst tartalmaz. Ugyanezen analégok o-metil-szubsztitualt szarmazékai (R)<(S)
sorrendben eludlédtak. Ennek valszinli magyardzata az o-metil-szubsztiticio okozta merev

szerkezet, mely jelentdsen befolyasolta az adduktum alakjat (feliiletét) és hidrofobicitasat.



| : : Bl |
0.38-! o F100.00
i =1 3
036 | al -95.00
F90.00
0.34
8 -85.00
0.32- 3 2
3 Eso.oo
g
0.30 o
I-75.00
0.28- j b
F-70.00
0.26 L65.00
0.24- = ;
s NG L 80.00
) =4 £ b
0.22 o — 1-55.00
L2 b ol F
- o = © :
AU o20] o mé 5 % 1-50.00
= o : B%
' °
0.18 = “J _>': 4500
2 // L
= et 40.00
0.16 g s
| BRI s [35.00
0.14- ( h ;—% — g g .
=it —<‘! pored M=oz 1 8 G H
< u e oo ) 30.00
D e aa | -
0.12- - '_?/,, L, A = g
1 T y i 25.00
o B [ s P i o .
0.10- il g | I i . = = g
> | l o v I o & U 1-20.00
IR Ll I s |
- | ¥ { 224 & >tlv 2 | I ! [ -15.00
006 ] VoAl all 3 .| i '
ARV, \ \ \! T I IR i L
0.04- LA J\ ¢ % A I /\ }\ J } ! L -
] ; \ 5.00
3 e LY ! / A o .
i M, = a0 A s o \« J A oamd Y L‘” Vi = Wt
0.02 \ \\l 1 L 0.00
N
i S g
0.00- bbb, - , — . — . e o T S EI——— Y, ",
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 65.00
idé/perc

3.4.6. abra Fehérjealkoto aminosav enantiomerek elvalasztasa (S)-NIFE szarmazék formajaban
Oszlop, Vydac 218Tp54 Cg; dramlasi sebesség, 1.0 ml/perc; detektalas, 205 nm; eluens, A, 0,1% TFA-t tartalmazé H,O, B, 0,1% TFA acetonitrilben,
gradienselucio, 0 perc 10% B, 10 perc 22% B, 28 perc 25,5% B, 40 perc 30% B, 50 perc 34% B, 60 perc 38% B, 70 perc 50% B.

1 {4
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A szekunder aminosavak soraba tartozé Trp-analég (51),(19); (52),(18) és Tic-analég
((57)-(63),(11)~(16)) sztereoizomerek (S)-NIFE-szdrmazék formaban sokkal hatasosabban
elvalaszthatdk, mint akar GITC-, akir FDAA-szarmazék alakjaban ([39], 1. és 2. Téblazat).
Kiilon meg kell emliteni az a-MeTic3 (63),(13) kitiind elvalasztasat, melynek merev szerkezete
nem kedvezett az eddig alkalmazott szairmazékképzési reakcidknak.

A [39] kozleményiink 2. és 3. abrajan bemutatjuk, hogy a 6-hidroxi-1,2,3,4-
tetrahidroizokinolin-3-karbonsav  (59),(15) és a 7-hidroxi-1,2,3,4-tetrahidroizokinolin-3-
karbonsav (60),(16) fenolos —OH-csoportjaval képz6d6 kettésszdrmazék a kromatografias
koriilmények megfelel6 optimalizalasival a monoszarmazéktdl elvalaszthato.

Ugyancsak a szekunder aminosavak sordba tartozé néhany Pro (67),(1); (68),(2),
pipekolinsav ((69)-(72),(3)-(6)), piperazin- (73),(7); (74),(8)), morfolin- (75),(9)- ¢s
tiomorfolin-karbonsav (76),(10) sztereoizomerek elvalasztasara mutatunk be példat ([41], IIL.
és IV. Tablazat). A mozgdfazisban mind az MeCN-, mind a MeOH-tartalom csokkentése a k, o
és Rs ndvekedését vonta maga utan, igazolva a hidroféb kolcsonhatisok jelentdségét az
elvalasztasban. A két Pro analég koéziil a hidrofilabb (67),(1) sztereoizomerek elvalasztisa
sokkal ,,gyengébb” eluenst igényelt. A ((69)-(72),(3)-(6)) Pip analogok koziil a telitetlen (69),(3)
€s a hidroxilcsoportot tartalmazok (71),(S), (72),(6) hidrofilabb sajatsaguknak megfeleléen
hamarabb elualédtak, mint maga a Pip, ezért a megfelel felbontas eléréséhez (71),(5) és (72),(6)
esetén ,,gyengébb” eluenst alkalmaztunk. A piperazin-vazas analogok (73),(7), (74),(8) a Pip-hez
(70),(4) viszonyitva jelentdsen kés6bb elualédtak. Ez arra utal, hogy ebben az esetben mindkét
miminocsoport” reagalt a szdrmazékképzével, és a kettOsszarmazékot az oszlop jobban
visszatartotta, amelynek a keletkezését HPLC-MS mddszerrel is igazoltuk. A (73),(7) és (74),(8)
viszonylataban a -CHj-csoport hidrofébicitist novel6 sajatsaga érvényesiilt. A (75),(9) és
(76),(10) analdégok esetén, az oxigénatomok és kénatomok beépiilése novelte a molekula
hidrofilitasat és ezz}ltal a Pip-hez (70),(4) viszonyitva a retencié csékkent. Az =NH (imino)- és
fenolos —OH-csoporttal ellentétben a telitett vazhoz kapcsolédé alkoholos —OH-csoportok
(67),(1); (71)(5); (72),(6) nem reagaltak a szarmazékképzével, nem tapasztaltunk
kettdsszarmazék-képzodést. Az alifas jellegil alkoholos csoportok csekély reakcidkészségét mas
esetekben is megfigyeltiik [6.3. Fejezet]. Az elucios sorrend minden esetben (S)<(R) volt.

A sztérikusan erésen gatolt, a-szubsztituilt Pro analég sztereoizomerek elvalasztasat a
F.3.4.2. Tablazatban mutatjuk be [nem kézolt eredmények]. Mint az el6z6 fejezetekben lattuk,
ezen analogok rendkiviil erés sztérikus gatlasa akadalyozta a GITC-vel és FDAA-val vald
reakciot. (S)-NIFE-vel a szirmazékképzés szobah6mérsékleten tizszeres reagensfelesleg mellett

20 perc alatt lejatszodott, és az (S)-NIFE felesleget, ha zavarta a kromatograféilast, Gly-nel
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tavolitottuk el. A képz6dott diasztereomerek gradienselucidoval, 0,1% TFA-t tartalmazé
H,O/MeCN celuens rendszerben, a legtobb esetben Rg~1,5 koriili vagy nagyobb felbontas
értékkel voltak jellemezhetSk [kivétel a (80)]. A hatékonyabb MeOH helyett MeCN hasznalatat

azért valasztottuk, mert néhany esetben az egyik diasztereomer MeOH-tartalmu eluensben egyiitt

elualédott a ,,szimmetrikus karbamid”-dal.

A F.3.4.2. Tablazat adatai a hidrof6bicitds meghatarozé szerepére utalnak az eluciban.
Alifas szubsztiticié esetén az alkil lanc hossza és telitetlenségének mértéke a retencié
meghatarozdja. Az a-halo-benzil-szubsztitualt analégok F-, Cl-, Br-szubsztituens sorrendben
elualédtak mig metilnaftil-szubsztitualt analégok mutattdk a legnagyobb visszatartast. A k
novekedésével parhuzamosan nem nétt Rs értéke, mivel a szubsztituensek térkitoltésének
novekedésével a csicsszélesedés is egyre nagyobb mértékiivé valt.

Az elucios sorrend a-MePro (68) és a-PrPro (77) esetén (S)<(R), a tobbi sztereoizomer
esetén (78)-(87) (R)<(S). Az a-allil-, a-benzil- és a-naftil-szubsztitualt analégoknak (78)-(87) a
Cahn-Ingold-Prelog-szabaly alapjan valtozott meg a konfiguricidjuk, de az atomcsoportok
elrendezddése a kiralis szénatom koriil ugyanaz maradt, mint a-metil-szubsztiticié esetén.

A B-metil(alki)Trp analég sztereoizomerek [40] elvalasztasit a 3.5. Fejezetben
targyaljuk.

A B-szubsztitualt-B-alanin analég sztereoizomerek (90)-(98) (S)-NIFE szarmazékainak
kromatografias  adatait a ‘F.3.4.3. “Tablazatban mutatjuk be [nem kozélt eredmények]. A
képzodott diasztereomereket gradienseluciéval 0,1% TFA-t tartalmazé H,O/MeCN eluens
rendszerben valasztottuk el. Az elvalasztast Discovery C,s és a Hyperpep 300 C;s oszlopon is
elvégeztiik. A Hyperpep oszlopon alkalmazott kisebb meredekségii gradiens valamelyest jobb
felbontast eredményezett. Itt jegyezziikk meg, hogy a (94) és (97) aminosavak két kiralis
szénatomot tartalmaztak, de a négy sztereoizomer elvélasztisinak semmi jelét nem tapasztaltuk
(a GITC- és FDAA-szarmazékok hasonl6 viselkedést mutattak, ezért ezen eredményeket a 3.2.
Fejezetben nem is tiintettik fel. Ezen sztereoizomerek elvalasztisa egyediil kézvetlen
kromatografias médszerrel ,,Prontosil AX-QN-2” oszlopon volt megvaldsithato).

Az elucios sorrend a (90) aminosav esetén (S)<(R), mig a (96) és (98) aminosavak esetén

(R)<(S) volt. Az ellentmondas a Cahn-Ingold-Prelog-szabaly alapjan értelmezhetd.

3.5. Kozvetett folyadékkromatografias elvalasztisok dsszehasonlitisa

3.5.1. Az eritro- és treo-f-metil(alkil)-aminosav enantiomerek elvilasztdsa kozvetett
kromatogradfids modszerekkel

A B-metil-aminosavak, mint a legijabb opioid peptidek épit6elemei, négy optikai izomer

formaban fordulnak el8. A peptidszintézisnél altalaban tiszta D,L-eritro- vagy D,L-treo-p-metil-
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aminosavat hasznaltunk, ezért elvileg a szintézis utin egy peptidepimer part kaptunk. A
peptidszintézis soran azonban a kiilonbozd lépésekben (véddcsoport beépitése az aminosavra, az
aminosav kapcsolasa, a véddcsoport eltavolitasa a peptidrél, peptidhidrolizis) mindig létrejohet
racemizicid, és az amint a F.2.3.A ,,-metil aminosavak konfigurici6éja” cimii dbréan lathat6 a
C2 szénatomon bekdvetkezve, példaul L-eritro- médosulatb6l D-treo-sztereoizomerhez vezet.
Ezért a B-metil aminosavak analizisére olyan modszer fejlesztése volt a cél, mellyel mind a négy
sztereoizomer elvalasztasa megoldhatd. Az eddig targyalt, B-metil-aminosavakra kidolgozott
kozvetett kromatografias mdédszereket a F.3.5.1. Tablazatban foglaltuk §ssze és a 3.5.1.-3.5.4.
abrakon mutatjuk be. A Tablazatok és az abrak valogatott, optimalizalt elvalasztasokat
tartalmaznak. Az eredményekbél a kovetkezd altalanos kdvetkeztetések vonhatok le:

1. Az elicids sorrend vdltozo. Altalinosan érvényes, hogy GITC, FDAA és (S)-NIFE
esetén az enantiomerekre vonatkozé eliciés sorrend L<D azaz (2S,3S)<(2R,3R) illetve
(25,3R)<(2R,35); (S,5)-DANI esetén D<L azaz (2R,3R)<(2S,3S) illetve (2R,35)<(2S5,3R), a
sorrend (R,R)-DANI alkalmazasiaval megfordithatd, L<D azaz (2S5,35)<(2R,3R) illetve
(25,3R)<(2R,35). Ez a teljesen valtozatos sorrend nagy szabadsagot biztosit a megfelelé modszer
kivalasztésaban, hogy a ,,minor” komponens a fékomponens el6tt elualédjon. A diasztereomerek
sorrendjét nemcsak szarmazékképzd, hanem az eluens szerves modositojanak minGsége, sét a

kolonna mindsége is befolyasolta.

2. Az enantiomerek elvalasztisa soran az eddigiekben azt tapasztaltuk, hogy a két szerves
mddositd koziil a MeOH sokkal hatékonyabb volt, mint az MeCN. Ez a megallapitis nem
teljesen igaz, ha a sztereoizomerekre vonatkozd diasztereoszelektivitdst tekintjiik; az MeCN
alkalmazasa sok esetben jobb elvalasztashoz vezetett, ha a négy sztereoizomer elvalasztasa volt a
cél. Példaként emlithetjiik a FDAA-B-MePhe, GITC-B-MePhe, GITC-f-MeTyr, GITC-B-MeTrp,
(S.S)-DANI-B-MeTrp, FDAA-B-PhTrp, (S)-NIFE-S-PhTrp, FDAA-B-MeTic és (S)-NIFE-S-
MeTic szarmazék diasztereomerek elvalasztasat, ahol az MeCN vagy az MeCN-MeOH vegyes
cluensrendszer sokkal hatasosabbnak bizonyult.

3. A GITC ¢és az FDAA Osszehasonlitisiban az FDAA rendelkezett jobb
enantioszelektivitasal, a kiilonbség sokszor kiugré volt. A diasztereoszelektivitast tekintve mar
nem minden esetben egyértelmii az FDAA elonye (példaul: S-2-PrTrp, S-PhTrp).

4, Az 4 kirdlis szarmazékképz6k [(S,S)- illetve (R,R)-DANI, (S)-NIFE)]
diasztereoszelektivitisa megkozelitette, illetve feliilmulta a GITC és FDAA diasztereoszelektivi-
vitasat. Az (S,5)-DANI a B-MePhe, B-MeTyr, p-MeTrp, az (S)-NIFE pedig a p-MePhe, p-
MeTyr, B-MeTrp, B-PhTrp és B-MeTic elyélasztéséban sokkal hatékonyabbnak bizonyult,
mint az eddig alkalmazott GITC vagy FDAA (3.5.1. Tablazat).
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3.5.1. abra Bmetilfenilalanin (22,23) sztereoizomerek kozvetett folyadék-
kromatogrdfias elvalasztdsa kiilonboz6 szarmazékképzok esetén

Kiralis szarmazékképzé, A, GITC, B, FDAA, C, DANI, D, NIFE; kolonna, A, B,
Vydac 218TP54 Cy5, C, D, Discovery Cys; dramlasi sebesség, A, B, C, 0,8 ml/perc,
D, 1,0 ml/perc; eluens, A, 0,1% TFA"/MeOH=55/45 (v/v), B, 0,01 mol/dm’
KH,PO,(pH=3,0)/MeCN/MeOH=53/7/40 (v/v/v), C, 0,1% TFA"/MeOH=45/55 (v/v),
D, 0,1% TFA"/MeOH=48/52 (v/v)

"0,1% TFA: 0,1% TFA-t tartalmazé H,0
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3.5.2. abra B-metiltirozin (40,41) sztereoizomerek kizvetett folyadékkromatogrdfids
elvalasztdsa kiilonboz6 szarmazékképzdok esetén

Kiralis szarmazékképzé, A, GITC, B, FDAA, C, DANI, D, NIFE; kolonna, A, B, D,
Vydac 218TP54 C,s, C, Discovery C,s; dramlasi sebesség, A, B, C, 0,8 ml/perc, D,
1,0 ml/perc; eluens, A, 0,1% TFA'/MeOH=75/25 (viv), B, 0,01 mol/dm®
KH,PO/MeOH=36/64 (v/v), C, 0,1% TFA"/MeOH=50/50 (v/v), D, 0,1%

TFA"/MeOH=40/60 (v/v)

8T
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3.5.3. dbra pBmetiltriptofin (43,44) sztereoizomerek kézvetett folyadék-
kromatogrdfias elvalasztasa kiilonbézd szarmazekképzok esetén

Kirdlis szarmazékkepzé, A, GITC, B, FDAA, C, DANI, D, NIFE; kolonna, A, B,
Vydac 218TP54 Cys, C, Hyperpep 300 Cys, D, Discovery Cis; aramlasi sebesség, A,
D, 1,0 ml/perc, B, C, 0,8 ml/perc; eluens, A, 0,1% TFA"/MeCN=65/35 (v/v), B, 0,1%
TFA'/MeOH=50/50 (v/v), C, 0,1% TFA"/MeCN/MeOH=52/32/16 (v/v/v), D, 0,1%

TFA"/MeOH=50/50 (v/v);
*0,1% TFA: 0,1% TFA-t tartalmazé H,0O
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3.5.4. abra pBmetil-1,2,3,4-tetrahidroizokinolin-3-karbonsav izomerek (64,65)
kozvetett folyadékkromatografias elvalasztasa kiilonbézd szarmazékképzdk esetén
Kiralis szarmazékkepzo, A, GITC, B, FDAA, C, DANI, D, NIFE; kolonna, A, B, D,
Vydac 218TP54 Cys, C, Hyperpep 300 Cis; aramlasi sebesség, A, B, C, 0,8 ml/perc,
D, 1,0 ml/perc; eluens, A, 0,1% TFA'/MeOH=45/55 (viv), B, 0,1%
TFA"/MeCN/MeOH=51/12/37 (v/v/v), C, 0,01 mol/dm® KH,PO,(pH=3,0)/MeOH,
gradiens elucid, 0 perc, 0,01 mol/dm’ KH,PO,(pH=3,0)/MeOH=80/20 (v/v), 30 perc
0,01 mol/dm® KH,PO,(pH=3,0)//MeOH=20/80 (v/v), 50 perc 0,01 mol/dm’
KH,PO./(pH=3,0)/MeOH=20/80 (v/v), D, 0,1% TFA'/MeCN=68/32 (v/v);
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3.5.2. A cisz- és transz-2-aminociklopentin- és —ciklohexdn-karbonsav sztereoizomerek
elvdlasztisdanak dsszehasonlitisa

A ket kiralitascentrumot tartalmazo cikloalkan-vazas karbonsavak koziil a cisz-pentacin a
természetben is el6fordulé gombaodlészer, mig a tobbiek fontos farmakonok kiindulasi anyagai
[8, 12, 18). A négy sztereoizomer egy kromatogramon beliili elvalasztasat harom
szarmazékképz6 (GITC, FDAA, (S,5)-DANI) esetén a F.3.5.2. Tablazatban mutatjuk be. Az
Acpc (100) és (101) sztereoizomerek elvalasztasara mindharom szarmazékképzé alkalmasnak
bizonyult, mig az Achc (102) és (103) sztereoizomerek FDAA-szdrmazékként csak harom
komponensre voltak elvalaszthatok, és a legjobb elvalasztast (§,5)-DANI-szarmazékként kaptuk.

A kiralis elvalasztasban fontos eliicios sorrend, GITC és FDAA esetén, hasonlo a B-
metil-aminosavaknal tapasztaltakhoz, itt (15,28)<(1R,2R) illetve (1R,2S)<(1S,2R). Itt a C2
szénatomon 1évé —NH;-csoport vesz részt a szarmazékképzésben, és igy ennek a konfiguracioja
a meghatarozo, ezért a sorrend (25)<(2R). Az (S,S5)-DANI esetén a transz-izomerek kovetik ezt a
sorrendet, a cisz-izomerekre az Acpc és Achc esetén ellentétes elticios sorrendet tapasztaltunk.

Ami az egyes szarmazékképzOk diasztereoszelektivitasat illeti, itt is valtozé képet
kaptunk. GITC és (S,S)-DANI esetén a transz-izomerek a cisz-izomerek el6tt eluél()dtélk, mig az
FDAA-szarmazékok vegyes sorrendet mutattak. A szarmazékképz6k diasztereoszelektivitasaban
meglévo kiilonbségek lehetéséget adtak az elucids sorrend megfelel6 megvalasztasara a kiralis

szennyezés vizsgalatok soran.

3.5.3. Az eritro- és treo-f-metil(alkil)-aminosavak elvilasztisa

A két kiralitascentrumot tartalmazé [-metil(alkil)-szubsztitualt aminosavak jelentGs
szerepet jatszottak a kilencveneses évek opioid peptidkémidjaban. Hogy csak a legfontosabbakat
emlitsiik a hetveneses években felfedezett enkefalin [183], a nyolcvanas években felfedezett
deltorfin [180,181], dermorfin [182], a kilencvenes években felfedezett TIPP [184], endomorfin-
1 és -2 [185] moddositasa konformacidsan gatolt B-metil(alkil)-szubsztitualt aminosavakkal
szamos Uj, az eredetinél aktivabb és szelektivebb analdghoz vezetett (a fenti peptidek szerkezetét
a 8. Fejezetben illetve az F.8.-ban ismertetjiik). A P-metil-aminosavak szintézise
legegyszerlibben racém formaban oldhatdé meg [I4], de a keletkez6 eritro- és treo-
diaszterecomerek altaldban egymassal szennyezettek. A tiszta eritro-modosulat kristalyositassal
eléallithatd, de a freo-mddosulat kristalyositdsa hosszadalmas és a termék altalaban mindig
eritro-komponenssel szennyezett marad. Ezért olyan HPLC-mddszert dolgoztunk ki, mellyel
preparativ méretben is kiralisan tiszta eritro- és treo-mddosulat volt nyerhetd. A médszer
lényege, hogy C,s allofazison puffer- illetve savmentes (TFA) eluenst (viz) alkalmazva, 1-2%

MeCN (Trp analogok esetén 10-15% MeCN) jelenlétében az eritro- és treo-diasztereomerek
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3.5.5. abra Eritro és treo-f-alkil-aminosav diasztereomerek elvalasztasa

Kromatografia: oszlop, Vydac 218TP54 C,g; aramlasi sebesség, 1,5 ml/perc; detektalas,
205 nm; eluens, A, viz/acetonitril=99/1 (v/v), B, viz, C, viz/acetonitril=95/5 (v/v), D,
viz/acetonitril=98/2 (v/v), E, F, viz/acetonitril=85/15 (v/v).

kvantitativen, preparativ méretben elvalaszthatok ¢és az egyes diasztereomerek >99,8%
tisztasagban nyerhet6k. A modszer érdekessége, hogy a mozgofazis gyakorlatilag csak vizet
tartalmazott, ¢és ilyen nagy viztartalom mellett a C,g allofazis olyan szerkezetet vett fel
(feltételezhetden a C,g-lancok beboritjak a feliiletet), mely alkalmas volt a két diasztereomer-par
elvalasztasara. Ha a mozgofazis H,O-MeCN rendszeren kiviil valamilyen puffert vagy 0,1%
TFA-t tartalmazott, az eritro- €s treo-sztereoizomerek nem valtak el. A 3.5.5. abran a p-alkil-
aminosavak eritro- és treo-diasztereomerjeinek elvalasztasat mutatjuk be Vydac 218TP54
allofazison. A modszer mas tipusu C,g allofazison is sikeres (LiChrospher, Discovery, NovaPak,
Hypersil, Hyperpep, Nucleosil). Az eljaras elonye, hogy izokratikus elvalasztasrol 1évén szo,
nincs sziitkség a kolonna kondicionalasara (idényereség) és olcso (gyakorlatilag a mozgofazis

alig tartalmaz szerves modositot).
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4. Nemfehérje-alkoto6 aminosav enantiomerek kozvetlen folyadékkromatografias
elvalasztasa

A kézvetlen mddszerek a kozvetett modszerekkel ellentétben a kovalens kotések helyett
nemkovalens kotésli diasztereomer asszociatumokon keresztiil segitik el6 a sztereoszelektiv
elvalasztast. A kiralitas felismeréséhez hozzajaruld kotderék lehetnek —elektrosztatikusak,
hidrogénhid kolcsonhatasok, van der Waals-féle vonzas/taszitas, hidrofob-hidrofob, n-r vagy dipdl-
dipdl kolesonhatasok. Nagy jelentoségi a kiralis elvalasztasokban a ,,host-guest” zarvanykomplex-
képz6dés is. Az enantiomerek kozvetlen elvalasztasa az allofazishoz kotott vagy mozgédfazisba

adagolt kiralis szelektor €s az enantiomer keverék kolcsonhatasanak az eredménye.
4.1. Kozvetlen kiralis elvalasztiasok koronaéter alapi, Crownpak CR(+) kolonnan

Koronaéter alapt kiralis allofazist a hetvenes évek végétdl Cram és tarsai [186,187] uttoro

munkassaga nyoman alkalmazzak, akik szilikagélre €s polisztirolra kotott bisz-(1,1’-binaf-til)-22-

korona-6 szelektoron sikeresen valasztottak el o-
aminosav szarmazékokat. A modszer alapja, hogy a
koronaéter a protonalt primer aminocsoportokkal
meéreténél fogva stabilis asszociatumot képez, és ez
az elsodleges kotéeré a molekula és a szelektor
kozti kolcsonhatasban. Shinbo és munkatarsai az
(R)-2,3:4,5-bisz[1,2-(3-fenilnafto)]-1,6,9,12,15,18-
hexaoxaciklo-eikoza-2,4-dién-t  [188] és  6-

oktilnafto-szubsztitualt valtozatat [189]

dinamikusan kototték oktadecil-szilikagélre

4.1.1. abra 4 Crownpak CR kiralis szelektor és a
kialakulo asszociatum szerkezete

¢s az elébbi oszlopot a Daicel cég Crownpak CR(+) illetve () néven forgalmazza. Az oszlop
hatranya, hogy a szelektor csak primer aminocsoportot tartalmazé vegyiiletekre hatdsos és ha az
cluensben a MeOH-tartalom meghaladja a 15%-ot a szelektor lemosddik az oszloprél. Ennek
ellenére a nyocvanas-kilencvenes években szémos szerzé alkalmazta nemcsak primer-aminok,
aminosavak, hanem kis peptidek analizisére is [190-202]. A kilencvenes évek végétdl Machida és
munkatarsai [203-205] valamint Hyun és munkatarsai [206-212] altal indult @j fejlesztésekben a
hordozohoz kovalensen kotétt koronaéter fazisokat szintetizaltak, melyek sokkal stabilisabbak és

egyes valtozataik szekunder aminokra is alkalmazhatdok [213].
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A koronaéter oszlopon torténd visszatartist déntéen a protonalt primer aminocsoport, ~-NH;"
és a koronaéter-oxigének ko6zott kialakulé molekula-asszociatum stabilitisa szabja meg. Ez a
stabilitas fligg a pH-tdl, a hdmérséklettdl és az oszlop boritottsagatol (ez utobbi egy adott oszlop
esetén nem befolyasolhatd). A pH szabalyozasira a leggyengébb kor_nplexképzfi sajatsaggal bird
perkiorsavat alkalmazzuk. Az asszociatum stabilitisa a pH csokkentésével novelhetd, a protonalt
primer aminocsoport és a poliéter gyiirii oxigénjei kozotti kapcsolatot a protonalt karboxilcsoportok
és poliéter oxigének kozott kialakuld hidrogénhidak tovabb erdsitik [190]. Az asszociatum
stabilitisinak masik meghatarozdja a hmérséklet (ennek hatasaval az 5. Fejezetben részletesen
foglalkozunk). A szelektivitist az asszociatum stabilitdsa mellet a szelektor és az elvalasztando
sztereoizomerek R-csoportja (4.1.1.' dbra) kozott kialakulé masodlagos kolcsonhatasok
befolyasoljak. Dont6 hatassal lehet az aminocsoport melletti szénatomon lévd szubsztituensek
terkitoltése, hidrofobicitasa, az aminocsoport és a kiralis szénatom tavolsaga [194, 195].

Méréseinket a kereskedelmi forgalomban is kaphatd, a szelektor (§)-antipodjat tartalmazo
Crownpak CR(+) kolonnan végeztiik, a pH és a homérséklet optimalizalasaval. Az eluens vizes
perklorsavoldat volt, sierves mddositd alkalmazasat keriiltiik (kivéve Trp analogok) az oszlop
dinamikus fedése miatt. Néhany esetben az aramlasi sebesség csokkentése eldsegitette a felbontas
novelését.

A Gly ¢és Ala analég sztereoizomerek elvalasztasat a [31] kozleményiink L. Tablazataban
mutatjuk be. A PhGly (1),(1) a 4-(OHPh)Gly (2),(2) és a Thg (4),(4) a és Ry értékei kiilondsen jok.
A j6 elvalasztas valdszinii magyarazata, hogy az aromas fenil-és tienil-gyiiriik n-n kélcsonhatasa a
kiralis szelektorral elésegitette a kiralis felismerést. Valészinii ez a magyarazata a telitetlen elagazé
lanca (2-metilallil)glicin sztereoizomerek (5),(5) jo elvalasztisinak is. A tobbgyiiriis rendszerek
(indan-2-il)glicin (3),(3), 1- és 2-naftilalanin (10),(16) és (11),(17) a nagy k értékek ellenére kevésbé
hatdsosan voltak elvalaszthatok. Ezekben az esetekben a pH és a hémérséklet csokkentése sem
vezetett jobb eredményhez. A (3),(3); (10),(16) és (11),(17) sztereoizomerek esetén, a hidrofobicitas
€s a szelektorral vald erés n-nm kolcsonhatds mindkét enantiomer esetén olyan mértékben névelte a
retenciot és a sdvszélesedest, hogy a felbontds romlott. Itt kell megemliteni, hogy a binaftil-
szubsztituenst tartalmazd, (R,S)-6-amino-6,7-dihidro-5H-dinafto[2,1]cikloheptén-6-karbonsav (88)
és (R,S)-6-aminometil-6,7-dihidro-SH-dinafto[2,1]cikloheptén-6-karbonsav (89) sztereoizomerek a
szelektorral val6 erés hidrof6b-hidrofob és n-m kolcsonhatas kovetkeztében nem elualodtak az

oszloprol.
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A F.4.1.1. Tablazatban a Phe analég sztereoizomerek elvalasztisanak adatait gytijtottiik
Ossze [17, 24, 27, 31]. A mérések dont6 tobbségét pH=2 perkldrsav eluenssel végeztiik. A fluorozott
Phe-szarmazékok (13-15) a Phe-hez viszonyitva apolarosabbak és nagyobb k értékkel rendelkeztek,
amit nem kisért az o és Rs ndvekedése, s6t a pentafluoro-szarmazék, FSF (15) nagy térkitoltése
gatlo hatassal volt a kiralis felismerést elésegit6é kélcsonhatasokra. Az aromas gyiirii térkitéltésének
(és valésziniileg a hidrofébicitasnak) a novekedése a metil-szubsztitualt Phe analégok (16-20) esetén
sem volt kedvezé az elvalasztis szempontjabol. A retencié ugyan a metilcsoportok szamanak
novekedésével nétt (16-20), de az a és Ry értéke csbkkent. A metilcsoportok gatoltak az aromas
rendszerek n-n kblcsonhatasat, ezaltal hatraltattak a kiralis felismerést. A kdzvetett analizisek esetén
is tapasztaltuk, hogy az a-MePhe (21) és itt a treo-p-MePhe (23) térbeli szerkezete gatja a kiralis
eclvilasztasnak. A Crownpak CR(+) kolonna azzal a sajatsaggal rendelkezett, hogy azon a treo-f-
metil szubsztitudlt aminosav sztereoizomerek nem voltak elvalaszthatok.

A [27] kozleményiink 1. Tablazataban tovabbi Phe (16),(2); (24),(1); (25),(3) analég és
Phe-amid analég (29),(8); (30),(7); (31),(9) sztereoizomerek kromatografias adatai j01 mutatjak az
—NH;-csoport jelentdségét. A hidrofilabb amid-szarmazékok ((29)-(31),(7)-(9)) nemcsak kisebb .-
val rendelkeztek, mint a nekik megfelelé karboxilcsoportot tartalmazé Phe analégok (16),(2);
(24),(1); (25),(3), hanem « és Ry értékiik is nagyobb volt. Korabbi munkajaban Hilton és Armstrong
[195] is utalt arra, hogy egy tovabbi -NH,-csoport jelenléte novelte a kiralis szelektivitast. Ennek
valoszinii oka, hogy az amidcsoport a koronaéter oxigénjeivel jabb hidrogénhid kapcsolatok
kialakitasara képes.

A Tyr analég sztereoizomerek adatait ([17], 2. Tablazat) ¢sszevetve a nekik megfelelo Phe
analégokkal (F.4.1.1. Tablazat) (2-MeTyr—2-MePhe; 2,6-diMeTyr—2,6-diMePhe; eritro-§3-
MeTyr—eritro-B-MePhe) azt tapasztaltuk, hogy az el6bbiek egyrészt rovidebb retencids idovel
rendelkeztek, masrészt az —OH-csoport (az —-NH;-csoportoz hasonléan) hidrogénhid kélcsonhatas
révén ellsegitette a kiralis felismerést, és a rovidebb retencids id6 ellenére az a és Rs értékek
hasonldok vagy jobbak voltak.

A B-szubsztituilt Trp analdg sztereoizomerek koziil, mint mar emlitettiik, a freo-analogok
nem mutattak enantioszelektivitast ezen a kolonnan, és az eritro-analogok koziil csak a p-MeTrp
(43),(1) Rs=1,2 és a B-3PentTrp (47),(3) Rs=2,38 volt elvalaszthato ([28], IL. és IV. Tablazat).

A B-karbolin szarmazék Tec (51),(21) sztereoizomerek ([17], 2. Tablazat), annak ellenére,
hogy szekunder aminosavak, viszonylag j6 felbontassal (Rs = 0,95) elvélaszthatok voltak. A

molekula aromas, nagy térkitoltésii szerkezete, a primer aminocsoporttal vald asszociatum képzése
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nélkil is lehetdvé tette masodlagos kolcsonhatasok kialakulasat (hidrogénhidak, =-n
kolcsénhatasok).

A B-aminosav sztereoizomerek kiralis koronaéteren valo elvalasztasira Armstrong €s tarsai
[195] Gly tartalmi dipeptidek esetén kimutattak, hogy az enantioszelektivitas nagyban romlott, ha a
kiralis szénatom az —NHj-csoporthoz viszonyitva (-helyzetben volt. A [30] kozleményiink 1.
Téblazataban felsorolt aminosavak esetén a kiralis szénatom az asszociatum képzésben résztvevo
-NH;-csoporthoz képest a-helyzetli, a kolonna szelektivitisa a legtobb esetben mégsem volt
megfelel. A B-szubsztituensek térkitoltésének (és hidrofébicitasinak) névekedésével ((90)-(96),(1)-
(6)) a k nott, ami hidrof6b-hidroféb kélcsonhatasra utalt, a felbontas pedig jelentdsen romlott. A n-n
kolcsonhatasok jelentoségét (98),(8) aminosav valésziniisiti, melynél a [-helyzetii aromas
szubsztitucio lehetdvé tette a kiralis felismerést.

A F.4.1.2. Tablazatban feltiintetett cikloalkin- és alkén-vizas aminokarbonsavak (f3-
aminosavak) négy sztereoizomerjének elvalasztisa kdzvetett modszerrel sem volt egyszerii feladat.
A Crownpak CR(+) oszlop enantio- és diasztereoszelektivitisa a cikloalkan-vazas
aminokarbonsavak Acpc (100),(101), Ache (102),(103), Abhc (106),(107) esetén jonak mondhaté
[12, 18, 43], a négy egymast kovetd sztereoizomerre vonatkozo felbontés legkisebb értéke Rg>0.95.
Ez azért meglepo, mert ezek az aminosavak mentesek mmden aromas jellegtol, mely eddigi
tapasztalatunk szerint dontoen hozzajarult a kiralis fehsmereshez Ugyanakkor a telitetlen kotést
tartalmazé aminosavak egyes sztereoizomerjei, Achc-én (104) és Abhc-én (108), melyekkel elvileg
lehetséges a n-n kolcsonhatasok kialakulasa, gyenge enantioszelektivitast mutattak.

A Crownpak CR(+) oszlopon az irodalmi (R)<(S) sorrendtél eltérd, (S)<(R) eliciés sorrendet
a B-aminosavak esetén tapasztaltunk. A [30] kozleményiink 1. Tablazatiban a (96),(6) és (98),(8)
komponensek esetén mért (S)<(R) eliciés sorrend csak latszélagos eltérés, a Cahn-Ingold-Prelog-
szabaly szerint az atomcsoportok elrendezédése a kiralis szénatom koriil (96),(6) és (98,(8) esetén
ugyanaz, mint (90),(1) esetén. A cikloalkan- és -alkénvazas aminokarbonsavak (100)-(109) (S)<(R),

eliicios sorrendjére az 5.1. Fejezetben visszatériink.

4.2. Nemfehérje-alkotdo aminosav sztereoizomerek kizvetlen folyadékkromatogrifias
elvalasztisa makrociklusos gliikopeptid-alapt kolonnan

4.2.1. Makrociklusos gliikopeptid alapi oszlopok révid irodalmi dttekintése

A makrociklusos gliikopeptidek kiralis szelektorként valé alkalmazasinak elvét 1994-ben

Armstrong €s tarsai [214] dolgoztak ki, vankomicin, rifamicin B és a tiosztrepton molekulakat
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kovalensen kétottek szilikagél hordozdéra. A vankomicint ugyanebben az idészakban vékonyréteg-
kromatografias [215] és kapillaris elektroforézis (CE) mozgédfazisbeli adalékként [216, 217] is
sikerrel alkalmaztak. A harom gliikopeptid kéziil a vankomicin bizonyult a leghatasosabbnak. A
kolonna igen jé stabilitasa mellett, mind forditott, mind normal fazisi médban hasznalhaté volt. A
tovabbi fejlesztésekben 1995-t61 a teicoplanin [218-220], a risztocetin A [221-223] valamint az a-
és P-avoparcin [224] makrociklusos gliikkopeptideket kiralis szelektorként mind a HPLC mind a CE
technikaban alkalmaztak. A fej lesztésekl;e olasz kutatdk is bekapcsolddtak [225, 226].

Vizsgalataink soran a teicoplanin alapi, Chirobiotic T és a risztocetin A alapi,
Chirobiotic R fazisokat alkalmaztuk. A té‘icoplanin 23 kiralis szénatomot tartalmaz és tobb
figyelemre mélté szerkezeti elemmel rendelkezik (4.2.1. abra), melyeket részletesebben [43]
kozleményiink és a [220] irodalom tartalmaz. A molekula két jelentés funkcids csoportja egy primer
aminocsoport és egy karboxilcsoport. Ezek felelosek a molekula ikerionos szerkezetének
kialakitasaért. Ezen kivil lényeges elem a D-glilkk6zaminhoz kapcsolodé hidroféb nonil lanc,
melynek fontos szerepe van a hidrofob-hidrofob koélcsonhatasok kialakitasaban.

A risztocetin A molekula 38 kiralitiscentrumot és 7 aromas gyiiriit tartalmaz (4.2.2. abra).
A szerkezetet részletesen [44] kozleményiink és a [220] irodalom irja le. A molekula legfontosabb
egysége két protonalt aminocsoport. Fontos eltérés a két makrociklusos gliikopeptid k6zott, hogy a
risztocetin A nem rendelkezik hidrofob oldallanccal. A teicoplanin és risztocetin A alapt oszlopok
az utobbi idoben egyre nagyobb szerepet kaptak a kiralis elvalasztasok teriiletén, nemcsak az
aminosavak €s szarmazékaik, hanem mas bioldgiailag fontos sztereoizomerek analizisében is. A
makrociklusos gliikopeptid oszlopokrol 6sszefoglaldé munkak Beesley és Scott [21] valamint
Chankvetadze szerkesztésében [28] jelentek meg. A tovabbi idézett kozlemények [227-247], melyek
foleg a teicoplanin és risztocetin A alapi oszlopok felhasznalasaval sziilettek, a teljesség igénye
nelkiil probaljak szemléltetni e teriilet novekvd jelentGségét. E szelektorokkal késziilt oszlopok
elénye, hogy mind forditott mind normal fazisi moédban, s6t az 1995-ben bevezetett polar-
organikus mddban is alkalmazhatdk [248,249]. A polar-organikus médszer normal fazisi médnak
tekinthetd; lényege, hogy vizmentes koriilmények kozétt szerves moddositoként MeCN-t (vagy
MeOH-t) alkalmazva az eluens polaritasat jégecet és TEA adagolisival szabalyozzuk. Altaldnos
tapasztalat szerint a retenciot a jégecet és TEA koncentracidja szabja meg. Mindkett6t 0,01-1,0 %
koncentraci6-tartomanyban hasznalva, a koncentricid névelése a retencié csokkenését (és forditva)

eredményezte. A szelektivitas valtoztatasa a jégecet/TEA arany valtoztatasaval tortént.
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4.2.1. abra 4.2.2. abra
A teicoplanin molekula szerkezete A risztocetin A molekula szerkezete

4.2.2. Nemfehérje-alkoté aminosayv sztereoizomerek elvidlasztasa teicoplanin alapu (Chirobiotic T)
és risztocetin A alapu (Chirobiotic R) kolonndn

A nemfehérje-alkoté aminosavak analizisét teicoplanin és risztocetin A alapti kolonnakon
forditott fazisi modban végeztikk, de a jobb felbontas reménye érdekében a polar-organikus
modszert [218, 222, 223] is t6bbszor alkalmaztuk. Armstrong szerint [218, 219] a retencid és a
sztereoszelektivitas elsdsorban a mozgdfazis Osszetételével és mindségével befolyasolhatd, de az
aramlasi sebesség €és a homérséklet valtoztatasa sok esetben jelentds hozzajarulast eredményez a
felbontas javitasaban. (A homérséklet hatasat az 5. Fejezetben kiilon targyaljuk). Az oszlopok
elsésorban viz/szerves modositdé (MeOH) eluens alkalmazasaval mikodtek, de sok esetben pH-
kontrollalt koriilmények nagyobb felbontast és szebb csucsalakot eredményeztek. A pH
szabalyozasara 0,1% vagy 1,0% trietil-ammoénium-acetat (TEAA) vizes oldatat (pH 4.1 vagy 6.5)
hasznaltuk. Fontos megemliteni, hogy a Chirobiotic T kolonnén 1% vagy 0,1 mol/dm® TEAA
hasznalata ajanlatos, mig a Chirobiotic R kolonna érzékenysége miatt csak ezen koncentraciok
egytizedével terhelheték (0,1% illetve 0,01 mol/dm?).

A Gly ¢és Ala analdg sztereoizomerek elvalasztasanak kromatografias adatai a [31]
kozleményiink II. és III. Tablazataban talalhatok. Mindkét oszlopon egy adott eluens dsszetételnél
(TEAA/MeOH=20/80 (v/v) illetve 70/30 (v/v)), a hidrofobicitas tiint az egyik meghatarozo
tényezonek a retencioban. Azonos eluens Gsszetételnél a hidrofilebb sztereoizomerek k értéke kisebb
(1),(1) illetve (2),(2) és (4),(4), és az erdsebben hidrofob sajatsagi komponensek (10),(16); (11),(17)

ersebb eluens Osszetételnél is késébb eludlédtak, mint a PhGly (1),(1). Osszefoglalva azt
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mondhatjuk, hogy az ((1)-(5),(1)-(5)) és (10),(16); (11),(17)) aminosav sztereoizomerek mindkét
oszlopon jo6l elvalaszthatok voltak.

Itt kell megjegyezni a két kolonna eltéré viselkedését. A Chirobiotic T kolonna
ellentmond egy forditott fazisu rendszer sajatsagainak. Ezért nagyobb k, a és Rs elérése érdekében
nagyobb MeOH-tartalmi eluenseket kellett alkalmazni. A Chirobiotic R oszlop ,,igazi” forditott
jelenség magyaréazatara az 5.2. Fejezetben visszatériink).

A Phe analog sztereoizomerekre [24, 31, 43-45] Gsszegyiijtott kromatografias adatokat a
F.4.2.1.a.,b. Tablazatban foglaltuk 6ssze. Els6 altalanos kovetkeztetéseink a hidrofobicitas és a
retencio kozti Osszefliggésre vonatkoznak. Fluoratomok (13-15), illetve metilcsoportok (16-20)
fokozatos beépitése a vegyiiletekbe kis mértékben valtoztatta meg a retenciés faktorokat a hidrofil-
hidroféb jellegben bekovetkezd valtozasnak megfeleloen. A penta-fluor szarmazék (FS5F) (15)
sztereoizomerek elvalasztasa, valosziniileg a nagy térkit6ltés okozta gyengébb kolcsénhatasok miatt,
gyengébb eluenst igényelt, ami a két kolonnan ellentétes iranyi MeOH-koncentracié valtoztatast
jelentett. A mono-, di,- és trimetil-szubsztitualt Phe analog sztereoizomerek egyre ndvekvd hidroféb
jellege a két oszlopon, egy-egy adott eluens Osszetételnél [TEAA/MeOH=20/80 illetve
TEAA/MeOH=70/30 (v/v)] a k és Ry értékekben alig mutatkozott. Osszefoglaléan azt mondhatjuk,
hogy a hidrofébicitas valdsziniileg egyéb kélcsénhatdsok mellett szerepet jatszott a retencid
meghatarozasaban.

Az a-MePhe (21) éé treo-B-MePhe (23) sztereoizomerek a Crownpak CR(+) oszloppal
ellentétben, Chirobiotic T és R kolonnan viszonylag j6l, illetve igen j§l e!vélaszthaték voltak.

Az eluens pH-janak hatasat Chirobiotic R\\“ogz?opon Phe a/n;iég;)k esetén vizsgaltuk. Ehhez
az irodalomban is alkalmazott pH=4,1 és pH=6,5, 0,1% TEAA-t tartalmaz6 vizes oldatokat
hasznaltunk [222, 223]. pH=6,5 esetén mind az aminosav, mind a szelektor aminocsoportja
protonalt és a karboxilcsoportok deprotonaltak. pH=4,1 esetén az aminocsoportok protonaltak, mig a
karboxilcsoportok az aminosav pK-jatol fiiggd mértékben deprotonaltak. Tapasztalatunk szerint
ilyen mértékii pH-valtozas nem okozott jelentés kiilonbséget a kromatografias viselkedésben (nem
kozolt adatok).

A Phe analégokra a polar-organikus médszer a [44] kozleményiink 2. Tablazatinak adatai

(valamint nem kozolt adatok) alapjan a legtobb esetben kevésbé volt hatasos, mint a forditott fazisu
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mddszer, s6t a (19),(3) és (21),(4) analogok, egyaltalan nem vagy rosszabbul voltak elvalaszthatok
(4.2.3. Fejezet).

A F4.2.2.a. és b. Tablazatokban tovabbi Phe analég sztereoizomerek analizisét mutatjuk
be H,O/MeOH rendszerben ([27], és nem kozolt eredmények). Ezek az analogok a kozvetett
mddszereknél mar ismertetett specialis enzimatikus rezolvalasok termékei (3.2. Fejezet), és
Chirobiotic T kolonnén j6l, mig Chirobiotic R oszlopon a (16) és (24) analog sztereoizomereket
kivéve alig, vagy nem (28) vélaszthatok el. A (26)-(28) analégok esetén a metilcsoport beépitése a
hidrofébicitas névekedése mellett olyan sztérikus gatlast jelentett, mely akadalyozta a masodlagos
kolcsonhatasok kialakitasat a kiralis szelektorral. Chirobiotic T oszlopon nagy MeOH-tartalmu
(90% illetve 100%) eluenssel (mely itt gyenge eluenst jelent), viszonylag jo Rs értékeket kaptunk,
mig Chirobiotic R oszlopon a sztereoizomerek nagy viztartalmi eluensben sem voltak jol
elvalaszthatok. Az enzimatikus rezolvalasok kovetése céljabol a (16), (24)-(28) analogoknak
megfelelé savamid sztereoizomerek (29)-(34) elvalasztasa is szilkséges (3.2. Fejezet). Sajnos
mindkét kolonndn a (29)-(34) savamid sztereoizomerek visszatartédtak ugyan az oszlopon, de
enantioszelektivitist nem mutattak ([27], és nem koézélt eredmények). Ez a jelenség a
karboxilcsoport meghataroz6 szerepére utal az elvalasztas mechanizmuséban. (5.2. Fejezet).

A Tyr analég sztereoizomerek, m-Tyr (35), 2-MeTyr (36), Dmt (37), eritro-p-MeTyr (40),
treo-3-MeTyr. (41) a [24] valamint a [43-45] kozleményeink 1. Tablazatainak adatai alapjan
H,O/MeOH eluens rendszerben hatékonyan elvalaszthatok, Rs>1,05 [kivéve a treo-B-MeTyr (41)
Chirobiotic R oszlopon]. A Dmt-NH; sztereoizomerek (38), a fent emlitett savamid-
szarmazékokhoz hasonldéan egyik moddszerrel sem voltak elvalaszthatok (5.2. Fejezet). Ugyanez
mondhatd el az a-MeTyr sztereoizomerekre.

Chirobiotic T oszlopon a B-szubsztitualt Trp analég sztereoizomerek koziil egyediil a B-
MeTrp (43,44),(1.a-d) és a B-PhTrp (49,50),(4.a-d) sztereoizomerek ([28], IL.,V. Tiblazat), mig
Chirobiotic R kolonnin polar-organikus médban [MeOH/AcOH/TEA=100/0,1/0,1 (v/v/v)] eluens
osszetételnél a B-MeTrp (43,44), (Rseriro=1,4; Rsueo=3.37), a B-2PrTrp (45,46), (Rseriro=1,1;
Rsireo=1,2), és a B-3PentTrp (47,48), (Rseriro=2,36; Rsueo=0,8) sztereoizomerek valaszthatdk el
[nem kozolt adatok]. A varakozassal ellentétben az alkillincot tartalmaz6 (45)-(48) sztereoizomerek
Chirobiotic T szelektoron, mely egy nonillancot tartalmaz, nem voltak elvalaszthatok. Chirobiotic R
oszlopon a polar-organikus médban valé sikeres elvalasztds a w-m, hidrogénhid és sztérikus

kolcsonhatasok jelentdségére utal.
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A [43], 1. Tablazat és a [44], 1. és 2. Tablazat adatai szerint Tcc (51),(20 vagy 27)) és Tnc
(52),(21 vagy 28) analdg sztereoizomerek bar szerkezetileg csak a karboxilcsoport helyzetében
kilonboztek, jelentds kiilonbséget mutattak a k és Rs értékében a két kolonnan. A szekunder
aminocsoport térallasa a karboxilcsoporthoz képest dramaian megvéltoztatta a masodlagos
kélcsonhatasok jellegét.

Forditott fazisi kromatografiat alkalmazva a tetralin-vazas (53-55), [43], (18,19); [44], (22-
24); [45], (21-23) és a tetrahidroizokinolin-vazas analég (57-65) sztereoizomerek [43], (11-17);
[44], (14-21); [45], (13-20) valamint [25] szerkezete mindkét oszlopon kedvezett a kiralis
felismerésnek. A konformécid merevitése €s a mnagy térkit6ltésii csoport kozelsége a
karboxilcsoporthoz igen hatasos elvalasztast eredményezett. H;O/MeOH eluens rendszerekben
mindkét oszlopon az elvalasztis Ry>1,5 értékkel volt jellemezhetd (kivétel Chirobiotic R oszlopon
[44], az Atc (53),(22), ahol az R,=1,2 és az a-MeTic3 (63),(19), ahol az R;<0,2). A Chirobiotic R
oszlopon forditott fazisii modszert alkalmazva ([44], 1. Tablazat) az a-MePhe (21),(4) és az a-
MeTic3 (63),(19) forditott eliciés sorrendet [(R)<(S)] mutatott, ami az elvalasztas
mechanizmuséanak eltérd voltara utalt.

A makrociklusos gliikopeptid oszlopokon szekunder aminosav (,,iminosav”) ((67)-(76), (1)-
(10)) sztereoizomerek elvalasztasat HO/MeOH illetve 0,1 mol/dm® és 0,01 mol/dm*® TEAA/MeOH
eluens rendszerekben [41] kézleményiik, 1. és II. Tablazataban irtuk le. Chirobiotic T oszlopon
([41], 1. Tablazat) az esetek tobbségében H,O/MeOH eluens rendszerekben alapvonalra torténd,
illetve ahhoz kozeli elvalasztast kaptunk, kivéve a ((72)-(74),(6)-(8)) sztereoizomereket. A (73),(7)
¢és (74),(8) analogok esetén, pH-ellenérzott koriilmények k6zott az elvalasztas javult, mig (72),(6)
analog esetén alig valtozott. A Chirobiotic R oszlop ([41], II. Tablazat) a ((67)-(72),(1)-(6))
aminosav sztereoizomereket kedvezébben valasztotta el, mint a Chirobiotic T. A polarisabb jellegii,
hidrogén donor-akceptor kolcsonhatasokra hajlamos ((73)-(76),(7)-(10)) sztereoizomerekre a
Chirobiotic T oszlop volt a hatisosabb. Erdekes médon a piperazin-vazas analdg (73),(7); (74),(8)
sztereoizomerek csak TEAA tartalmi kozegben valaszthatok el, az =NH-csoportok protonalt
allapota erdsen befolyasolta a masodlagos kolcsonhatasokat.

A szerkezet és retencié kozti kapcsolatot keresve, egy adott kolonnian azonos eluens
Osszetétel esetén, a két oszlopra vonatkozéan hasonlé megallapitasokat tehetiink. A két Pro-analég
koziil (67),(1) és (68),(2) a sokkal hidrofilabb (67),(1) rendelkezik kisebb k értékkel. A Pip-
analogok soraban, ((69)-(72),(3)-(6)), a hidrofilabb (69),(3), (71),(5) és (72),(6) gyorsabban
eludlodott, mint a Pip (70),(4). A (70),(4) analég 4. helyzetében a -CH,—csoport helyett =NH, —S—,
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és —O- atomcsoportok beépitése (73),(7); (75),(9); (76),(10) a hidroféb jelleg csokkenésének
eredményeként, altalaban kisebb k értékeket eredményezett, de a retenciét a hidrofob jellegen kiviil
mas koélcsénhatasok is befolyasoltak.

A cikloalkan- és cikloalkén-vazas B-aminosavak (100)-(109) nem tul jo hatasfokkal
analizalhatok Chirobiotic T kolonnan ([43], 1. Tablazat). Koziilikk alapvonalra torténé vagy ahhoz
kozeli elvalasztast csak a telitetlen cisz-Achc-én (104),(26), (Rs=1,75), diendo-Abhc-én (108),(31),
(Rs=3.70) és diexo-Abhc-én (109),(30), (Rs=1,10) esetén tapasztaltunk 100% MeOH eluens esetén.

A B-szubsztituilt-B-alanin sztereoizomerek ((90)-(98),(1)-(8)) elvalasztasa Chirobiotic T
és R kolonnan valtakozd eredményt hozott ([30], 2. és 3. Tablazat). Chirobiotic T oszlopon forditott
fazisi maddszerrel, azonos eluens osszetételnél (H,O/MeOH=10/90 v/v), névekvé hidrofobicitassal
(novekvo szénatomszam) ((90)-(96),(1)-(6)) csokkené retencios faktort és ezzel parhuzamosan
novekve a és Rg értéket kaptunk (kivétel (95),(5)). A (95),(5) esetén a MeOH-tartalom 100%-ra
emelése jelent6sen novelte k, a és Ry értékét. A kritikus esetekben a felbontas javitisara a mozgéd
fazis szerves komponensét etanolra cserélve, vagy polar-organikus moédszert alkalmazva sem
sikeriilt jobb felbontast elémi ([30], 2. Tablazat és nem kozolt adatok).

Chirobiotic R oszlopon forditott fazisi modszerrel a (92),(3) valamint a nagy térkit6ltésii,
szimmetrikus ¢-butil-csoportot tartalmazé (93),(4) sztereoizomereket kivéve, a t6bb.i aminosav
sztereoizomerek alig vagy egyaltalan nem valtak el ([30], 3. Tablazat), ugyanakkor Chirobiotic T
oszlopon a ((90)-(96),(1)-(6)) sztereoizomerek jol elvalaszthatok voltak. A jelenség valoszini
magyarazata, hogy a Chirobiotic T rendqlkezett egy apolaris noniloldallanccal, mely hidrofob-
hidroféb kélcsonhatasokban vehetett részt, mig a Chirobiotic R nem. Polar-organikus mddszerrel,
MeOH/AcOH/TEA=100/0,4/0,1 (v/v/v) eluens §sszetétel esetén, a leghidrofilabb (90),(1) és (91),(2)
és az aromas jellegii (98),(8) aminosav sztereoizomerek elvalasztasa volt sikeres. Ez alitimasztja azt
.a feltevést, hogy a polar-organikus médban elsdsorban zn-n, hidrogénhid, dip6l-dipdl és sztérikus

kélcsonhatasok a meghatarozok, a hidroféb-hidroféb kélcsénhatasoknak alig van szerepe.

4.2.2. Az elucids sorrend Chirobiotic T és R oszlopon

Az irodalmi adatokkal 6sszhangban a-aminosavak esetén L<D, azaz (S)<(R) sorrendet
tapasztaltunk. Ennek értelmezésére biologiai parhuzamot talaltunk. Példaul a vankomicin csoportba
tartozé antibiotikumok sokkal erésebben kotédnek a sejtfalban 1évé D-alanil-D-alanin dipeptidhez

[250, 251). Az elvalasztisnil is a D-aminosavval létrejové kolcsonhatds tiint er8sebbnek.

| ———
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Esetiinkben ez aldl kivétel a két a-metil-szubsztitualt, sztérikusan erésen gatolt a-MePhe (21) és o-
MeTic3 (63) volt.
A cikloalkan- és alkén-vazas f-aminosavak (100)-(109) mindkét elicidos sorrendben
elualodtak. A f-szubsztitualt-f-alanin szarmazékok koziil a (90) (R)<(S), mig a (96) és (98) (S)<(R)

sorrendben elualodtak. Ez a valtozas a Cahn-Ingold-Prelog-szabaly alkalmazasanak kovetkezménye.
4.2.3. A forditott fazisu és a poldr-organikus modszer osszehasonlitdsa

Az altalunk vizsgalt aminosav rendszerekben a forditott fazisi mddszer altalaban
hatékonyabb volt, mint a polar-organikus modszer (4.2.3. Tablazat, és [45] kozleményiink, 2.
abra). Ennek valoszinii oka az elvalasztas kinetikajaban keresendd, annak ellenére, hogy a polar-
organikus rendszer viszkozitdsa lényegesen kisebb, mint a forditott fazisu vizes-organikus
rendszeré. igy elvileg az anyagatadasi sebesség a polar-organikus rendszerben nagyobb. A valdszinii
magyarazat mégis az, hogy az anyagatadast az all6fazisban az adszorpcids-deszorpcios kinetika
szabja meg. Ha a molekula kiilonb6z6 format vehet fel az alléfazison (,,zwitter-ion”, protonalt,
deprotonalt, ionpar, stb.) és csak egy formaban létezik a mozgédfazisban (a legoldhatobb forma)

akkor az alléfazison kialakuld komplex egyensuly csokkentheti az anyagatadas sebességét.

4.2.3. Tablazat
A forditott fazisa és a polar-organikus modszer 6sszehasonlitisa Chirobiotic R oszlopon
Aminosay elméleti tanyérszam (N)
Sforditott fazisu modszer polar-organikus modszer

L-4-MePhe(17) 720 265
D-4-MePhe (17) 510 200
L-eritro-3-MePhe (22) 580 250
D-eritro-3-MePhe (22) 490 230
L-treo-f3-MePhe (23) 955 250
D-treo-3-MePhe (23) 850 210
L-2-MeTyr (36) 2300 260
D-2-MeTyr (36) 1800 210
L-Ticl (57) 2200 600
D-Ticl (57) 1600 550
L-treo-$-MeTic3 (65) 1250 130
D-treo-3-MeTic3 (65) 1130 100
L-6-OHTic3 (59) 1800 480
D-6-OHTic3 (59) 700 430
L-7-OHTic3 (60) 1150 380
D-7-OHTic3 (60) 975 310

Aminosavak estén, polar-organikus modban, a mozgofazisban az aminosav ionpar format

vesz fel (a jégecet/TEA ionparral) és ennek kovetkeztében erésen szolvatalt. Ez a forma
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kiilonbozhet az allofazison kialakuld formatdl, mely deszolvatalt és az aminosav szabad
karboxilcsoportja elektrosztatikus kolcsénhatasba 1ép az allofazis protonalt amincsoportjaval. A
kisebb anyagatadasi sebesség a polar-organikus modszerben csucsszélesedéshez és kisebb elméleti
tanyérszamhoz (N) vezetett (4.2.3. Tablazat).

A jelenség  hasonlithatd ~a  szobahomérsékleten  ionos-folyadékok  inverz
gazkromatografiajahoz [252, 6. abra], ahol az all6fazisként alkalmazott ionos-folyadék polaris
kolcsonhatasa példaul 1-oktanollal jelentés anyagatadasi sebesség csokkenést okozott, a

hatékonysag (N) csokkent.

4.3. Nemfehérje-alkoté aminosav sztereoizomerek kozvetlen folyadékkromatografias
elvalasztasa kinin alapu, gyenge anioncserélé tipusu ,,Prontosil AX-QN-2” kolonnan

A cinkona alkaloidokat széles korben alkalmazzak rezolvald agensként kiralis savakra,
katalizatorként sztereoszelektiv szintézisekhez [253-256]. Kiralis szelektorként valo felhasznalasuk
a kromatografidban a nyolcvanas évekre nyulik vissza, amikor is el6szor a cinkona alkaloidok koziil
a kinint és a kinidint mozgofazis adalékaként [257-259], majd szilikagélhez kovalensen kotott
szelektorként alkalmaztak [260-266]. A legijabb fejlesztésekben Lindner és munkatarsai a kinin és
kinidin kiilonb6z6 karbamat-szarmazékait szintetizaltak és hasznaltdk kiralis szelektorként HPLC-
ben [267-271].¢és kapillaris kromatografidban [272-274]. Az éltalunk is alkalmazott kininalapu
szelektort, a ,,Prontosil AX-QN-2"-t a 4.3.1. abran mutatjuk be.

OCHj CH(CHs),

H(CHj3),

(15,3R,45,85,9R)

4.3.1. abra A kininalapu kiralis szelektor szerkezete

E tipusu szelektorok alkalmasak karbonsavak, N-védett aminosavak, szulfonsav-,

foszfonsav- és foszforsav-szarmazék sztereoizomerek elvalasztasara [265-272]. A kinuklidin-gytiri
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tercier nitrogénje (pK 9,1) gyenge anioncserél$ sajatsagu, elektrosztatikus k6lcsonhatasban vehet

részt. A tovabbi kélcsonhatasok a 4. Fejezet elején ismertetett hatasok lehetnek.
4.3.1. Nemfehérje-alkoto f-metil-szubsztitudlt aminosav sztereoizomerek elvilasztisa

A szelektor és az aminosavak kozti kapcsolat erfsitése érdekében az aminosavak N-védett
formait szintetizaltuk, melyek kiilonb6z6 mértékben alkalmasak az el6bb felsorolt kélcsonhatasok
létrehozasara. A F. 4.3.1. Tablazatban az eritro- és treo-B-MePhe és -Tyr példajan mutatjuk be az
N-védocsoportok hatasat a kromatografids elvalasztasra. Az adatok arra engednek kovetkeztetni,
hogy az alkil-szubsztituenst tartalmazé Ac- és Boc-védGcsoportok hozzak létre a leggyengébb
kolcsonhatast, az aromas Bz- és Z-véddcsoportok m-m jellegii kdlcsonhatasa a szelektorral mar
er6sebb kapcsolatot jelent. A =-savas jellegii dinitroarii (DNB, DNZ, DNP)- és az Fmoc-
szarmazékok jelentds retenciondvekedést okoztak, mellyel parhuzamosan altalaban a szelektivitasi
t¢nyezd is nétt. Hasonlo jellegli tendenciakat kaptunk, ha az eritro- és treo-B-MeTyr-t valasztottuk
modellvegyiiletként. “Prontosil AX-QN-2" oszlopon a B-metil-aminosavakat a N-2,4-DNP- illetve
N-Boc védett formaban analizaltuk. Az utobbi format, a peptidszintézishez hasznalt N-Boc védett
aminosavak ellen6rzése miatt valasztottuk. Az oszlop gyenge anioncserélé sajitsaga ismeretében, az
analizis koriilményeinek optimalizalasahoz a pH, a pufferkoncentricié és a hdmérséklet hatasa

mellett szerves médositéo mennyiségének hatasat vizsgaltuk.
4.3.1.1. A pH és a pufferkoncentracio hatdsa az elvilasztisra

A 4.3.2. abran az eritro- és treo-p-MePhe sztereoizomerek N-2,4-DNP szarmazékainak &, a
és Ry értékeit tiintettiik fel az aktualis pH, (a viz-szerves eluens elegyben mért pH) fiiggvényében
[46]. A pH, csﬁickentésével a k, o és Rs novekedett, de a és Rs pH,=5 kériil maximumot mutatott. A
pH beallitasara és a puffer hatasanak vizsgalatara foszfat- vagy acetatpuffereket alkalmaztunk. Ha a
pufferkoncentrdcio hatasat nézziik (4.3.3. abra), a koncentracié novelésével a k csékkent, a alig
valtozott és az Rs értéke csaknem kétszeresére csokkent, ha a koncentraciét 0,02-0,1 mol/dm®
tartomanyban néveltik. A pH és a pufferkoncentracié-fiiggés alatimasztja az elvalasztas
feltételezett ioncsere mechanizmusat. pH,=4,5-6,5 tartomanyban a kiralis szelektor pozitiv toltésii
(pK=9,1), az aminosav karboxilcsoportja negativ t5ltési, ami kedvezett az -elektrosztatikus
vonzasnak. Novekvd pufferkoncentracié esetén a szelektor és a puffer kézti ionpar képzédés
valdsziniileg gatolta a szelektor és az aminosav kézti kolcsonhatast, igy k, a és Ry csokkent. A nem

iranyitott elektrosztatikus vonzas mellett az enantiomer-elvalasztasért az aminosav és a szelektor
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kozti iranyitott intermolekularis kolcsénhatasok is felelések. A pufferek alkalmazasanal figyelembe
kell venni korlatozott oldhatésdgukat viz-szerves eluens elegyekben (az ajanlott maximélis
koncentracié6 50 mmol/dm®). Acetatpuffer alkalmazisa foszfatpuffer helyett ugyanolyan
koncentracioban jelentés retencionovekedést okozott, melynek valdszinii oka az acetatpuffer kisebb
ioneréssége. Ugyanakkor néhany kivételt6l eltekintve (pl. B-MeTyr) a szelektivitasi tényez0 értéke a

két puffer rendszer esetén nagyon hasonlé volt.

4.3.1.2. A homeérséklet hatasa az elvalasztasra

Az oszlop miikddése szobahdémérsékleten savszélesedést és az aszimmetrikus csticsalakot

eredményezett, mely 40°C hémérsékleten megsziint.
4.3.1.3. A szerves modosito hatdsa az elvalasztasra

Az N-2,4-DNP-B-metil-szubsztituilt aminosav sztereoizomerek tapasztalatunk szerint a
MecOH szerves modositoval jobb felbontast és szimmetrikusabb csticsalakot eredményeztek, mint
MeCN-lel. Az elvalasztas MeQH-koncentrdciotol valo fuggését szintén N-2,4-DNP-eritro- és treo-
B-MePhe sztereoizomerek példajan mutatjuk be (4.3.4. abra). Az abrabdl lathato, hogy k erdteljesen
nétt a MeOH-koncentracié csokkenésével, ugyanakkor az a és Rs értékében alig tapasztaltunk

valtozast. Az analizis gyorsitasa érdekében ezért a nagyobb MeOH-koncentracio hasznalatat

javasoljuk.

4.3.1.4. Az N-2,4-DNP-fF-metil-szubsztitualt aminosav sztereoizomerek elvalasztasa

A ,Prontosil AX-QN-2" oszlopon valdszinii, hogy a retenciot az elektrosztatikus vonzas
mcllett a molekula hidrofob jellege és térkitoltése befolyasolta. A B-metil-szubsztitualt aminosav
sztereoizomerekre (egy adott eluens Gsszetételnél, pH-n és hémérsékleten) a [46] kozleményiink 1.
Tablazatiban mutatjuk be ezek hatasat. A leghidrofilabb B-MeTyr rendelkezik a legkisebb k
értékekkel, mig algg/ﬁggtﬂilol) jellegii és legnagyobb térkitoltésii p-MeTrp k értékei a legnagyobbak
(a B-MeTyr<p-MeTic<p-MePhe<B-MeTrp relativ lipofilitasi sorrendjét kiilon kisérletekben, C;g
allofazison allapitottuk meg). A Tablazatbél lathaté, hogy az egyes eritro- illetve treo-
enantiomerek (kivéve a treo-B-MeTic) Rs>1,5 értékkel valaszthatdk el. A négy enantiomer egyiittes
elvalasztasa Rs>1,5 értékkel, mely a kozvetett modszerek esetén is nehéz feladat volt, a f-MeTic
kivételével a B-MeTyr, B-MePhe esetén teljes mértékben, a B-MeTrp esetén részlegesen megvaldsit-

hat6. E problémaval a kdzvetlen modszerek ismertetése utan kiilén foglalkozunk (4.5. Fejezet).
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Irodalmi adatok alapjan az N-2,4-DNP-védett a-aminosavak esetén az elucids sorrend
(S)<(R). A két kiralitascentrumot tartalmazé P-metil-aminosavak esetén az enantiomer parokra a
kovetkezo sorrendet allapitottuk meg: (25,35)<(2R,3R) illetve (2S,3R)<(2R,3S) ([46], 1. Tablazat).
A sorrend itt (25)<(2R), valdszinii, hogy az els6dleges kolcsénhatast biztositd, karboxilcsoportot

tartalmazd C2 szénatom konfiguracidja a sorrend meghatarozodja.
4.3.1.5. Az N-Boc-[F-metil-szubsztitualt aminosav sztereoizomerek elvdlasztdasa

Az aminosavak N-Boc védése mindig magaban hordozza a racemizacié veszélyét, ezért
megvizsgaltuk, hogy a ,,Prontosil AX-QN-2" kolonna mennyire alkalmas N-Boc védett aminosav
sztereoizomerek analizisére. Az aromas csoport és vele a n-n kolcsonhatasok hianya miatt az N-Boc
védett szarmazékok példaul a N-2,4-DNP-szarmazékokhoz képest kisebb retencidval rendelkeztek
(nem kozolt adatok). Ez eltéré retencids mechanizmust eredményezett a kétféle aminosav-
szarmazék kozott, amit az eltéré retencids sorrendek is alatamasztottak [268]. Az N-Boc védett 3-
metil-aminosav sztereoizomerek elvalasztasat adott eluens Osszetételeknél és pH-n a [46]
kozleményiink 2. Tablazata szemlélteti. Mint lathatd, a hidrofobicitdsnak és a molekula
térkitdltésének itt is meghatarozd szerepe volt, a B-MeTrp sztereoizomerek elvilasztisa volt a
legjobb. Az egyes enantiomerpéarokon beliil a felbontéds a legtébb esetben Rs>1,5, kivéve az eritro-
és treo-B-MeTic, melynek sztereoizomerjei MeOH-tartalmi rendszerben alig vagy egyaltalan nem
voltak elvalaszthatok. Meglep6é médon az eritro- és treo-3-MeTic sztereoizomerek MeCN-tartalmi
eluensben sokkal jobb elvalasztist eredményeztek, itt a négy enantiomer részleges elvalasztasa is
megoldhato volt.

Az N-Boc védett B-metil-aminosavak elicids sorrendje az irodalmi adatokkal egyezden

forditott, mint az N-2,4-DNP védett aminosavaké: (2R,3R)<(25,3S) illetve (2R,35)<(2S,3R).

4.3.2. B-Szubsztitudlt-P-alanin aminosav sztereoizomerek elvilasztisa ,,Prontosil AX-QN-2”

kolonnan

Mint az el6z6 fejezetekben lattuk a B-szubsztitualt-B-alanin aminosav sztereoizomerek
(90)-(98) elvalasztasa koronaéter alapu és makrociklusos glitkopeptid tartalma allofazisokon nem
minden esetben volt sikeres. ,,Prontosil AX-QN-2” oszlopon a B-szubsztitualt-B-alanin aminosav
sztereoizomereket N-2,4-DNP formaban elemeztiik és a [-metil-aminosavakhoz hasonléan
meghataroztuk az analizis optimalis kériilményeit. A pH hatasat vizsgalva az N-2,4-dinitrofenil-3-

amino-4-metilhexansav (94),(5) sztereoizomerek elvalasztasara ([47], 3. 4bra), hasonlé eredményre
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jutottunk, mint az N-2,4-DNP-eritro- és treo-p-MePhe esetén. A pH csokkenésével (pH=6,5-5,0;
0,05 mol/dm® NH4OAc) a k jelentésen nétt, mig gyakorlatilag « alig valtozott. A k novekedésével
egyidejiilleg az Ry mintegy 30%-os ndvekedését tapasztaltuk. A pufferkoncentrdciotél (0,01-0,1
mol/dm® NHsOAc, pH=6,0) val6 fiiggés annyiban tért el az N-2,4-DNP-eritro- és treo-p-MePhe
esetén tapasztalttdl, hogy itt az Rs értéke is alig valtozott a pufferkoncentracié névelésével (Rs~6,1-
6,5), és a érteke gyakorlatilag allandé volt (a~1,9) (nem kozélt adatok). Az eluens MeOH-
tartalmanak hatasat az N-2,4-dinitrofenil-3-amino-4,4-dimetilpentansav (93),(4) példajain mutatjuk
be, a MeOH-tartalmat 75-98% (v/v) tartoményban valtoztatva ([47], 1. Tablazat). Alland6

ionersség mellett (0,01 mol/dm’

NaH;PO,4) az Ink linearisan csokkent a MeQOH-tartalom
novelésével, ami a hidrofob kromatografias kolcsonhatas jellemzGje. Az a értéke gyakorlatilag
valtozatlan maradt (@~2,63-2,81), mig az Rs értékekben a MeOH-koncentracié csékkenésével enyhe
emelkedést tapasztaltunk (Rs~11,78-14,01). Az Rs novekedése az MeOH-koncentracid
csokkenésével nem volt altalanos. A ((90-92),(1-3)) és a (96),(7); (97),(8) komponensekre kisebb
MeOH-koncentracioknal kisebb Rs értéket mértiink ([47], 1. Tablazat). A kisérleti adatok azt
mutatjak, hogy a retenci6 ezen az oszlopon jelentGsen fiiggott a sztereoizomer hidrofobicitdsadtol, a
szubsztituens térkitoltésétdl és aromds jellegétél. Egy adott eluens osszetételnél [0,05 mol/dm’
NaH,PO+/MeOH=15/85 (v/v), pH=5,5)] a leghidrofilabb (90),(1) rendelkezett a legkisebb k&
értekkel, mfg a leginkabb hidrofébnak tekintheté (96),(7) a legnagyobbal ([47], 1. Tablazat). A
masik kovetkeztetés, hogy k értéke a szubsztituens szénatomok szamanak noévekedésével
(terkitoltéssel) nott ((90-96),(1-7)). Ez az adatsor aldtamasztja, hogy az elektrosztatikus vonzas
mellett a hidrofébicitas meghatarozo a retencié szabalyozasaban. Ezen analogok a 3. helyzetben
kiilonb6z6 hosszusagl és elagazd szubsztituenst tartalmaztak, mely nemcsak a hidrofobicitast,
hanem a térkitéltést és a sztérikus hatdsokat is befolyasolta. A leghidrofilabb (90),(1) és (91),(2)
rendelkezett a l'egkisebb a €s Rs értékkel, mig ((92-96),(3-7)) esetén a~2 és Rs~8-9 volt (kivéve
(93),(4)). A (92),(3); ((94-96),(5-7)) komponensekre kapott nagyon hasonlé a és Rg értékek azt
mutatjak, hogy a novekvd hidrofdbicitas hozzajarul a retencidhoz, de a kiralis felismeréshez alig. A
(93),(4) kiemelkedc’i a €s Ry értéke arra utal, hogy a szimmetrikus, nagy térkitoltésii t-butilcsoport
térbeli szerkezete elonyds a legkedvez6bb kolcsonhatas kialakitasahoz az alléfazison. A ((96-98),(7-
9)) sztereoizomerekben a szénatomok szama megegyezd, ami kozel azonos k értékeket
eredményezett. .A (98),(9) kissé¢ nagyobb k értéke az allofazissal valé m-m kolcsonhatassal
magyarazhato, de ennek mértéke mindkét enantiomerre nézve ugyanakkora vo.lt. Ennélfogva a és Rg

a (96),(7); (97),(8) sztereoizomerekhez képest nem javult.
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A retencid MeOH-koncentraciotol vald fliggése megerdsitette a hidrofobicitas jelentdségét.

A k novekedése az MeOH-koncentracido csokkenésével azon sztereoizomerek esetén volt sokkal

nagyobb, melyek nagyobb hidrofobicitassal rendelkeztek (nagyobb szénatomszam, aromas jelleg

nott). Ez a viselkedés jellemzo, ha az allofazis-szubsztratum kolcsonhatasban a hidroféb-hidrofob

kolcsonhatas meghatarozo.

Az elucios sorrend a (90),(1) sztereoizomer esetén (S)<(R), mig a (96),(7) és (98),(9)

sztereoizomerek esetén (R)<(S) volt. A (96),(7) és (98),(9) sztereoizomerek irodalmitol eltérd

sorrendje a Cahn-Ingold-Prelog-szabalybol kovetkezik, az atomcsoportok elhelyezkedése a kiralis

szénatom koriil mindharom esetben ugyanaz.

4.3.2.1. A ,, Prontosil AX-QN-2" kolonna diasztereoszelektivitasa

iul

4.3.5. abra Az N-3,5-DNB-3-amino-4-metil-hexansav
(94) és az N-2,4-DNP-3-amino-3-(ciklohex-3-én-1-
il)propansav (97) sztereoizomerek elvalasztasa
Kromatografia:  oszlop, ,Prontosil AX-QN-27;
aramlasi sebesség, 0,8 ml/perc; detektalas, 250 és
360 nm; homeérséklet, 40°C; eluens, (94), 0,025
mol/dm’ NaH,PO,/MeOH=30/70 (v/v), pH,=4,5,
(97), 0,05 mol/dm’ NaH,PO,/MeOH=30/70 (v/v),
pH.=5,5.

A vizsgalt 3-aminosavak koziil a (94) és (97) két
kiralitascentrummal rendelkezett, és szintézisiik
racém terméket eredményezett (4 enantiomer).
Az eddig ismertetett modszerek és kolonnak csak
az enantiomerparok elvalasztasat tették lehetové.
E fejezet bevezetéjében emlitett mechanizmus
szerint a dinitroaril-csoportok jelenléte jelentdsen
kiralis  szelektorral

noveli a létrejohetod

novelve ezzel a
AX-QN-2”

oszlopon, optimalizalt koriilmények kozott, a

kolcsonhatasok lehetoségeét,

kiralis  felismerést. ,,Prontosil

(94) diasztereomerek csaknem teljes elvalasztasat
N-3,5-dinitrobenzoil-, mig a (97) aminosav
diasztereomerek részleges elvalasztasat N-2,4-
formaban sikeriilt

dinitrofenil védett

megvalositani (4.3.5. abra).

Az oszlop f-metil-szubsztitualt aminosavakra vonatkozo diasztereoszelektivitasarol a 4.5.1.

Fejezetben szdlunk.
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4.3.3. a-Swubsztitudlt prolin analog sztereoizomerek elvilasztdsa

Az a-szubsztituilt prolin analég sztereoizomerek (79)-(87) kdzvetlen analizise az eddig
ismertetett oszlopokon nem volt megvaldsithaté. A koronaéter alapu oszlop nem alkalmas szekunder
aminosavak analizisére, a Chirobiotic T és R oszlopokon pedig alig tapasztaltunk elvalasztast. A
~Prontosil AX-QN-2" oszlopon ezek a konformdaciosan erdsen gatolt aminosav sztereoizomerek N-
2,4-DNP-védett formaban jol analizalhatok voltak.

Az elemzés koriilményeit a pH, pufferkoncentracié és szerves moédosité koncentracio
valtoztatdsaval optimalizaltuk hasonléan a B-metil-aminosavak és B-aminosavak méréséhez.
Modellanyagként o-(2-klérbenzil)prolint (81) valasztottuk. A kapott fiiggések a B-aminosavak
esetén mértekhez hasonlitottak, azzal a csekély eltéréssel, hogy az Ry a s6koncentracid novelésével
(0,01-0,1 mol/dm® NH4OAc) hatarozott nivekedést (~40%), mig a MeOH-tartalom novelésével
[60-90% (v/v) MeOH-tartalom k$z6tt] hatarozott csékkenést (30%) mutatott (nem kdzolt adatok).

Az N-2,4-DNP-védett Pro analdg sztereoizomerek &, « és Rs adatait két eluens Osszetételnél
¢és pH-n a F.4.3.2. Tablazatban mutatjuk be [nem kdzolt adatok). Az adatokbdl kitiint, hogy itt is a
hidrofébicitas és a térkitoltés jelentds szerepet jatszott a retencié meghatarozasaban. Az a-alkil-. és
alkén szubsztitucidhoz képest (68),(77),(78) az a-benzil-, fluor-, klér- és brombenzil valamint a
metilbenzil- és metilnaftilcsoportokkal valé szubsztitici6(79)-(87) egyre novekvé retencids faktort,
k eredményezett. Ezzel egy idében az a és Ry értékekben altaliban kismértékli csokkenés
kovetkezett be, ami arra utal, hogy a hidroféb jelleg névelése jelentGs a retencié szempontjabél, de
csak kis mértékben jarult hozza a kiralis felismeréshez. A F.4.3.2. Tablazat adataibol ugyanakkor
az is kitiint, hogy a MeOH-koncentricié csokkentése tobbnyire jelentGs retencids faktor (k) és
felbontas (Rs) novekedést eredményezett, a egyidejii csokkenése mellett (a kisebb MeOH-tartalom
egyuttal magasabb hOmérséklettel parosult). A ,Prontosil AX-QN-2” oszlop igen hatékonynak

bizonyult a konforméciésan gatolt, szekunder aminosav szetereoizomerek elvélasztasaban.

4.4. Ciklodextrin alapu alléfazisok néhany kdzvetlen folyadékkromatografias alkalmazasa

A ciklodextrinek (CD) kromatografias  allofazisként vald felhasznalasa a
gazkromatografiaban kezd6dott és mai alkalmazasa annyira széleskorii, hogy csak néhany
Osszefoglalé munkat emlitiink (7,10,16,21,26]. Mindenképpen elismerésre mélté Szejtli attord
munkassaga ezen a teriileten [275].

Az aminosavak koréb6l a zarvanykomplex képz6dés analitikai alkalmazasara itt a dinaftil-

. aminosav-szarmazék sztereoizomerek (88) és (89) elvalasztisira mutatunk be példat (a 6.
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Fejezetben aminoalkoholokra), melyek az eddig alkalmazott kiralis all6fazisokon nem voltak
elvalaszthatok [16, 23]. A dinaftil-aminosav szarmazékok koziil az a-aminosav csaladba tartozé H-
Bin-OH (88) ¢és N-Boc, Z-Boc védett analogjai jol elvalaszthatok voltak természetes [B-CD-t
tartalmazo allofazison (4.4.1. abra). A naftilgyiliri szoros illeszkedése a [B-CD iiregében jo
kiinduldsi pont a kiralis felismeréshez. A PB-aminosav csaladba tartoz6 H-B>-Bin-OH
sztereoizomerek, valamint N-Boc védett és etilészter-szarmazékai koziil csak az utobbi volt
elvalaszthato természetes -CD alapt fazison. Az el6z6 két aminosav analog sztereoizomerjei
hidroxipropiléter tartalmi (-CD-n, Cyclobond RSP oszlopon voltak elvalaszthatok. Legjobb
tudomasunk szerint ez volt az elsd eset, hogy atropizomereket sikeriilt hidroxipropil-éter tartalmu [3-
CD-n elvalasztani. A hidroxipropil-éter csoport beépitése novelte a hidrogénhid kapcsolatok
lehetdségét, kiilonosen azon sztereoizomerek esetén, melyek a kiralis szénatomhoz képest -
helyzetben nagy térkitoltésii csoportot tartalmaztak [276]. A 4.4.1. abran jol lathat6 az oszlop

hatékonysaga, a nem védett és N-Boc védett aminosavak esetén viszonylag rovid idé alatt Rg>1,5

felbontas volt elérhetd.

W o Oaomt 20
de 00
I oo 44.1. Abra - (R.S)-Gamios6,-dikidro-SH:
dinafto[2,1]cikloheptén-6-karbonsav [(R,S)-
i “"'-c‘“’" A H-Bin-OH] és szarmazékai (88) és (R,S)-6-
oo ™ ol aminometil-6,7-dihidro-5H-dinafio[2, 1]-cik-
(B) Boc-Bin-OH (E) Boc-§"-Bin-0OH loheptén-G6-karbonsav  [(R,S)-H-[F-Bin-OH]
ChiraDex Cycobond |28 fop és szarmazeékai (89) elvalasztasa ciklodextrin
B alapu allofazisokon

Kiralis kolonna, A, B, C, F, ChiraDex (p-
ciklodextrin), D, E, Cyclobond I 2000 RSP (R, S-
2-hidroxipropil-éter tartalmi B-ciklodextrin);
B ST e aramlasi sebesség, 0,8 ml/perc; detektalas, 205-
220 nm; homérseéklet, 25°C; eluens, A, B, 0,01
mol/dm* KH,PO, (pH=3,0)/MeOH=75/25 (v/v),
C, 0,01 mol/dm’ KH,PO, (pH=3,0)/
/MeOH=60/40 (v/v), D, 0,1% TFA-t tartalmazo
H,0/MeOH=25/75 (viv), E, 0,1% TFA-t
tartalmaz6 H,0/MeCN=50/50 (v/v), F, 0,01
mol/dm’ NaOAc (pH=3,0)/MeOH=20/80
(v/v)

(C) Z-Bin-OH
ChiraDex

\EAAE\

0 20 4 60
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Az eliicios sorrendet illetéen minden esetben (R)<(S) sorrendet tapasztaltunk. Ez ellentétes a
fchérjealkoté aminosavakra P-CD-alapu oszlopokon kapott (S)<(R) sorrenddel, ami ravilagit az

egyes enantiomerek azonositasanak sziikségességére.

4.5. Kozvetlen folyadékkromatogrifias elvilasztasok dsszehasonlitasa

4.5.1. Az eritro- és treo-f-metil-aminosav sztereoizomerek elvilasztisa

Az eddig targyalt [-metil-aminosavakra kidolgozott kézvetlen kromatografias maédszerek
eredményeit a F.4.5.1. Tablizatban foglaltuk 6ssze. A Tablazat valogatott, optimalizalt

elvalasztasokat tartalmaz. Az erecinényekbdl a kévetkezo altalanos kdvetkeztetések vonhatdk le:

l. A Crownpak CR(+) kolonna nem alkalmas a treo-enantimerparok, és szekunder aminosav
szlereoizomerek elvalasztasara
2. A B-MePhe, B-MeTyr és B-MeTrp sztereoizomerek (2 enantiomerpar) elvélasztisira
legalkalmasabb a Chrobiotic R és a ,Prontosil AX-QN-2", a B-MeTic sztereoizomerekre a
Chirobiotic T oszlop.
3. Az elucios sorrend valtozé. B-metil-aminosavakra altalanosan érvényes, hogy Chirobiotic T
és R valamint “Prontosil AX-QN-2” oszlopok esetén (az utébbi csak az N-2,4-DNP-védett
aminosavakra vonatkozik) az enantiomerek eliiciés sorrendje L<D, azaz, (25,35)<(2R,3R) illetve
(28,3R)<(2R,3S); Crownpak CR(+) oszlopon D<L, azaz (2R,3R)<(2S,3S) a sorrend és “ Prontosil
AX-QN-2" oszlopon (a nem N-2,4-DNP-védett aminosavakra) D<L, azaz (2R,3R)<(2S,3S) illetve
(2R,35)<(2S,3R) a sorrend.

A diasztereomerek sorrendje még valtozatosabb képet mutat. Ez kellé szabadsagot biztositott
a megfelelé modszer kivalasztasaban, hogy a ,,minor” komponens a f6 komponens elétt elualédjon.
4, Az enantiomerek elvalasztasa soran az eddigiekben azt tapasztaltuk, hogy a két szerves
mddosito koziil a MeOH sokszor hatékonyabb volt, mint az MeCN. A sztereoizomerekre vonatkozd
diasztereoszelektivitast tekintve, az MeCN alkalmazisa néhany esetben (példaul N-Boc védett B-

metil-aminosav sztereoizomerek szeparalasa ,Prontosil AX-QN-2”" oszlopon) jobb elvilasztast

eredményezett.
4.5.2. A kirdlis oszlopok alkalmazdsdnak dsszehasonlitisa

Ebben az alfejezetben az altalunk hasznalt kiralis oszlopok alkalmazasara néhany altalanos

kovetkeztetést fogalmazunk meg, osszefoglalva és eldlegezve az 5. és 6. Fejezet tapasztalatainak
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kovetkeztetéseit is. Figyelembe véve az elvalasztasi mechanizmusok bonyolultsagat, az itt kdzolt
ajanlasok iranymutato jelleggel birnak.

Az aminosavakra alkalmazott szelektorok koziil a Crownpak CR(+) oszlop hasznalata a
legkorlatozottabb. Alkalmas egyszeriibb szerkezetii, foleg aromas (fenil) csoportot tartalmazé
aminosav sztereoizomerek elvalasztasara. Az aromas jelleg névelése (naftil-, binaftilcsoportok) vagy
egyre hosszabb szénlancu alkilcsoportok jelenléte a molekulaban névekvé visszatartas mellett egyre
rosszabb elvalasztast eredményez, a ndvekvé csicsszélesedés miatt (ndvekvo hidrofob-hidrofob és
n-n kolcsonhatasok). Ugyanakkor hidrofil jellegii csoportok jelenléte (—-OH, —-NH,, =NH) kisebb
retencids faktorok mellett is jobb elvélasztashoz vezetett, valdszinlileg a koronaéter oxigénekkel
kialakulé hidrogénhid kdlcsonhatasok eredményeként.

A Crownpak CR(+) oszlop nem alkalmas treo-[3-szubsztitualt aminosav, sztérikusan ergsen
gatolt aminosav valamint szekunder aminosav sztereoizomerek elvalasztisara [az utdbbira egyetlen
kivételt talaltunk a B-karbolin szarmazék Tcc-t (51), 4.1. Fejezet]. Az oszlop tovabbi hatranya, hogy
preparativ elvalasztas esetén az eluensként alkalmazott perkldrsav eltavolitasa fokozott figyelmet
igényel.

A Chirobiotic T és R oszlopok a leghatékonyabbnak mutatkoztak a nemfehérje-alkoto
aminosav sztereoizomerek elvalasztasaban. A két szelektor jol kiegészitette egymast, az altalunk
vizsgalt aminosav rendszerek, kevés kivételtl eltekintve, valamelyik oszlopon jol elvalaszthatok
voltak.

A kevés kivételhez tartoznak a 3-aminosav sztereoizomerek, az aminosav-amidok valamint a
sztérikusan er6sen gatolt o-szubsztitualt prolin analdg sztereoizomerek egy része. Meg kell
jegyezni, hogy legujabb kutatasaink szerint a teicoplanin aglikon valtozata, a Chirobiotic TAG
oszlop, eredményesen alkalmazhaté f-aminosav sztereoizomerek elvalasztasara (nem kdzolt
eredmények). Az aminosav-amid sztereoizomerek rossz elvalasztisa a deprotonalt karboxilcsoport
jelentOségét bizonyitja az elvalasztas mechanizmusaban (5. Fejezet). Az oszlopok tovébbi elénye,
hogy preparativ célokra is kivaloan alkalmazhatdk és a viz/metanol eluens rendszer eltavolitasa

gondmentes.

A kinin alapu, gyenge anioncserélé sajatsagu ,,Prontosil AX-QN-2” oszlop elonye, hogy az
B-aminosav valamint a sztérikusan er§sen gatolt a-szubsztitualt prolin analdég sztereoizomerek
elvalasztasira is alkalmazhat6. A két kiralitiscentrumot tartalmazé B-szubsztitualt-B-alanin
sztereoizomerekre (94) és (97) mind a kézvetett mind a kézvetlen modszerek kozill ez a szelektor

mutatott egyediil diasztereoszelektivitast. Hatranya hogy kolonna el6tti szarmazékképzést (nem
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kiralis) igényel, ami megnéveli az analizisidot és preparativ kromatografids szempontb6l sem
eloényos.

A P-ciklodextrin alapi szelektorok kozill a természetes B-ciklodextrint és a
hidroxipropiléter tartalmi valtozatat (az utobbit az irodalomban elséként) sikeresen alkalmaztuk
binaftil-szubsztituenst tartalmazd o- és B-aminosav atrdpizomerek elvalasztasira (4.4. Fejezet).

Aminoalkoholok és szarmazékaik elvalasztasara a P-ciklodextrin alapu (S)-naftiletil-
karbamat-szelektort tartalmazo kiralis alléfazis (Cyclobond I 2000 SN), valamint a cellulézalapu
trisz(3,5-dimetilfenil-karbamat)cellulozt tartalmazé (Chiralcel OD) oszlop volt alkalmas (6.
Fejezet).

Osszefoglaléan azt mondhatjuk, hogy a nemfehérje-alkoté aminosav sztereoizomerek
elvilasztasira a Chirobiotic T és R oszlopok a legalkalmasabbak, kiegészitve a kinin alapi
nProntosil AX-QN-2” sajatos elvalaszto képességével. Aminoalkoholokra az aromas szubsztituenst
és karbamat szelektort tartalmazd celluloz- vagy ﬂ-ciklodéxtrin alapu oszlopok a legjobban

hasznosithatdk.
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5. Kiralis oszlopon végzett elvalasztasok homérsékletfiiggése

Minden kromatografids rendszerben a retenciéra és a szelektivitasra az all6- és mozgo-
fazist alkoté komponensek minGségén és koncentracidjan kiviil jelentds befolyassal lehet a pH,
az aramlasi sebesség és a homérséklet. A homérséklet valtoztatdsa, mint a rendszer
variabilitisinak lehetséges moddja egyre novekvd szerepet kap, fOleg a forditott fazisu
kromatografidban [277-288]. Az eddigi tapasztalatok alapjan a h6mérsékletnek legalabb két igen
fontos hatasa van a kromatografias egyensulyra.

Az egyik hatas a szelektivitasi tényez$ (@) valtozasaban figyelhetd meg, és altalaban
csokken a hémérséklet emelésével. A megoszlasi allandd valtozik a hémérséklettel, ami maga
utdn vonja a mozgo fazisbdl az allé fazisba vald atmenet szabadentalpia véltozasat. Ezt a hatast
termodinamikai hatdsnak nevezziik, mely a csiicsok egymast6l vald tavolsagat befolyasolja [51].
Ionosan disszocialdé mozgéfazis és minta esetén a pK befolyasolhatdé a hdémérséklet
véltoztatasaval is. Chen és Horvath [281], valamint Zhou és munkatarsai [282] szerint a
homeérséklet hatisa a szelektivitdsi tényezOre nem teljesen tisztazott, mivel nem ismerjiik,
hogyan viltozik a komponens entalpija a mozgé fazisbol az alléba valé dtmenet soran.

A masik effektusban a homérséklet emelése noveli a minta diffiizids egyiitthatdjat mind a
mozgo-, mind az alléfazisban és a fazisok viszkozitasanak csékkentésével néveli a benniik
lejatsz6dd anyagtranszportot. Ez ugyan csokkenti az elicids id6t, de novelheti a felbontast a
hatékonység néivelése révén (keskenyebb csucsok). Ezt a hatast kinetikai hatdsként definialjuk az
irodalomban [57].

A homérséklet befolyasolhatja még a nyomasesést a kolonnan, a viszkozitas valtozasa
réveén.

Nagyobb hatékonysagi elvalasztasi technikdknal (akiralis HPLC) altalaban kisebb
jelentésége van a homérsékletnek. A kevésbé hatékony kiralis elvalasztisoknal a hémérséklet
szerepe sokkal fontosabb. Egy sor kiralis oszlopon, igy tébbek k6zétt koronaéter, ciklodextrin,
a-savanyl gliikoprotein, n-komplex molekulak (Pirkle-tipusi fazisok), celluléz-szarmazékok,
makrociklusos gliikopeptid, kininalapi fazisokon tanulmanyoztidk a hémérséklet hatasat [188,
189, 195, 196, 235, 289-300].

A hémérsekletfliggd kromatografiass egyensilyban a retenciés faktor szoros
Osszefliggésben all a megoszlasi allandoval és ez lehet6vé teszi, hogy a kromatogrambdl
termodinamikai informaciét olvassunk ki, majd ebb6l kovetkeztessiink a retencié
mechanizmuséra. A kromatografias egyensiily hdmérsékletfiiggésének tanulmanyozasara a van’t

Hoff-egyenlet egy moédositott valtozatat hasznaljuk, mely kapcsolatot teremt a retenciés faktor
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(k) és mozgd fazisbdl az alldba torténd atmenetet kiséré entalpia- (AH®) és entropiavaltozas
(AS°®) kozott:

Ink =—AH + &

+In¢g (1)

Linearis kromatografias koriilmények kozott Ink vs. 1/T fiiggvény egyenest ad, melynek
meredeksége AH 7R, tengelymetszete ASYR + Ing. A ¢ fazisarany szamitasara a kolonnat
jellemzd fizikai-kémiai adatok birtokaban Sentell [301], illetve ennek hianyaban, a geometriai
méretek ismeretében Jandera [302] mddszere alkalmazhato.

A két enantiomerre jellemz6 entalpiavaltozas és entropiavaltozas kiilonbségeket A(AH®)
¢és A(AS®) vagy a AH,°-AH,;° €s AS,°-AS;° kiilonbségeként vagy a Gibbs-Helmholtz-egyenletbdl

a meért szelektivitasi tényezobol kaphatjuk:

-A(AG®) = RT Ina (2)
-A(AG®) = -A(AH®) + TA(AS®) (3)
In 0. = -A(AH®)/RT + A(AS°)/R (4)

Ha a vizsgalt homérséklettartomany nem tul nagy [305] és a A(AH®) konstans az adott
homérséklettartomanyon belill, az Ina vs. 1/T fliggvény meredeksége adja —A(AH®) és a
tengelymetszet a A(AS®) értékeket.

Fizikai-kémiai szempontbdl a A(AH®) felvilagositast ad arrél, hogy melyik a
kedvezményezett folyamat, melyben a relative jobban két6dé enantiomer a mozgdfazisbdl
atlepve az allofazishoz kotédik. A A(AS°) a két enantiomer rendezettségének meértékében
bekovetkezd valtozast jellemzi az atmenet soran. Negativabb A(AH®) hatékonyabb exoterm
atmenetre utal a jobban ko6t6d6 enantiomer esetén és/vagy az allofazissal vald erdsebb
kolcsonhatasra. Negativ A(AS®) jellemzi a két enantiomer esetén fellépd kiilonbozé mértéki
rendezettség novekedést és/vagy a szabadsagi fokok csokkenését az adszorpcid vagy asszociacid
soran. Nagyon rendezett szelektor-minta asszociatumok a szabadsagi fokok jelentds csokkenése
révén termodinamikailag kedvezotlen folyamatot eredményeznek. Az alacsony homérséklet
altalaban kedvez az intermolekularis kélcsénhatasoknak, az enantioszelektivitas javul. Azonban
az entropia csokkenését sokszor az asszociaciot megel6z6 deszolvatacios folyamatok
kompenzaljak. Ilyen estekben pozitiv A(AS®) is létrejohet, és ezaltal az enantioszelektiv
asszociacidé magasabb hémérsékleten lesz kedvezdbb.

A linedris kromatografia retencio és szelektivitas adataibol nyert termodinamikai

paraméterek mechanisztikus kovetkeztetéseket engednek meg. Guiochon és munkatarsai [303-
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305] széles koncentracidtartomanyban adszorpcios izotermak felvételével nemenantioszelektiv
¢s enantioszelektiv adszorpcids helyeket kiilonboztettek meg és az adszorpcidt egy bovitett
Langmuir-egyenlettel irtdk le. Az 1. tipusi helyeken a van der Waals- ¢és diszperzids-
kolcsonhatasok, az egyszerii polaris kdlcsonhatasok, beleértve a Debye és Keesom-féle erdket és
a hidrogénhid kolcsonhatasok jatszanak szerepet. Ezek felelések a nemenantioszelektiv
retencioért. A I1. tipusu helyeken lejatszodo szelektiv kolesonhatasok felelosek az enantiomer-
elvalasztasért. Az izotermak értékelése alapjan termodinamikai szempontb6l megkiilonboztettek
mért és ,igazi” szelektivitdsi tényezot €és ezekbdl hataroztdk meg az ,,igazi” termodinamikai
paramétereket, melyek csak az enantioszelektiv kolcsonhatashoz kotodtek. A gazkromatografia
esetén Schurig ¢s munkatarsai [306-308] egy ,referencia kolonnaval” valasztottak le a
nemenantioszelektiv hozzajarulast a retencidéhoz.

Mindezen 1) eredmények mellett, melyek a nemenantioszelektiv és enantioszelektiv
hozzajarulasok elkiilonitésére torekedtek, ha a mért retencios adatok van't Hoff-tipusu (Ink vs.
I/T) linearis fiiggéssel leirhatok, az alapot teremt a termodinamikai adatokbol levonhato
mechanisztikus kévetkeztetések megtételére. Ezen irodalmi el6zmények alapjan harom kiilonb6z6

allofazison vizsgaltuk a hémérséklet hatasat €s vontunk le kovetkeztetéseket.
5.1. Koronaéter alapu kiralis oszlopon végzett elvalasztasok hémérsékletfiiggése

A homérsékletfiiggés méréséhez modellanyagként a cikloalkan- és alkénvazas-amino-
karbonsavakat (100)-(109) valasztottuk [48]. 278-298 K homérséklettartomanyban mértiik az
enantiomerek kromatografias adatait és az Ink vs. 1/T abrazolasbol nyert termodinamikai
adatokat a F.5.1. Tablazatban mutatjuk be. Az Ink vs. 1/T fiiggvények jo kozelitéssel egyenesek
voltak, nem mutattak hatarozott gorbiiletet, amit a korrelaciés koefficiens adatok is
megerositettek.

A kapott eredmények birtokdban, a koronaéter allofazison végrehajtott elvalasztasok
mechanizmusara a masodlagos koélesonhatasokat is figyelembe vettiik, szemben a Shinbo [188,

189] altal kialakitott képpel,

A"+ X =AX A": protonalt aminosav
X anion (ClOy)
IS I C: allofazis
A"+C+X =ACX  : kdlesonhatés az allofazison
amely nem tiikrozte a masodlagos kolcsonhatasok jelentdségét, és csak ionpar és ternerkomplex
képzddést tételezett fel.

A F.5.1. Tablazat adataibol lathatd, hogy AH® a vizsgalt esetekben negativ, a mozgo

fazisbol az allofazisba valé atmenet entalpia valtozasa kedvezményezett. A AS® szintén negativ.
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A komponens rendezettsége az atmenet sordn nétt, a rendezettség az allofazisban nagyobb, mint
a mozgofazisban volt. A koronaéteren torténé kiralis szelekcio elsd 1épése minden bizonnyal a
protondlt primer aminocsoport hidrogén donor-akceptor kolcsonhatdsa a koronaéter
oxigénatomjaival. Primer aminocsoport hidnya, példaul szekunder aminosavak esetén, a kiralis
felismerés meghiusulasahoz vezetett, tehat az asszociatum képzGdés fontos enantioszelektiv
kotdhely. Ez alél egyetlen kivételt talaltunk a Tcc-t (51) (4.1. Fejezet).

A —AH® és —AS° csokkenése a gyiirli tagszamanak novekedésével (Acpe, Ache, Abhc
sorban) arra utalt, hogy az apolaris jelleg névekedése csokkenti a molekula kolcsonhatasat az
aromas jellegii szelektorral.

A ciklo-alkének (Achc-én és Abhc-én) nagyobb —-AH° és —AS° értéke a ciklo-
alkanokéhoz viszonyitva (Achc és Abhc) a poléris kolcsonhatasok jelentdségét mutatta. A n-n
jellegii k6lcsonhatasok létrejotte az aromas gylir(i és a telitetlen kotés kozott elGsegitette a minta
¢s a szelektor kozti kapcesolat kialakulasat.

A Kkét telitetlen molekulat nézve Abhc-én esetén —AH® és —AS° kisebb, mint Achc-én
esetén. Ez valdsziniileg a mar emlitett gyiirii tagszam (hidrofébicitas) ndvekedés eredménye.

A sztérikus kolcsonhatasok szerepére utalt a cisz- és transz-izomerek viselkedése. A
transz-izomerek (15,25 €s IR,2R) sokkal nagyobb —AH° és —AS°® értéke valdszini ezek
kedvezdbb térallasanak készénhet6, kolcsénhatasuk a szelektorral elényssebb volt.

Egy.adott diasztereomer-parban a masodikként elualédé izomer rendelkezett nagyobb
-AH® és —AS° értékkel. Erre a sztereoizomerre jellemz8, hogy a karboxilcsoporthoz kapcsolédo
szénatom konfiguricidja (R). Irodalmi adatok (R)<(S) sorrendet adnak meg erre a szelektorra.
Ezen B-aminosavak esetén a karboxilcsoporhoz kapcsolddd szénatom konfiguricidja alapjan
kapunk egységes elucios sorrendet, ami(S)<(R). Ez a sorrend ellentétes az o-aminosavakra
Jellemzd (R)<(S) sorrenddel. Valdszinii, hogy a két kiralitdscentrumot tartalmazé p-aminosavak
esetén az asszociatum kialakuldsa mellett a karboxilcsoport masodlagos hidrogénhid
kélcsonhatasa a koronaéter oxigénekkel meghatirozé az elvalasztis és a sorrend kialakulasa
szempontjabol.

A —A(AG®), mely a kiralis felismerést jellemzi, tovabbi értékes informaciét szolgaltatott
(F.5.1. Tablazat). A gylirli tagszamanak, vagyis a hidrofébicitasnak a novelésével —A(AG°®)
egyre pozitivabb, az elvélasztas romlott. Telitetlen sztereoizomerek esetén (ahol tértént
elvalasztas) —A(AG®) nagyobb, mint a megfelelé telitett komponens esetén (transz-Achc-én

illetve transz-Achc; diexo-Abhc-én illetve diexo-Abhc), a sztereoizomerek jobban

elvalasztodtak.
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A transz-izomerek sokkal nagyobb —A(AG®) értéke annak kdszdnhetd, hogy ezek az
izomerek a szelektorral valé kapcsolat 1étrehozasaban valdszintileg kedvezo térallast vettek fel.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a koronaéter alapi szelektoron a primer
kapcsol6dé pont a koronaéter iirege, ahol a protonalt primer aminocsoporttal az asszociatum
képzddés lejatszodott. Masodlagos polaris, hidrogén donor-akceptor és sztérikus kdlcsonhatasok
tovabbi “hozzéajarulast jelentettek a retencié és a szelektivitis meghatarozédsdban. A két
kiralitdscentrumot tartalmazé (3-aminosavak esetén a karboxilcsoport masodlagos hidrogénhid
kolcsonhatasa a koronaéter oxigénekkel meghatirozé az elvalasztis és a sorrend kialakuldsa

szempontjabol.

5.2. Kiralis elvalasztaisok homérsékletfiiggése makrociklusos gliikopeptid szelektort
tartalmazo alléfazison

Armstrong [218-221] az Aaltala bevezetett makrociklusos gliikopeptidek és az
elvalasztandd aminosav izomerek kozti kélcs6nhatasokat a kovetkezokben hatirozta meg.
Primér kapcsolat az aminosav karboxil- és a szelektor protonélt aminocsoportja kézétt alakul ki,
melyet hidrofob, hidrogénhid, dip6l-dipdl, mn-m és sztérikus kolcsonhatasok kisérnek.
Megallapitasaink szerint jelenlétiik és dominancidjuk a molekulaszerkezet és az alkalmazott

kromatogrdfids modszer fiiggvénye.

5.2.1. Kirdlis elvdlasztasok homeérsékletfiiggése teicoplanin szelektort tartalmazo dllofdzison
Sorditou fazisu kromatogrdfids modszer esetén

Modellvegyiiletként (-metil-aminosavakat valasztva, 274,5-323 K h6mérséklet
tartomanyban, harom eluensosszetétel esetén, viz/metanol=50/50, 30/70 és 10/90 (v/v),
vizsgaltuk a hOmérséklet hatisit az elvalasztisra [49]. A retenciés adatokbol szémolt
termodinamikai paramétereket a F.5.2. — F.5.4. Tablazatokban foglaltuk Gssze. A tablazatokbol
¢és az 5.2.1. abrabél lathatd, hogy egy adott eluens Osszetételnél a AH® értéke mindig negativ,
mig AS° mind negativ mind pozitiv lehet, az el6jel az aminosav mingségének és az eluens
MeOH-tartalmanak fliggvénye.

A B-MeTyr, p-MePhe, p-MeTrp, B-MeTic sorban a hidrofébicitis névekedésével a
-AH® és —AS°® novekedett.

A molekula térkitsltésének novekedésével (B-MePhe<B-MeTrp) a —AH® és —AS° szintén
novekedett.

A szerkezet merevitése (B-MePhe<p-MeTic) kedvezett az all6fazissal valé kapcsolatnak,
-AH® és —AS°® novekedett.
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5.2.1. dbra Az eritro- és treo-f-metil-aminosav sztereoizomerek (22,23;40,41;43,44;64,65) AH° és AS° értékei az
eluens metanol-tartalmanak fiiggvényében

Kromatografia: oszlop, Chirobiotic T; dramldsi sebesség, 1 ml perc"; homerseklet, 274-323 K; eluens,
viz/metanol=50/50, 30/70, 10/90 (v/v); iires jel, elsoként elualodd sztereoizomer; tele jel, masodikként elualodo
sztereoizomer; O, @ eritro-B-MeTyr; UJ, B treo-B-MeTyr; A, A eritro-B-MePhe; V, ¥ treo-B-MePhe; O, ¢

eritro-3-MeTrp; © e treo-p-MeTrp; +, x eritro-B-MeTic, *, s treo-f3-MeTic; (+, %, L-sztereoizomer, x, "
D-sztereoizomer).

’
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A masodikként elualédé D konfiguraciéji [(2R,3R) és (2R,3S)] enantiomerek esetén AH® és
AS° negativabb, mint az els6ként elualédé L konfiguracidju [(28,3S) és (2S,3R)] enantiomerek
esetén. Ennek valoszinii magyarazata, hogy a masodikként elualédé enantiomer:

-tobb ponton ko6tddott az allofazishoz,

-kevésbé volt képes mozgasra, forgasra és/vagy

-kevesebb szolvatmolekulat szoritott le az allofazisrol.

A szolvataciot tekintve a két enantiomer szolvatacidja azonos mértékii a mozgofazisban, de az
alléfazishoz vald kotddés soran kiilonbozé szamu szolvatmolekula szabadulhat fel. Ezért a AS®-
hoz valé hozzajarulas nem egyforma.

A treo-sztereoizomerek AH® és AS® értéke negativabb, mint az eritro-sztereoizomereké
(kivéve B-MeTic). Ennek valoszinii oka, hogy a treo-sztereoizomerek térallasa kedvezett az
allofazissal valé kélcsénhatasnak.

Az eluens MeOH-tartalmanak névelésével a —AH® és —AS° értékek csdkkentek (F.5.2.—
F.5.4. Tablazatok és 5.2.1. abra). Ez tipikusan a hidrofob kolcsonhatasok csokkenésének az
eredménye. Teicoplanin szelektoron a MeOH-tartalom novelésével a retencié nétt, ami szokatlan
a forditott fazisii kromatografidban. Nagyobb MeOH-tartalomnal a kisebb —AH®° értékeket a
viszonylagosan pozitivabb AS® értékek kiegyenlitették, AG® negativabb lett; a retencid nott.
Ennek valdszinli magyarazata, hogy MeOH-ban gazdag eluensben az enantiomerek szolvatacidja
nagyobb mértéki, a szerkezet rendezettebb, a mozgdfazisbol az alloba vald atmenet pozitivabb
cntropiavaltozast (AS®) eredményezett (feltéve, hogy az enantiomerek ugyanolyan szabadsagi
fokkal rendelkeztek az éll6fazison mind MeOH-ban gazdag, mind MeOH-ban szegény
eluensben).

Az enantioszelektivitast jellemzé —A(AH®), —A(AS®) és —A(AG®) értékekbdl az alabbi
altalanos kovetkeztetéseket vonhatjuk le. Az eritro-sztereoizomerek negativabb —A(AH®) és
-A(AS®) értékekkel rendelkeztek, mint a freo-sztereoizomerek, annak ellenére, hogy a freo-
sztereoizomerek kotddése a szelektoron erésebb volt (AH® és AS° negativabb volt). A kisebb
negativ ~A(AH®) és —A(AS°®) értékek a treo-sztereoizomerek esetén azt jelentették, hogy az L-
treo- és D-treo-izomerek elvalasztisa rosszabb, mint a megfeleld eritro-sztereoizomereké. Az
eritro-sztereoizomerek entropia valtozasénak nagyobb negativ kiilonbsége [-A(AS®)] arra utalt,
hogy az L-eritro- €s D-eritro-sztereoizomerek szabadsagi foka kozott az alléfazison nagyobb
volt a kiilénbség, mint az L- és D-treo-sztereoizomerek esetén.

A MeOH-tartalom novelésével a ~A(AH®) és —A(AS°®) csokkent, pozitivabba valt. Az
entalpiakiilonbség [-A(AH®)] csokkenését az entrdpiakiilonbség ndvekedés kiegyenlitette, a

-A(AG®) névekedett a MeOH-tartalom novelésével (5.2.2. abra). Ez azt jelentette, hogy
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teicoplanin szelektoron nagyobb MeOH-tartalomnal tapasztaltunk nagyobb szelektivitast, ami

nem jellemzoé a forditott fazisi kromatografias rendszerekre.

05 F
& 5.2.2.abra
3 A masodikként és  elséként  elualodo
- sztereoizomerek (AG°) értékeinek kiilonbsége
-3 i 323 K-en a MeOH-tartalom fiiggvényében
A S e
g 3 Kromatografia: eluens, H;O/MeOH=50/50, 30/70,
e 10/90 (v/v);
3 28 O eritro-p-MeTyr; O treo-p-MeTyr; A eritro-f-
i MePhe; V treo--MePhe; < eritro-p-MeTrp; ©
3+
treo-f-MeTrp; + eritro-p-MeTic; * treo-f-MeTic.
| |
40 100

5.2.2. Kirdlis elvalasztasok homérsékletfiiggése risztocetin A szelektort tartalmazo dlléfazison
Sforditott fazisu kromatogrdfidas modszer esetén

A hoémérsékletfiiggés tanulmanyozasdhoz valasztott vegyiiletek a vizsgalt koriilmények
kozott vagy ikerionos-szerkezetiieck D,L-Trp, eritro- és treo-D,L-B-MeTrp (43, 44), vagy
negativ tltésiek N-benziloxikarbonil-D,L-Trp (Z-Trp) és N-(3,5-dinitro-2-piridil)-D,L-
triptofan (DNPyr-Trp) (122) voltak. Pozitiv t6ltésii  volt a (R,S)-1-[5-klor-2-
(metilamino)fenil)]-1,2,3,4-tetrahidroizokinolin (CMP-Tic) (123) és semleges volt a (R,S)-5-
fenil-tetrahidrofuran-2-on-butano-4-lakton (,butirolakton”) (124) [52]. Az alkalmazott
hémérséklettartomany 276-323 K volt. A hémérséklet valamint a MeOH-koncentracié hatéasat
négy eluensosszetételnél  vizsgaltuk:  0,1%  trietil-ammonium-acetat  vizes  oldata
(pH=6,5)/MeOH=80/20, 60/40, 40/60, 20/80 (v/v). A retencidés viselkedés alapjan a
sztereoizomereket két csoportra osztottuk (5.2.3. abra). Az elsd tipusba tartoztak a Trp, az
eritro- ¢és treo-B-MeTrp, ahol minden hémérsékleten a k vs. MeOH (%) gorbék U-alakuak és az
a ¢s Ry csekély valtozast mutatott a MeOH-koncentracio valtozasaval. A Z-Trp, DNPyr-Trp
(122), CMP-Tic (123) és ,butirolakton” (124) esetén hagyomanyos retencids viselkedést
tapasztaltunk. Nagy viztartalom és alacsony homérséklet esetén mért nagy k értékek a MeOH-
koncentracié és a homérséklet emelésével csokkentek. A szelektivitas és felbontas is sokkal

jelentésebb mértékben csdékkent a homérséklet és MeOH-tartalom névelésével, mint az elébbi

csoport esetén.
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5.2.3. abra Az eritro-f3-MeTrp (A) (43) és DNPyr-Trp (B) (122) retencios faktor (k), szelektivitasi tényezo (@) és
felbontas (Ry) értékei a MeOH-tartalom és a homérséklet fiiggvényében

Kromatografia: oszlop, Chirobiotic R; dramlasi sebesség, 1 ml perc"; homerséklet, 283 K és 323 K; eluens, 0,1%
TEAA-t tartalmazo H,O(pH 6.5)/MeOH=95/5, 80/20, 60/40, 40/60, 20/80 és 5/95 (v/v); k, iires jel, elséként
elualodo sztereoizomer; tele jel, masodikként elualodé sztereoizomer; [, M eritro-B-MeTrp; <, € DNPyr-Trp;. a,
R e
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5.2.4. abra Az elsé és masodikkent elualodo sztereoizomerek termodinamikai (AH® és AS°) paraméterei a MeOH-
tartalom fiiggvényében

Kromatogrdfia: oszlop, Chirobiotic R; aramlasi sebesség, 1 ml perc"; homerseéklet, 276 K - 323 K; eluens, 0,1% TEAA-t
tartalmazo H,O (pH 6.5)/MeOH=80/20, 60/40, 40/60 és 20/80 (v/v); iires jel, elsoként elualodo sztereoizomer; tele jel,
masodikként elualodo sztereoizomer; O, @ Trp; [, M eritro-B-MeTrp; A, A treo-B-MeTrp; V, ¥ Z-Trp; O, ¢
DNPyr-Trp; © , ® CMP-Tic; +,% ,butirolakton”.
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A retenciés faktorokbél szarmaztatott AH® és AS® termodinamikai paramétercket az
5.2.4. abran tiintettiik fel. Az abrabdl is lathatd, hogy mind a AH® mind a AS® értéke negativ €s
fiigg az eluens MeOH-tartalmatdl. Az Osszes vizsgalt sztereoizomer esetén a masodikkent
elualdd6 enantiomer AH® és AS° értéke negativabb, mint az els6ként elualédé enantiomeré. A
magyarazat hasonlo a teicoplanin szelektorra leirtakhoz.

Az 5.2.4. dbra szemlélteti, hogy a Trp, az eritro- és treo-B-MeTrp, a CMP-Tic és a
sbutirolakton” AH® és AS® értékei joval pozitivabbak, mint a Z-Trp és a DNPyr-Trp hasonl6
értékei €s altalaban mind az entalpia- mind az entrépiavaltozas a MeOH-tartalom névelésével
pozitivabba valt. A treo-p-MeTrp sztereoizomerek AH® és AS® értéke negativabb, mint az
eritro-sztereoizomereké (hasonléan a teicoplanin szelektoron tapasztaltakhoz). A Trp és a B-
MeTrp (43) és (44) sztereoizomerek 0,1% TEAA-t tartalmazé H,O (pH=6,5)/MeOH-tartalmu
eluensben ikerionos szerkezetlieck ¢s képesek elektrosztatikus kolcsonhatas kialakitasara az
alléfazis -NH,'-csoportjaval. 0,1% TEAA/MeOH=80/20 (v/v) eluens dsszetételbl kiindulva és
novelve a MeOH-koncentraciét a k, a ~AH® és a —AS° értékek csokkentek (5.2.3. és 5.2.4. abra).
Ennek val6szinli magyarazata a hidrofob koélcsonhatasok csokkenése a rendszer polaritasanak
csokkenésével.

A Z-Trp és DNPyr-Trp (122) sztereoizomerek nagy negativ entalpia- és
entropiavaltozasa a molekulak szerkezetével fiiggétt 6ssze. Ezek a sztereoizomerek az eluens
pH-jan negativ toltésiiek [50], ezért erls elektrosztatikus kélcsonhatast alakitanak ki a pozitiv
toltésii szelektorral. A nagy —AH° és —AS°® értékeket magyarazhatjdk még a hidrofob,
hidrogénhid és sztérikus kolcsonhatasok kialakulasanak lehetségei, ugyanis a Z- és DNPyr-
csoportok beépitése a Trp-ba a molekulat sokkal inkabb alkalmassa teszi ezeknek a
kolcsonhatasoknak a kiépitésére. A —AH® és —AS° 80% viztartalomnal bekovetkezé csekély
novekedése (5.2.4. abra) azzal magyarazhaté, hogy a rendszer igyekszik kompenzalni azt a
molekuléris kélcsonhatast, amelyet egy er6sen hidroféb molekuldnak vizmolekulak kézé vald
beékelddése okoz. Emiatt a vizmolekulaknak id6legesen nagyobb szervezettsége jott létre a
mintamolekula koriil (,iceberg” képz6dés), mely entrépianévekedéssel jart. A nagyobb MeOH-
tartalomnal bekovetkez6 pozitivabb entropiavaltozds a mar emlitett nagyobb fokd
mozgofazisbeli szolvatacidval fligghet Gssze.

A CMP-Tic (123) és a szelektor az eluens pH-jan (pH=6,5) egyarant pozitiv t6ltésii. 4
retencio és a kiralis felismerés kialakuldsaban az elektrosztatikus kdlcsénhatasnak nem lehetett
szerepe. A molekulaszerkezetb6l kovetkezéen, az egymasra merdleges sikban elhelyezkedd ket
gylirii kedvez$ sztérikus viszonyokat teremtett a hidroféb és hidrogénhid kélcsénhatasok

kialakitasanak. A negativ csoport hidnya miatt az elektrosztatikus vonzas kizart, ami kedvezdbb
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anyagtranszport és adszorpcids-deszorpcids kinetika kialakulasat tette lehetévé. Emiatt a
MeOH-tartalom ¢és a homérséklet novelése a felbontas novekedését eredményezte (4.2.3.
Fejezet).

A ,butirolakton” (124) semleges molekula és forditott fazisu kromatografias
rendszerben a legkisebb —AH® és —AS® értékkel rendelkezett, ami a MeOH-tartalom novelésével
tovabb csokkent. Ez a viselkedés hidrofob jellegii kolcsonhatasra utalt és valdszinti, hogy e
mellett a karbonil-oxigénen keresztiil 1étrejévé hidrogénhid is szerepet jatszott a retencioban és a
kiralis felismerésben.

A kirdlis elvalasztast jellemz0, altalunk megallapitott A(AH®) és A(AS°) értékeket és
valtozasukat a MeOH-tartalommal a F.5.5. Tablazat tartalmazza. A Z-Trp és DNPyr-Trp
-A(AH®) és —A(AS®) értékei az eluens MeOH-tartalmatol fiiggéen 2-3-szor nagyobbak, mint a
obbi vizsgalt sztereoizomeré. A Z-Trp és DNPyr-Trp a Trp-hoz viszonyitva a mar emlitett
tobbféle koélcsonhatas kialakitasara képes (hidrofob, hidrogénhid, sztérikus) és feltételezhetd,
hogy ezek koziil az erésen homérsékletfiiggé hidrogénhid kapcsolat meghatarozo az
enantioszelektiv elvalasztasban [292]. A nagy —A(AH®) hidrogénhid kapcsolatb6l eredhet. A
-A(AH®) csekély novekedése a MeOH-tartalommal a Z-Trp, DNPyr-Trp és CMP-Tic esetén
arra utal, hogy a hidrogénhid kélcsénhatas a molekula és a szelektor kozétt nagyobb MeOH-
tartalomnal a két izomerre nézve jobban kiilonbozik. Az eritro-p-MeTrp —A(AH®) és —A(AS®)
értékei nagyobbak, mint a treo-B-MeTrp esetén tapasztaltak. A jelenség hasonl6 a teicoplanin
szelektoron észlelthez, vagyis a D- és L-eritro-izomerek energidjaban és entropiajaban az

oszlopon nagyobb a kiilénbség, mint a treo sztereoizomerek esetén.

5.2.5.abra
f A masodikként és elsokent elualodo

- sztereoizomerek (AG°) értékeinek kiilonbsége
323 K-en a MeOH-tartalom fiiggvényében

2 |- Kromatogradfia:  eluens, 0,1% TEAA-t
tartalmaz6 H,0 (pH=6,5)/MeOH=80/20,
60/40, 40/60, 20/80 (v/v);

- O Trp; O eritro-f-MeTrp; A treo-f-MeTrp;
- V Z-Trp; & DNPyr-Trp; © CMP-Tic; +
,,butirolakton”.

A(AGP),,,, /KJ mol’!

20 40 60 80
MeOH%
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Az enantioszelektivitast jellemz6 A(AG®) 323 K-en szamitott értékeit a 5.2.5. abran
tiintettiik fel. A Z-Trp, DNPyr-Trp (122) és CMP-Tic (123) nagyobb negativ A(AG®) értékei az
el6zéekben mar emlitett kedvezd szerkezeti elemek kovetkezménye. A tobbféle kdlcsénhatis
létrejotte a két izomerre nézve kedvez6bb entalpia- és entropiakiilonbségeket hozott 1étre, ezért a
szelektivitas e molekuldk esetén nagyobb. A —A(AG®) a legtébb esetben cstkkent a MeOH-
tartalom novekedésével. Ez a viselkedés megegyezett a forditott fazisii kromatografidban
tapasztaltakkal, de ellentétes a rokon tipust szelektort, teicoplanint tartalmaz6 oszloppal, ahol
nagyobb MeOH-tartalom éppen kedvezett a kiralis elvalasztisnak (5.2.2. 4bra). Risztocetin A
szelektoron a MeOH-ban gazdag eluensben létrej6vé szolvaticiobdl ered6 entrépiansvekedés a
két izomer esetén nem kiilonbozott annyira, hogy a szabadentalpia-valtozas kiilénbsége nagyobb
MeOH-tartalomnal csékkent volna.

rrrrr

polar-orgamkus kromatogrdfids modszer esetén

Armstrong szerint a f6 koélcsonhatasok polar-organikus mdédban a hidrogén donor-
akceptor, n-x, polaris (elektrosztatikus) és sztérikus kélcsonhatasok.

Polar-organikus moddszerrel a hémérséklet hatasit egy adott eluens &sszetételnél
vizsgaltuk. A mérési eredményeink alapjan linearis Ink vs. 1/T fiiggvényekb6l szarmaztatott
termodmamlkax parametereket a F.5.6. Tablazat felso részében foglaltuk ossze. A tablazat
adatai alapjan a AH® értéke minden esetben negativ, de ezek az értékek joval kisebb voltak a
forditott fazisi kromatografidban mértekhez képest. A AS° értékei szintén negativak, kivéve a f-
MeTrp analdgokat. A pozitiv entrépia magyarazata lehet, hogy az erés olddészerek jol
adszorbealodtak az &lléfazison. A két enantiomer szolvaticidja azonos mértékid a
mozgéfézisbap, de az alléfazishoz valé ko6tGdés soran az egyik kevesebb szolvatmolekulat
szoritott le, ezért a AS°-hoz valé hozzijarulasuk kiilonb6z6 volt. A masodikként elualédd
enantiomer itf is negativabb entalpia- és entrépiavaltozassal volt jellemezhetS, az erésebb
kélcsonhatas és tobb ponton vald kétédés eredményeként.

A Trp és B-MeTrp analégokra kapott negativ AH® és negativ vagy pozitiv AS® értékek
vegiil is negativ AG® értékeket eredményeztek, és ezek nem nagyon kiilénboztek a forditott
fazisban mért értékekt6l. Ez tiikr6z6dik a két médban tapasztalt kromatografias viselkedésben,
vagyis a retencids idék a két mddban hasonléak voltak.

A Z-Trp, DNPyr-Trp (122) és CMP-Tic (123) AH® és AS° értékei joval negativabbak
voltak, mint a Trp és B-MeTrp hasonlé adatai, de sokkal pozitivabbak voltak a forditott

fazisban mértekhez képest. A —AH® és —AS° polar-organikus médban mért kisebb értékei
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valosziniileg a megvaltozott retenciés mechanizmusbél eredtek. A hidroféb kolcsonhatasok
helyett itt az elektrosztatikus valamint kisebb energiaval jellemezheté hidrogénhid, polaris, n-n
és sztérikus kdlcsonhatasok jatszottak szerepet.

A kiralis elvalasztast jellemzé A(AH®), A(AS®) és A(AG®) érteékek is joval pozitivabbak
voltak, ami azt jelentette, hogy a forditott fazisu kromatografidhoz képest polar-organikus
maddban az egyes enantiomer-parok kotGdésében az alléfazison nem volt nagy killonbség. A Z-
Trp, DNPyr-Trp és CMP-Tic negativabb értékei a Trp és B-MeTrp analégokhoz képest az
elobbiek kedvezGbb szerkezetének tulajdonithatok (a funkcids csoportok tobbféle kolesonhatast
tesznek lehetové).

Polar-organikus modban éltalaban a felbontds novekedését tapasztaltuk ndvekvo
hémeérséklettel. Ennek valoszinli oka, hogy magasabb hémérsékleten kedvezobb adszorpcios-

deszorpcios kinetika ¢s anyagtranszport jott 1étre.

5.2.4. Kirdlis elvdlasztasok homérsékletfiiggése risztocetin A szelektor dlldfdzison normdl
fazisu kromatogrdfia esetén

Normal fazisi médban a f6bb koélcsonhatasok hasonléak a polar-organikus modszernél
ismertetettel. A van’t Hoff-féle egyenletb6l szarmaztatott termodinamikai paramétereket a F.5.6.
Téablazat als6 része tartalmazza. Oldhatésagi problémak miatt a Trp és CMP-Tic
sztereoizomerek elvalasztasanak homeérsékletfiiggését nem tanulmanyoztuk. A normal fazisi
modban mért AH®, AS°® és AG® értékek mind negativak, és tulajdonképpen a polar-organikus
modban mért értékekhez voltak kézelallok.

A kiralis elvalasztast jellemzd A(AH®), A(AS®) és A(AG®) értékek szintén a polar-
organikus modban mérthez voltak koézelallok és joval pozitivabbak voltak a forditott fazisi
modszerrel mértekhez képest. Ez tiikr6z6dott abban is, hogy ezek a sztereoizomerek normal
fazisu eluens rendszerben rosszabb szelektivitassal rendelkeztek.

A ,butirolakton® (124) mely forditott fazisi mddszerben a legkisebb —AH® és —-AS°
értekeket adta (5.2.4. abra), normal fazisi kromatografidval hexanban gazdag, hexan-etanol
eluensben viszonylag nagy negativ értékeket eredményezett. Valdszinili magyarazat, hogy nagy
hexankoncentracional, egyrészt az etanol kolcsonhatdsa a szelektorral kisebb, masrészt az
enantiomerek kolcsonhatasa a szelektorral kedvez6bb. A két enantiomer a szelektorral kozel
azonos erosségli kolcsonhatast létesitett, ezért a A(AH®) és A(AS®) értéke kozel zérus volt,

mclynek eredményeként a visszatartas mellett a szelektivitas sajnos nem volt kielégito.
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5.3. A retencié valészinii mechanizmusa makrociklusos gliikopeptid (teicoplanin illetve
risztocetin A)-tartalma allofazisokon

5.3.1. Forditott fazisu elvilasztasok lehetséges mechanizmusa

Az oszlopok miikédési pH-jan (pH=5-7) a szelektorok primer aminocsoportja protonalt
-NH;" formédban volt, mig a teicoplanin és az aminosavak karboxilcsoportja deprotonalt.
Aminosavak esetén az aminosav deprotonalt karboxilcsoportja elektrosztatikus kélcsonhatasba
1épett a szelektor -NH;'-csoportjaval.

Megallapitottuk, hogy a csak negativ t6ltéssel rendelkezé (nem ikerionos szerkezetii
molekulak) Z-Trp és DNPyr-Trp (122) visszatartasa és kiralis szelekcidja igen kedvezd.
Viszonylag egyszerli aminosav-amidok esetén (29)-(33), 38) az elektrosztatikus kolcsonhatas
hidnya a kiralis felismerés meghiisulasahoz vezetett, noha az oszlop a komponenseket
visszatartotta.

A Z- és DNPyr-szubsztitualt aminosavak példajan igazoltuk, hogy a masodlagos
hidrofob kolcsonhatasok, hidrogénhid kapcsolatok kialakulasa és a molekulaszerkezet bizonyos
fokd merevitése kedvezett a kiralis felismerésnek.

Igazoltuk, hogy elektrosztatikus kolcsonhatas hianyiaban még a molekula pozitiv téltése
esetén is [CMP-Tic (123)] létrej6het visszatartas és kirlis szelekcid, ha a molekula megfelelé
szamu masodlagos kélcsonhatasok kialakitasira képes funkcids csoporttal rendelkezett. Ugyanez
vonatkozott a semleges ,,butirolakton” esetére.

A B-metil-szubsztitudlt aminosavak példijan igazoltuk, hogy a hidrofob jelleg
novelése, a térszerkezet bizonyos foku merevitése és nagyobb térkit6ltésli szubsztituensek

beepitése kedvezett a kiralis felismerésnek.
5.3.2. Poldr-organikus és normdl fazisu elvilasztasok lehetséges mechanizmusa

Termodinamikai adatok alapjan e modszerekkel elsGsorban azon sztereoizomerek
elvalasztasa volt kedvezd, amelyek hidrogén donor-akceptor kolcsénhatisok kialakitasara
kepesek. A kiralis felismerést segitették a poléris (polar-organikus médban az elektrosztatikus)
és nt-1 k6lcs6nhatasok, tovabba a kedvezd sztérikus elrendezdédés.

A forditott fazist elvalasztasoknal oly fontos hidroféb kolcsonhatasok itt elhanyagolhatd

szerepet jatszottak.
5.4. Entalpia-entropia kompenzacio

A fizikai-kémiai adatok termodinamikai vizsgalatinak egyik lehetséges titja az entalpia-

entropia kompenzacié [309]. Az entalpia-entrépia kompenzaciét a forditott fazisd
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kromatografidban Horvath [310] a hidroféb kélcsonhatis, Koppenhoefer és Bayer [311] a
gazkromatografidban az enantioszelektiv-retencié mechanizmusanak tanulmanyozasara
alkalmazta. A kiilonb6z6 szerz6k mas-mas formuldt javasoltak a kompenzacio kifejezésére.
Matematikailag az entalpia-entrépia kompenzaci6 kifejezhet6 a
B = AH®/AS°® egyenlettel [312], vagy a
AH® = B AS® + AGg°® formulaval [313, 314],
ahol B a kompenziciés hémérséklet, AGp® a fizikai-kémiai koélcsonhatas szabadentalpia
valtozdsa a B kompenzaciés hémérsékleten (B és AGp° konstans). Valamilyen kémiai
atalakuldsban (vagy példaul a kromatografids visszatartds folyamén) az entalpia-entrépia
kompenzicié az anyagok egy csoportjara, ha megfigyelhetS, akkor minden komponens azonos,
AGg® szabadentalpiaval rendelkezik a P kompenziciés hémérsékleten. Vagyis, ha a
kromatografidban entalpia-entropia kompenzacié figyelheté meg a komponensek egy
csoportjara, ezek a komponensek ugyanazon retenciéval rendelkeznek a B kompenzécids
hémérseékleten, de a hoémérsékletfiiggésiik kiilonb6zé lehet. A kompenzacids hémérséklet
hasonlésaga arra utal, hogy a molekulak hasonlo mechanizmus szerint valasztodnak el az
oszlopon. Ezért a kompenzacié tanulményozasa hasznos eszkéz a mechanizmus kutatasiban,
azonban az eredményeket Ovatosan kell kezelni az entalpiavaltozds meghatarozasanak
bizonytalansaga miatt [313, 314]. .

Vizsgélataink alapjan, a koronaéter alapi fazison (F.5.1. Tablazat) valamint a
teicoplanin ([49], 4. bra) és risztocetin A alapu fazison ([50], 7. 4bra) kapott kompenzaciés
homeérsékleti adatok kielégitik az entalpia-entrépia kompenzicié kovetelményeit. Az egyes
molekulacsoportokon beliil, az egyes allofazisokon az L és D [(S) és (R)] enantiomerek
kompenzéaciés homérsékleti adatai j6 egyezést mutattak, ami arra utal, hogy az enantiomerek
elvalasztasa az azonos szelektoron, forditott fazisii kromatografia esetén hasonlé mechanizmus

szerint tortént. A mozgd fazis Osszetételének valtozasa valdsziniileg befolyasolja ezt a

mechanizmust.
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6. Alkoholszarmazékok kiralis elvalasztasa

6.1. (2-Aminociklohexil)metanol, (6-aminociklohex-3-én-1-il)metanol sztereoizomerek,
diendo- és diexo-3-amino-biciklo[2.2.1]heptan-2-il-metanol és diendo- és diexo-3-amino-
biciklo[2.2.1]hept-5-én-2-il-metanol sztereoizomerek kdzvetlen folyadékkromatografias
elvalasztasa

A két kiralitascentrummal rendelkez6 monociklusos cisz- és transz-1,3-aminoalkoholok
(110)-(113) koziil a 110a fontos fazis-transzfer-katalizator [315], a 111a oralisan aktiv
angiotenzin-konvertald enzim koztiterméke [316]. A (110) és (111) N-benzil-szarmazéka racém
karbonsavak rezolvald agense [317]. A (110)-(113) enantiomerek farmakologiai szempontbol
fontos 1,3-heterociklusok épitokovei [318, 319].

A biciklusos 1,3-aminoalkoholok (114)-(117), hasonléan a monociklusos valtozataikhoz,
a természetben is el6forduld fontos farmakonok [320, 321]. Enantiomer valtozataik
farmakologiailag aktiv, kapcsolt 1,3-heterociklusok kiralis épitéelemei [322].

E szintetikus és farmakoldgiai szempontbol lényeges vegyiiletcsalad enantiomertiszta
eloallitasanak egyik lehetséges utja enzimatikus rezolvalasuk kiilonb6zé lipazenzimekkel (PS,
AZ, F, G, M) [323]. A moddszer lényege, hogy a kiillonbozé N-védett aminoalkoholokbdl

lipézkatalizélta O-acilezési reakcioban acildonor (vinil-acetét, vinil-butanoét) jelenlétében az (R)

“ e

Ilpaz OH AcilO
aC|Idonor NHR

6.1.1. abra A sztereoizomerek enzimatikus rezolvalasanak sémdaja lipazenzimmel

A visszamaradd alkohol és a keletkez6 acilezett termék sztereoizomerek
megkiilonboztetése mindenképp sziikséges a rezolvalas nyomon kovetése szempontjabol. A
kiillonbozé N-véddcsoportok €s acilezészerek hatasat a kromatografias elvalasztasra a cisz-(2-
aminociklohexil)metanol esetén [51] kozleményiink 1. Tablazata tartalmazza, mely a Z-
veddcsoport €s a vinil-butanoat acilezdszer elonyét mutatta.

A kézvetlen analiziseket monociklusos 1,3-aminoalkoholok esetén trisz(3,5-
dimetilfenil-karbamat)celluldz szelektoron (Chiralcel OD), normal fizisi médban, hexan/2-
propanol eluenst alkalmazva végeztikk [57]. Biciklusos 1,3-aminoalkoholok kdzvetlen
folyadékkromatografias analizisében (S)-naftiletil-karbamat-tartalmi B-CD-t tartalmazo
kiralis allofazist (Cyclobond I 2000 SN) alkalmaztunk polar-organikus modban [52,53]. A 6

kdlcsdnhatasok normal fazisa és polar-organikus modban hasonldk, igy varhaté volt, hogy az



73
észter és alkohol sztereoizomerek, mindkét szelektoron elvalaszthatok. A két oszlop kiralis
szelektoranak szerkezeti hasonldsaga alapjan (6.1.2. és 6.1.3.4bra), az oszlopok miikodésére

hasonlé mechanizmust tételeztiink fel [57-53].

/cukor-egység ‘O
O

|
\o- H----0=C, 5 \C_O sk JCH—CH;
alkohol N— H------- = il
S et C=0---H—0—
g észter o’
e alkohol
e cn Gii®s
i
6.1.2. abra Feltételezett kolcsonhatasok 6.1.3. abra Feltételezett kolesonhatasok az (S)-
a celluloz-trisz(3,5-dimetilfenil-karbamat allo- naftiletil-karbamat tartalmi f8 -ciklodextrin-
fazison (Chiralcel OD) allofazison (Cyclobond I 2000 SN)

A kiralis felismerés donté kétohelye ezeken a szelektorokon a polaris aril-szubsztitualt
karbamatcsoport, amely az elvalasztandé enantiomerekkel hidrogénhid, dipol-dipol és/vagy n-n
koélcsonhatasokon keresztiil fejti ki hatasat [324]. Egy adott eluensdsszetételnél az alkohol &
¢értéke mindigv nagyobb volt, mint a neki megfelelé észteré és az Ry-csoport térkitiltésének
novelésével (H<COMe<COPr) k csokkent ([51], 1. Tablazat). Ezek az adatok alatamasztottak a
retencié feltételezett mechanizmusat. Alkoholok esetén a meghatarozé hidrogénhidas kapcsolat
az alkohol —OH-csoportja ¢és a 3,5-dimetilfenil-karbamat illetve a naftiletil-karbamat
karboniloxigén-csoportja kozott jott létre (6.1.2. és 6.1.3.abra), mig az észter karbonilcsoportja a
karbamat =NH protonjaval lépett kapcsolatba [324]. Azonban a 3,5-dimetilfenil-karbamat-
csoporton 1évé metilcsoportok €s a naftiletil-karbamat-csoporton 1évé etilcsoport elektronkiildé
sajatsaga miatt a karbamat =NH protonjanak savassiaga csokkent, mig a karbamat karbonil-
oxigénjén az elektronsiirtiség nétt [325]. Ennek megfeleléen a hidrogénhidas kapcsolat az
¢sztercsoporttal gyengébb, mint az alkoholcsoporttal, és ezért az észter sztereoizomerek
hamarabb elualédtak, mint az alkohol sztereoizomerek.

Ha az R; csoport mindségét nézziikk, az aromas jellegli Z-szubsztituenst tartalmazo
analogok (alkohol és észter egyarant) k értékei sokkal nagyobbak voltak ([51] és [53]
kézleményiink 1. Tablazatai). Ez arra engedett kovetkeztetni, hogy a szelektor 3,5-dimetilfenil-
illetve naftiletil-csoportja valamint az alkohol és észter N-benziloxikarbonil-csoportja kozott

letrejovo n-n kolesonhatas erds visszatartd hatast jelentett az oszlopon.
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Az N-benziloxikarbonil-cisz- és transz-(2-amino-ciklohexil)metanol és N-benziloxi-
karbonil-cisz- és  transz-(6-amino-ciklohex-3-én-1-il)metanol és butanoat analdgjainak
enzimatikus rezolvalas utan kapott kromatogramjait 6.1.4. abra szemlélteti ([57], 2. Tablazat).

A C<\0H B

NH,

(1S,2R)-észter
(1R,2S)-alkohol
(1R,2R)-alkohol

(1R,2S)-észter
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(1S,25)-alkohol
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6.1.4. abra A cisz- és transz-N-benziloxikarbonil-2-aminociklohexil-metanol, a cisz- és transz-N-
benziloxikarbonil-(6-aminociklohex-3-én-1-il)metanol sztereoizomerek és butanoat analogjainak
Jolyadékkromatografias elvalasztasa celluloz-trisz(3,5-dimetilfenil-karbamat) allofazison

Kolonna, Chiralcel OD; aramlasi sebesség, 0,9 ml/perc; detektalas, 205 nm; eluens, n-hexan/2-
propanol=95/5(v/v); A, (1S,2R)- és (1R,2S5)-N-benziloxikarbonil-2-aminociklohexil-metil-butanoat,
(1R,25)- ¢és (1S,2R)-N-benziloxikarbonil-2-aminociklohexil-metanol, B, (1R,2R)- és (15,25)-N-
benziloxikarbonil-2-aminociklohexil-metil-butanoat,  (1R,2R)- és  (185,25)-N-benziloxikarbonil-2-
aminociklohexil-metanol, C, (1S,6R)- ¢és (1R,65)-N-benziloxikarbonil-(6-aminociklohex-3-én-1-
il)metil-butanoat, (1R,65)- és (1S,6R)-N-benziloxikarbonil-(6-aminociklohex-3-én-1-il)metanol, D,
(IR,6R)- ¢és (1S,6S5)-N-benziloxikarbonil-(6-aminociklohex-3-én-1-il)metil-butanoat, (15,65)- és
(1R,6R)-N-benziloxikarbonil-(6-aminociklohex-3-én-1-il)metanol

A 6.1.4. abrabol lathato, hogy az észter sztereoizomerek az alkohol izomerek eldtt
elualodtak, és az enzimatikus acilezés elérehaladtaval az (1S)-észter és az (1R)-alkohol

mennyisége nétt. A kromatografias eljaras kivaléan alkalmas az acilezési reakcio lefolyasanak

kovetésére.



74

Az enantiomerek elucios sorrendje az észter- illetve alkohol-szarmazékok esetén
teljesen valtozo, altalanos szabaly nem volt megallapithatd, ami a retencié fent vazolt
mechanizmusanak bonyolultabb voltara utal.

A 6.1.5. abra bemutatja a biciklusos N-benziloxikarbonil-védett észter- és alkohol-

sztereoizomerek optimalizalt elvalasztasat, melynek alapjan a modszer alkalmas az enzimatikus

rezolvalas konverzidjanak kovetésére.
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6.1.5. abra A diendo- és diexo-N-benziloxikarbonil-3-aminobiciklo-[2.2.1]heptan-2-il-metanol és a
diendo- és diexo-N-benzil-oxikarbonil-3-aminobiciklo[2.2.1]hept-5-én-2-il-metanol sztereoizomerek és
butanoat analégjainak folyadekkromatografias elvalasztasa (S)-naftiletil-karbamat--CD allofazison

Kolonna, Cyclobond 1 2000 SN; daramlasi sebesség, 0,8ml/perc; detektalas, 205 nm; eluens:
metanol/jégecet/trietil-amin, A és B, 100/0,8/0,2 (v/v/v), C és D, 100/0,04/0,01 (v/v/v)]; hémérséklet, A
és B, 25°C, C és D, 5°C; A, diendo-(1S,25,3R,4R)- és (1R,2R,3S,45)-N-benziloxikarbonil-3-aminobiciklo-
[2.2.1]heptan-2-il-metil-butanoat, diendo-(15,2S,3R,4R)- ¢és (1R,2R,3S,45)-N-benziloxikarbonil-3-
aminobiciklo[2.2.1]heptan-2-il-metanol, B, diexo-(1R,2S,3R,45)- és (1S5,2R,3S,4R)-N-benziloxikarbonil-
3-aminobiciklo[2.2.1 Jheptan-2-il-metanol-butanoat, diexo-(1R,2S,3R 4S)- és (1S,2R,35,4R)-N-
benziloxikarbonil-3-aminobiciklo[2.2.1]heptan-2-il-metanol, C, diendo-(1R,25,3R,4S)- és (15,2R,35,4R)-
N-benziloxikarbonil-3-aminobiciklo[2.2.1]hept-5-én-2-il-metil-butanoat,  diendo-(1R,2S,3R,4S)-  ¢és
(18,2R,3S,4R)-N-benziloxikarbonil-3-aminobiciklo[2.2.1]hept-5-én-2-il-metanol, D, diexo-(1S,25,3R,4R)-
és (1R,2R,35,45)-N-benziloxikarbonil-3-aminobiciklo[2.2.1]hept-5-én-2-il-metil-butanoat,

diexo-
(18,25,3R4R)- és (1R,2R,3S,4S)-N-benziloxikarbonil-3-aminobiciklo[2.2. ] Jhept-5-én-2-il-metanol.
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A legjobb felbontas elérése érdekében polar-organikus moédban a jégecet/trietil-amin
koncentraciot és aranyt, a hdmérsékletet és az aramlasi sebességet optimalizaltuk (6.1.5. abra és
[53], 1. Tablazat).

A tapasztalt eliicios sorrend szabalyszeriiséget mutatott. Mind az N-Z-védett alkohol-,

mind az N-Z-védett észter-sztereoizomerek esetén a (2S5,3R) konfiguracidju izomer a (2R,3S)

“re

benziloxikarbonil-csoport kapcsolédott, a n-n kélcsonhatasok létrejotte révén kitiintet6 szerepet

jatszott a kiralis felismerésben.

6.2. Mono- ¢és biciklusos alkohol sztereoizomerek kdzvetett folyadékkromatografids
meghatarozasa

Mono- ¢és biciklusos aminoalkohol sztereoizomerek (110)-(117) kézvetett
folyadékkromatografids meghatarozasaval célunk fiiggetlen mddszer fejlesztése volt az
enzimatikusan rezolvalt szabad amino- és hidroxilcsoportot tartalmazo analogok kimutatasara. A
kézvetett médszerhez Marfey-reagenssel vald szarmazékképzést alkalmaztunk, és a képzodott
diasztereomereket C,g kolonnan valasztottuk el (FDAA-val a reakci6é csak az -NH,-csoporton
jatszédott le, -OH-csoporton nem). Az eredményeket a F.6.2.1. Tablazatban foglaltuk &ssze.
Mivel a derivatizitum nem tartalmazott ionizalhaté csoportokat, az elvilasztashoz viz/metanol
vagy viz/acetonitril eluenst hasznaltunk (sav- és puffermentes). A Tablazat adataibol kitiint, hogy
mindkét eluensrendszer hatdsosan alkalmazhaté a képz6dott diasztereomerek elvilasztasara (a
MeOH itt is hatékonyabbnak bizonyult, mint az MeCN) és az elicios sorrend ismerete alapjan az

enzimek sztereoszelektivitasanak ellen6rzésére.

6.3. Cisz- és transz-2-hidroxiciklopentan- és -ciklohexankarbonitril sztereoizomerek

kozvetett folyadékkromatografias elvilasztasa

A két kiralis szénatomot tartalmazé 2-hidroxicikloalkankarbonitrilek (118)-(121)
biologiailag értékes 1,3-heterociklusos vegyiiletek, amidok, karbonsavak [322, 327, 328]
kiindulasi anyaga. Biologiailag és farmakoldgiailag fontos vegyiiletek alapanyagaiként,
enantiomer tisztasaguk ellendrzése szintézisiik és enzimatikus rezolvalasuk (lipdz PS) kritikus
pontja. Gazkromatografias moddszerek ismertek erre a célra [329], folyadékkromatografias
elvalasztasukra nem volt példa az irodalomban. Kozvetlen folyadékkromatografias
meghatarozasukhoz a rendelkezésre 4116 kolonnaallomanybdl nem sikeriilt megfelelé oszlopot
talalni. Kézvetett meghatarozasuk szintén kritikus, valdsziniileg az alkanvéazhoz kapcsolddd

alkoholos hidroxilcsoport csekély reakcidkészsége miatt. Az altalunk eddig alkalmazott
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szarmazékképzd szereken Kkiviil, az 1-(9-fluoreniletil)kloroformat, a mentil-kloroformat, a

kamforsav-klorid szintén nem, mig a Mosher-reagens, az (S)- vagy (R)-o-metoxi-o-

(trifluormetil)fenilacetil-klorid (MTPA-CI) alkalmasnak bizonyult a hidroxilcsoporttal valo

szarmazékképzésre [54]. A keletkezett alkohol diasztereomerek C,g oszlopon elvalaszthatok

voltak. A szarmazékképzési reakcidé hozama fiiggott a reagens/alkohol mdlaranytol, a

reakcioidotol, a homérséklettol. Ezen kivil kisebb reagens/alkohol molaranynal (2/1, 5/1)

erdteljes kinetikai rezolucio volt megfigyelhet6 (6.3.1. és 6.3.2. abra).
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6.3.1. Abra A szarmazékképzés hozamanak fiiggése a
(R)-MTPA-Cl/cisz-2-hidroxiciklopentankarbonitril (118)
mdlardanytol és a reakcioidotol

Szarmazékképzés: (R)-MTPA-Cl + cisz-(185,25)-
(1R,2R)-2-hidroxiciklopentankarbonitril
Kromatografias koriilmények: kolonna, Vydac 218TP54
C.g; aramlasi sebesség, 0,8 ml/perc; detektalas, 250 nm;
eluens, A, viz/metanol=95/5 (v/v), B, viz/metanol=5/95
(v/v), gradiens, 0 perc, 30% B, 20 perc 100% B; eliiciés
sorrend, (1R,2R) < (185,25); A, (15,25), A, (1R,2R)
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6.3.2. abra A szarmazékképzés hozamanak fiiggése az
(S)-MTPA-Cl/cisz-2-hidroxiciklopentankarbonitril (118)
mdlardanytol és a reakcioidiotol

Szarmazékképzés: (S)-MTPA-Cl + cisz-(1S,25)-
(1R,2R)-2-hidroxiciklopentankarbonitril
Kromatografias kériilmények: kolonna, Vydac 218TP54
C,s; dramlasi sebesség, 0,8 ml/perc; detektalas, 250 nm;
eluens, A, viz/metanol=95/5 (v/v), B, viz/metanol=5/95
(v/v), gradiens, 0 perc, 30% B, 20 perc 100% B; eliicios
sorrend, (18,25) < (1R,2R); A, (15,25), A, (1R,2R)

és

reagens/alkohol mélaranynal (2/1) nagyobb

sebességgel reagalt az (15,2S) konfiguracioju sztereoizomerrel, mint az (1R,2R) izomerrel és

forditva. Ez azt jelentette, hogy az (R)-szarmazékképzé szivesebben reagélt azzal a

hidroxilcsoporttal,

mely (S) konfiguracidju

szénatomhoz kapcsolddott, mig az (S5)-
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crer

szénatomhoz csatolt. Nagyobb reagens/alkohol moélaranynal ez a sebességkiilonbség
kiegyenlitédott. Minden koriilményt figyelembe véve a szarmazékképzést 40°C-on, 10/1
reagens/alkohol molaranynal, 2 ora reakcididével végeztiik. A reagensfelesleg eltavolitasara 50-

szeres feleslegben Gly-t alkalmaztunk.
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6.3.3. abra A cisz- és transz-2-hidroxiciklopentan- és -ciklohexankarbonitril sztereo-
izomerek kozvetett folyadékkromatografias elvalasztasa Mosher reagens alkalmazasa esetén

Kromatografias koriilmények: kolonna, Vydac 218TPS54 Cg; dramlasi sebesség, 0,8
ml/perc; detektalas, 250 nm; eluens, A, viz/metanol=95/5 (v/v), B, viz/metanol=5/95 (v/v),
gradiens, 1, 111, 1V, 0 perc, 30% B, 20 perc 100% B, gradiens, 11,, 0 perc, 30% B, 90 perc
100% B; 1, cisz-(1R,2R)- és (18,25)-2-hidroxiciklopentankarbonitril, I, transz-(1R,2S5)- és
(18,2R)-2-hidroxiciklopentankarbonitril, IIl, cisz-(1S,25)- és (1R,2R)-2-hidroxiciklohexan-
karbonitril, IV, transz-(1S,2R)- és (1R,2S)-2-hidroxiciklohexankarbonitril; szarmazékképzés,
1és 1V, (R)-MTPA-CI, 1I és III, (S)-MTPA-CI

A HPLC-s elvalasztasokat Vydac 218TP54 oszlopon viz/metanol illetve viz/acetonitril
eluens rendszerekkel, gradienselicioval végeztik (F.6.3.1. Tablazat és 6.3.3. abra), [54]. A
MeOH ebben az esetben is hatasosabb szerves modositonak bizonyult, mint az MeCN. A 6.3.3.
abra a cisz és transz-2-hidroxiciklopentan- és -ciklohexankar-bonitril sztereoizomerek
elvalasztasat mutatja be. A transz-2-hidroxi-ciklopentankarbonitril kivételével viszonylag révid
1d6 alatt Rg>1,5 felbontas érhetd el (F.6.3.1. Tablazat). A (118)-(121) sztereoizomerekkel (.S)-
vagy (R)-MTPA-CI szarmazékképzé alkalmazasaval olyan diasztereomerek képzodtek,

melyekkel tetszéleges elicios sorrendi elvalasztas volt megvaldsithatd Cig oszlopon viz/metanol

eluensrendszerekkel.
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7. Nemfehérje-alkoté aminosav sztereoizomerek Kiralis vékonyréteg-
kromatografias elvalasztasa

Davankov  [330, 331] munkassiga nyoman ismert, hogy fém-kelatkomplex
adalékanyagok az 4all6- vagy a mozgofazisba helyezve alkalmasak hatékony
folyadékkromatografias elvalasztasok kidolgozasara. A ligandumcserés kromatografianak
nevezett modszer elve, hogy a mintakomponensek eltéré modon tudjak kiszoritani a ligandumot
a fémkomplexbdl, és a mintabol keletkezett fémkomplexek kromatografias sajatsagai
kiilonbozéek. A ligandumcserés kromatografia specialis alkalmazasi teriilete, mikor a ligandum
¢s a minta komponensei is részt vesznek a fémionnal vald vegyes ligandumu komplex
kialakitasaban. Ez utobbira példa a Gunther [332] altal kidolgozott kirdlis vékonyréteg-
kromatografias modszer, melynek alapja, hogy C;s vékonyréteg lapon a 2S54R,2’RS-N-(2-
hidroxi-dodecil)-4-hidroxi-prolin-Cu(Il) komplexét impregnaljak (Chiralplate lap) és az
clvalasztando sztereoizomerek eltérd stabilitasu vegyes ligandumu komplexet képeznek az
allofazison (7.1. abra). A kiralis vékonyréteg-kromatografiat sikeresen alkalmaztak kiilonb6z6

sztereoizomerek [332-344] analizisére. Nyiredy és

munkatarsai [345] a moddszer kényszeraramlasos
HO s 3 N—Cu—"s valtozatat dolgoztak ki ¢és az eljaras altalanos
: Osszefoglalasat a [346-348] munkékban talaljuk.
Martens [348] munkajaban utalt arra, hogy «-
aminosavak esetén az oldallanc szénatomszamanak
novelése kedvezett az elvéalasztasnak ¢és ezt a
bazikus csoportok jelenléte gatolta.

? . 8 Ertekezésiinkben o-aminosav sztereoizomerek

elvalasztasan tulmenden a molekulaszerkezet és a

retencio kozti kapcsolatra is kitériink [14,55,56].
7.1. 4bra. A vegyes ligandumu komplex

sterkenete s Chiraiilii oo A F.7.1.Tablazatban lathatdo hogy [-metil-
szubsztitualt aminosavak esetén a retencio fliggott a
molekula lipofil jellegétdl, annak csokkenésével a B-MeTrp>B-MeCha>B-MePhe>B-MeTic>-
MeTyr sorban a molekula kolcsonhatasa az allofazissal csokkent, mozgékonysaga nott. A
lipofilicitds novelése mas, hasonld szerkezeti vegyiiletek esetén is altalaban a vandorlas
csokkenését vonta maga utan, igazolva a hidrofob-hidrofob kolcsonhatasok jelentdségét a
retencid meghatarozasaban. A mért mozgékonysagi sorrendek a legtobb esetben kovették a

molekulak lipofil jellegét, az R, értékek a lipofilicitas novelésével csokkentek: Dit<Dmt<Tyr;

Atc<Hat; Dih<Hat; 5-MeTic3<Tic3~Tic1<6-OHTic3~7-OHTic3.
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B-metil-aminosavak esetén Martens [348] allitasaval ellentétben a szelektivitas a
hidrofébicitas nvelésével nem nétt, ami arra utal, hogy a lipofil jellegen kiviil mas tényezék is
szerepet jatszottak az alléfazissal valé kolcsonhatas kialakitdsaban. Masrészrél, valdsziniileg
sztérikus okok miatt a B-metil-aminosavak esetén az eritro-sztereoizomerek szelektivitasa
minden esetben nagyobb volt, mint a treo-szeteroizomereké és a (25,35) és (2S,3R)
sztereoizomerek gyakorlatilag egyiitt futottak, igy a pB-metil-aminosavak esetén a négy
sztereoizomer ezzel a modszerrel nem valaszthato el egymastol.

A nodvekvd hidrofébicitas szelektivitast néveld sajatsaga mas esetekben sem egyértelmii.
A lipofilabb Dih sztereoizomerek nem, mig a kevésbé lipofil Hat sztereoizomerek
elvalaszthaték. Ugyanez vonatkozik az 5-MeTic3, az a-MeTic3 illetve Tic3 sztereoizomerekre.
Az 5-MeTic3 és az a-MeTic3 esetében a til merev szerkezet nem kedvezett az allofazissal valo
kolcsonhatasnak.

Az indol- (Tce, Tnc) és imidazol-vdzas (Tip) analégok hasonlé szerkezetiieck a Tie
analégokhoz. Kozilik  egyediil a Tnc  sztereoizomerek  vélaszthatok el
acetonitril/metanol/viz=4/1/1  (v/vlv) futtatészerben. Ennek valoszini oka, hogy a
karboxilcsoporthoz kdzeli indolvazban 1évé iminocsoport részt vett a vegyes ligandumui komplex
kialakitdsaban. Lugos futtatészerben, acetonitril/metanol/viz/di-2-propil-metilamin=4/1/1/0,1
(vlviviv) a szelektivitas javult, mindhirom analég sztereoizomerjei elvalaszthatok. A
szelektivitas névekedés magyarazata lehet, hogy a lugos kézeg kedvezett az indol- €s imidazol-
vaz deprotonalt és igy semleges iminocsoportja €s az alléfazis kozti masodlagos kdlcsonhatasok
kialakitasanak. Ugyanakkor a Dmt és Dit szelektivitas novekedése lugos koriilmények kozott a
fenolatcsoport jarulékos kdlcsonhatasaval magyarazhato.

A retencios sorrend az altalunk vizsgalt nemfehérje-alkoté aminosavak esetén (R)<(S),
ami megfelel az irodalmi adatoknak. A két kirdlis szénatomot tartalmazé B-metil-aminosavak
csetén (2R)<(25). Ez a viselkedés valoszinlleg annak a kdvetkezménye, hogy a vegyes

ligandumi komplex kialakitasaban elsddlegesen a C2 szénatomon lévé karboxil- és

aminocsoportok vettek részt.
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8. Peptidek folyadékkromatografias analizise

Peptidek forditott fazisi folyadékkromatografids analizisének mechanizmusara
vonatkozdan alapvetGen két nézet terjedt el az irodalomban [349-351]. Az adszorpcids
modellben a peptid és a mozgéfazis verseng az adszorpcids helyekért, és a hidroféb feliileten
adszorbedlt peptid addig marad a feliileten, amig a szerves oldszer megfelelé koncentricidba
keriilve le nem szoritja. A leszoritds utdn a peptid kapcsolata a hidroféb feliilettel
elhanyagolhaté. Ezt a mechanizmust tamasztja ala a gradienseliicid, vagyis a retencié fiiggése a
az eluens szerves komponens koncentracidja idébeli valtozasanak sebességétél. Figyelembe kell
venni, hogy adszorpci6 lejatszédhat a ,,szabad” szilanol részeken is.

A megoszlasi modellben a peptid megoszlik az allé- és a mozgofazis kozott, hasonldan a
viz-oktanol rendszerhez. Er6sen hidroféb peptidek nagyobb affinitast mutatnak az alléfazis irant.

Az elvalasztas mechanizmusa valdsziniileg a kétféle elképzelés keveréke. So6t, a szerves
oldészer adszorbealédva a hordozén ,,\ij” 4ll6fazist hozhat létre, amely részt vehet a
megoszlasban. A kis peptidek és nagyobb fehérjék nem ugyanazokat a kotéhelyeket felhasznalva
valasztodnak el. Koriilbeliil 10 aminosav tagszamig a retencié koveti a hidrofébicitast, felette a
harmadlagos szerkezetek jelent6s befolyassal birnak az elvalasztasban.
kiilonbozé peptid diasztereomerek (epimerek) elvalasztasir6l volt sz6. A vizsgélt peptideket,
amelyek deltorfin, dermorfin, TIPP, endomorfin, szomatosztatin, enkefalin, oxitocin és
oszteokalcin analégok voltak, az F.8. Tablazatban mutatjuk be [3-5, 9-11, 13, 21, 22, 26, 29,
35, 57-60). A peptidek szintézise t6bbnyire racém aminosav beépitésével késziilt és az analitika
feladata volt az epimer peptidek tisztitasa, elvdlasztdsa és az igy kiilonvalasztott peptidekben az
egyes aminosavak konfiguracidjanak meghatirozasa a biologiai vizsgalatokat megelézden. A
peptidekben 1év6 nemfehérje-alkoté aminosavkonfiguricié meghatirozasanak elsé lépése tehat
wtiszta” peptidepimerek eldallitisa, mely elsdsorban kromatografids feladat. A 8.1. abran
néhany eritro- €s treo-p-metil-aminosavat tartalmazo6 peptidepimer elvalasztasa lathato.

A H-Tyr-D-Ala-ély-lS-MePhe-Val-Val-Gly—OH enkefalin analég diasztereomerjeit négy
kolonnén kiséreltilk meg elvalasztani. A kolonnék fizikai-kémiai jellemzdit a F.2.2.1. Tablazat
tartalmazza. Az‘eluens szerves moédositdja, ha MeCN volt, a kromatogramon négy helyett két
csiicsot kaptunk. MeOH szerves médositéval a legjobb elvalasztast a Nova Pak Cig oszlopon
értiik el, a legrosszabbat a Nucleosil 10 C;s oszlopon. A kiilonbséget magyarazhatja a
szemcseatmér§ (4 illetve 10 pm) eltérése. A Nova Pak C;s oszlop rendkiviil kicsiny
porusatmérdje (60 A) ellenére jobb elvalasztisi képességet mutatott, mint a nagyobb
pérusatmérdji LiChrospher 100 RP-18 és Vydac 218TP54 (300 A), bar a Vydac keskenyebb
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H-Tyr-D-Ala-B-MePhe-Asp-Val-Val-Gly-NH,
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csticsai (nagyobb hatékonysag) a nagyobb pérusatmérébol adédo elony kovetkezménye. Az a
tény, hogy az enkefalin anal6ég diasztereomerek a kis pérusatmér6jii oszlopon is elvalaszthatok
voltak, a peptid viszonylagos kis méretével magyarazhato.

A H-Tyr-D-Ala-p-MePhe-Asp-Val-Val-Gly-NH, deltorfin 1 analég diasztereomerek az
Asp-tartalom miatt hidrofilabb sajatsagiak és egy wjabb karboxilcsoport jelenléte valdsziniileg
kedvezett a hidrogénhidas koélcsonhatasoknak. Az oszlopok szemcse- €s porusatmérdje alig
befolyasolta elvalasztasukat, talan a Vydac oszlop hatékonysaga volt egy kissé jobb.

A kiilonboz6 B-metil-aminosavakat tartalmazé TIPP epimerek, bar csak négy aminosavat
tartalmaztak, [B-MeTyr'|TIPP-NH,, [B-MeTic’JTIPP-OH, [B-MePhe’JTIPP-NH, és [B-
MePhe4]T[PP-NH2 elvalasztasuk a kisebb pérusatmérdjii Nucleosil 10 C,;5, Nova Pak Cis,
LiChrospher 100 RP-18 oszlopokon nem, mig a nagyobb pdrusatmérgjii Vydac 218TP54 C,z és
Hyperpep 300 C;3 (pérusatmérd 300 A) oszlopokon megfeleld eluensosszetétel mellett
megvalosithato volt.

Vizsgélataink eredményeként az opioid peptidepimerek elvalasztisira levonhatd
altalanos kovetkeztetéseink:

- az opioid peptidek esetén a MeOH hatédsosabb eluens ¢sszetevének bizonyult, mint az MeCN,

- a Tyr' helyettesitése barmilyen Tyr analéggal, komoly analitikai kihivast jelentett. Az epimerek
csak keriild titon szeparilhatok (a [P-MeTyr'|TIPP-NH, epimerek Kkitliné elvalasztasa
kivételt jelent),

- a hidrofébicitison alapuld, szerkezet és bioldgiai hatas kézti kapcsolat, vagyis a Tyr' és a -

metil-aminosav kozotti peptiden beliili tavolsag nem volt déntd a retencié meghatarozasaban,

- a B-metil-aminosavakat tartalmazé opioid peptid epimerek az altalunk alkalmazott kolonnikon
JOl elvélaszthatok, ha az L- és D-eritro-[(25,3S) és (25,3R) illetve az L- és D-treo-[(2S,3R és
(2R,35)]-diasztereomerparok elvalasztasardl volt sz4. Az L-treo — L-eritro illetve a D-treo — D-
eritro-diasztereomerek elvalasztdsa mar jelentdsen fligg6tt az alkalmazott kolonnatdl,
eluenstdl, és nem is mindig vezetett eredményre. Ezért volt jarhaté ut az a szintetikus stratégia,
hogy kiralisan tiszta D,L-eritro- vagy D,L-treo-pB-metil-aminosavbdl kiindulva végeztik a
szintézist. Figyelembe kellett venni azonban, hogy ha a peptidszintézis soran racemizéci6
lépett fel, akkor példaul L-eritro-sztereoizomerb6l D-treo-sztereoizomer keletkezett, tehat
mindenképpen térekedni kellett a négy peptidepimer elvalasztasara.

Az altalunk fejlesztett és alkalmazott médszerek alkalmasak voltak a F.8. Tablazatban
bemutatott peptidepimerek >99% kiralis tisztasigban valé elvalasztisara, félpreparativ

méretekben is.
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9. Peptidek mikrohullamu hidrolizise

9.1. Modszer fejlesztése peptidek mikrohullimi hidrolizisére

A nemfehérje-alkoté aminosavak tobbnyire racém formaban keriiltek beépitésre a
peptidekbe az olcsobb szintézis stratégia kovetkezményeként. A peptid epimerek elkiilonitése
és az esetleges racemizacio mértékének a meghatarozasa. Ehhez a peptideket aminosav
komponenseire kellett bontani, amit hagyomanyosan termikus, savas hidrolizissel oldanak meg
(6N/HCI, 110°C, 24 o6ra) [352]. A savas hidrolizis egyrészt mindig magaban hordozza az
épimerizécié (racemizacio) veszélyét, masrészt az érzékeny aminosavak (Ser, Thr, Tyr, Cys,
Met, Trp) jelentds bomlast szenvedhetnek. E hibak kikiiszobolésére, illetve mérséklésére szamos
modszert dolgoztak ki (sésav helyett kiilonboz6é savkeverékek hasznalata, a hidrolizis

— id6tartamanak és hémérsékletének optimalizalasa [353]). Az altalunk, a kilencvenes évek elején,
kifejlesztett és alkalmazott modszerrel az akkor a peptidhidrolizisre ismertté valt mikrohullamu
technikat  [354-357] vezettik be. A  hidrolizist  deutérium-kloriddal  végezve,
tomegspektrometrias elemzéssel meg tudtuk kiilonboztetni a hidrolizis soran, illetve a hidrolizis
elott (Boc-véddcsoport beépitése, peptidszintézis) bekovetkezett epimerizaciot [358-360] és a
kiméletesebb hidrolizist6l az aminosavak jobb visszanyerését reméltik. A 9.1. Tablazatban 450
W mikrohullamu teljesitménynél és hagyomanyos hidrolizisnél a ciklikus H-D-Nal-Cys-Tyr-D-

Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH; peptid példajan mutatjuk be a hidrolizis idotartamanak hatasat

Visszanyerés (%) Tnverz forma hozama (%)
Aminosay Hidrolizis id6tartama Aminosay Hidrolizis id6tartama
(pere) (pere) _
0 () 60" 1 10' W 60* 140°
val | 61 60 68 Vil 05 3 3 1
Cys 5 I} 4 5 Cys 5 9 12 2%
- Ty 15 n 68 ([ Tyr 05 2 3 5
Lys 14 1 65 66 Lys 2 3 4 4
T 4 2 n 1 Trp 1 3 : 5
Nl B % 5 5% - Nl 8 13 15 12
Thr % % 7 n Thr <01 <« <)l <«
Mikroullima hidrolizis *Mikrohullémi hidrolizis
Hagyomdnyos hidrolzis, 110°C *Hagyoményos hidrolizi, 110°C

9.1. Tablazat A ciklikus[H-D-Nal-Cys-Tyr-D-Trp-Lys- 9.2. Tablazat Az inverz forma hozama a ciklikus/H-D-
Val-Cys-Thr-NH,]  peptid visszanyerési % értékei Nal-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH,] peptid mikro-
mikrohullamu  és  hagyomanyos  hidrolizis  soran hullamu  és  hagyomanyos  hidrolizise — soran
(mikrohullamu teljesitmény: 450 W) (mikrohullamu teljesitmény: 450 W)
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a visszanyerés hozamara, mig a 9.2. Tablazat ugyanilyen koriilmények kozott végrehajtott
hidrolizis utan kimutathato inverz forma mennyiségét szemlélteti [61]. A 30 perces
mikrohullama hidrolizis gyakorlatilag ugyanolyan hozamokat eredményezett, mint a
hagyomanyos 24 oOras termikus modszer, és az érzékeny Trp nagyobb hozammal volt
visszanyerhet6. Az epimerizaciora érzékeny Cys pedig kisebb racemizaciét szenvedett. Ha a
hidrolizist nagyobb mikrohullamu teljesitménnyel hajtottuk végre (850 W), a visszanyerési
hozamok rovidebb id6é alatt érik el maximalis értékiiket, de a nagyobb teljesitmény nem
kedvezett az érzékeny aminosavak (Trp, Cys) visszanyerésének €s a racemizacio mértékének
[61]. A 9.3. Tablazatban egy nehezen bonthaté Val-Val kotést tartalmazé peptid, H-Tyr-D-Ala-
Tic-Glu-Val-Val-Gly-NH; visszanyerési €s epimerizacios hozamait hasonlitjuk 6ssze a kétféle
hidrolizis utan, amely egyértelmiien mutatja a mikrohullamt hidrolizis elényét. A 9.4.
Tablazatban tovabbi aminosavak racemizacids adatait vetjiik ossze kiilonbozé peptidek

hidrolizise utan.

Visszanyerés (%) Inverz forma mennylsége
(Inverz forma hozama (%)) Aminosay (%)
Ay Hidrolizis id6tartama
(pere) Mikrobullimi Hagyoményos
3 3 60 1440¢ hidrolizis
Als 46(04) 8 10214 610) Tle 06 05
vl 190,1) 8 B0y 4604 Leu 03 15
Gl 52(0,1) 0 %01 S0
Gly 6 85 102 61 il bt -
Tyr 30,) nose) 1203 Asp 05 2530
- . Phe 03 25
Mikrohullémi tejesitmény: 450 W
Mikrohullmi teestmény: 850 W Glu 05 10
“Hagyoményos hidrolizis, 10 °C Tyr 0520 2050

9.3. Tablazat A H-Tyr-D-Ala-Tic-Glu-Val-Val-Gly-NH, 9.4. Tablazat Kiilonbozé peptidek mikrohullamu (30
peptid visszanyerési értékei (%) és az inverz forma perc, 450 W) és hagyomanyos (24 h, 110°C) hidrolizise
hozama (%) mikrohullamu és hagyomanyos hidrolizis soran keletkezd inverz aminosav mennyisége (%)

soran

Mindezen eredmények alapjan megallapitottuk, hogy mikrohullamu hidrolizissel:

- a hidrolizis id6tartama jelentdsen csokkenthet6 (30 perc, 450 W),

- az epimerizacio mértéke csokkent,

- az ,¢érzékeny” aminosavak (Ser, Thr, Tyr, Cys, Met, Trp) nagyobb hozammal voltak

visszanyerhetok,

- hidrolizis szempontjabol stabilis kotések (Val, Leu és Ile kombinécidi) az id6 és a teljesitmény
optimalizalasaval révidebb id6 alatt voltak bonthatok.

Meg kell azonban jegyezni, hogy mas laboratoriumok tapasztalata szerint a természetes

fehérjékre a mikrohullama hidrolizissel kapott visszanyerési €s epimerizacios adatok nem

mindig voltak jobbak. Ennek valdszinli magyarazata, hogy a fehérjék fémtartalma nehezen
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reproduke.'llhaté katalizalt bomlast indithat el mikrohullimii besugarzis soran (szintetikus

peptideknél ez a veszély kevésbé all fenn).

sz ez

A nemfehérje-alkoté aminosavak konfiguracidjat hidrolizis utin az eddig ismertetett
kozvetett vagy kozvetlen mddszerek valamelyikével hataroztuk meg. Ha nem allt rendelkezésre a
bizonyitdshoz enantioszelektiv szintézissel nyert sztereoizomer, az esetek tobbségében tiszta
enantiomert vagy az egyik enantiomerre nézve dusitott terméket enzimatikus rezolvalassal
allitottunk el6. Az enzimatikus rezolvalashoz L-aminosav oxidazt (B-alkil-aminosavak),
Pseudomonas putida és Ochrabactum anthopi (Phe analégok), lipaz (alkoholok) és
karboxipeptidaz A (Atc, Hat) enzimeket alkalmaztunk. Az utobbi két esetben a konfiguraciot
rontgendiffrakciés mddszerrel is megergsitettilk. Azokat a molekuldkat, ahol nem allt
rendeclkezésre az azonositashoz standard, kozleményeinkben megemlitettiikk illetve jelen

Ertekezés 3-5. Fejezetének Tablazataiban kiilon *-tel jelsltiik.
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10. Peptidstabilitas vizsgalatok

A nemfehérje-alkoté aminosavak peptidekbe épitésének egyik célja a peptidek
stabilitasanak novelése a metabolizmus soran. E stabilitasnovelés masik lehetséges modja a

peptidkotések kémiai modositasa. Mindkét modszerre mutatunk be példat a kovetkezdkben.

10.1. GNRH analogok enzimstabilitasanak vizsgalata

A GNRH analégok redukalt peptidkotéseket y[E,CH=CH] tartalmaztak a —CO-NH- kotés
helyett:
H- Pyr- His- Trp- Ser- Tyr- Gly- Leu- Arg- Pro- Gly- NH,

G M L TR R R T T e
GNRH (LHRH)

H- Pyr- His- Trp- Ser- Tyry (E,CH=CH)- Gly- Leu- Arg- Pro- Gly- NH,
[Tyr*y(E,CH=CH)Gly’|LHRH

H- Pyr- His- Trp- Ser- Tyr- Gly vy (E,CH=CH) D,L- Leu- Arg- Pro- Gly- NH,
[Gly*y(E,CH=CH) D,L-Leu’|LHRH

H- Pyr- His- Trp- Ser- Tyr- Gly Leu- Arg- Pro y (E,CH=CH) Gly- NH,
[Pro’y(E,CH=CH)Gly'’|LHRH

A vizsgalatok soran:

- modszereket fejlesztettiink az enzimdegradacié Gtjanak kovetésére,

- felmértiik a kétésmodositasok hatasat a stabilitasra és

- feltérképeztﬁk a Y[E,CH=CH] kotés stabilizal6 hatasat a szomszédos peptidkotésekre.

Irodalmi adatok arra utaltak, hogy az analég y[E,CH,-NH] és w[E,CH,-CH,] kotések
stabilizaltak a szomszédos amidkotéseket [361].

Az alkalmazott enzimek koziil az a-kimotripszin olyan specifikus proteolitikus enzim,
mely a peptidkotést az aromas rész utan hasitja. A szubtilizin pedig egy szerin proteaz enzim,
nem-specifikus endopeptidaz, melyet a fehérjék teljes hidrolizisére alkalmaznak. A
stabilitasvizsgalatokat 37°C-on végeztiik, 0,03 mol/dm® nétrium-foszfat pH=6,9 pufferolt
rendszerben, 0,1 mol/dm’ natrium-klorid jelenlétében [62]. A reakcidelegyb6l megfelels
id6kozonként mintat vettiink, a reakciot befagyasztottuk és a mintat Sep-Pak C,g adszorbensen
megtisztitottuk. A modszerfejlesztés soran ez a lépés dontének bizonyult a reprodukalhatdsag
¢érdekében. Az eldtisztitas és a folyadékkromatografias elvalasztas utan a komponenseket
tomegspektrometriasan azonositottuk ¢és elkészitettik a degradacio bomlastérképét. Az
eredményeket a [62] kdzleményiink 1. és 2. Tablazataiban foglaltuk 6ssze.

a-Kimotripszinnel vald emésztés soran a koétésmoddositasok nem novelték a peptidek

stabilitasat, a felezési id6 minden esetben t;,<0,1 perc volt. A f6 hasadasi pontok a Trp3 -Ser* és
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a Tyr’-Gly® kétések mentén talalhatok. A Tyr’yGly® illetve Gly®yD,L-Leu kétésmodositisok
stabilizaltak a szomszédos Trp’-Ser* és a Tyr’-Gly® kotéseket.

Szubtilizin jelenlétében a f6 hasadasi pont a Tyr’-Gly® kotés. Ennél fogva, a TyryGly® kotést
‘taﬂalmaz() peptid nagy stabilitast mutatott, felezési ideje t;,>20 éra. A Gly®yD,L-Leu kotés
) stabilizal6 hatasa a Tyrs-Gly6 kotésre kismértékben érvényesiilt (t;2,=9 perc).

Osszefoglalva: a redukalt peptidkdtések beépitése Ssszességében néhany esetben novelte

a stabilitast, és a degradacid utjat médositotta.

10.2. Endomorfin 1 és 2 stabilitasvizsgalata

Az 1997-ben felfedezett endomorfinok igen aktiv és szelektiv p-opioid agonista
sajatsaggal rendelkeznek [185]. Metabolizmusuk soran valo viselkedésiik nem volt ismert,
elséként tanulmanyoztuk az irodalomban. Az enzimstabilitds vizsgalatokhoz a kdzponti
idegrendszerben €s a cerebrospinalis folyadékban is el6fordulé amino-, endo- és karboxipeptidaz
enzimeket alkalmaztuk [63,64), az in vitro vizsgalatokat patkanyagy homogenizatumban
végeztik [65]. A karboxipeptiddz A, mint metallopeptidaz, foként a C-terminalis aromas €s
hosszu alifas szénlancii aminosavrészeket hasitja [362], mig a karboxipeptidaz Y, egy széles
spektrumu szerin-proteaz, képes katalizalni a peptid-észterek és -amidok hidrolizisét [363]. Az
aminopeptidazok el6fordulnak az agyban és foként N-termindlis oldalrél hasitjék a peptideket
[364-367]. A peptid, ha 2. helyzetben Pro-t tartalmaz, az N-terminalis rész X-Pro dipeptidként
hasad le. A proteinaz A képes az amidalt peptidek hidrolizisére.

Analitikai szempontbodl e vizsgalatok az el6bb ismertetettckhez képest annyi valtoztatast
igényeltek, hogy a kozvetlen folyadékkromatograf-tomegspektrométer (HPLC-ESI-MS)
kapcsolat miatt az el6tisztitas nagyobb gondossagot igényelt (ESI: ,electrospray” ionizacio).

Az endomorfin 1 és 2 termékspektrumat karboxipeptidiz Y, aminopeptidiz M és
proteindz A enzimekkel valé emésztés utan a F.10.2.1. Tablazatban tiintetjiik fel. A peptidek
felezési ideje percekben mérhetd, gyorsan bomlottak. A karboxipeptiddz Y és proteindz A elsd
lépésben a —~CONH,-csoportot ~COOH-csoportta alakitotta, majd a Trp’-Phe* és Phe*-Phe’
kotések mentén hasitotta az endomorfinokat. A maradék N-terminalis tripeptid stabilis a tovabbi
hidrolizissel szemben. Az aminopeptididz M a Pro>-Trp® és a Pro>-Phe’ kotések mentén hasitotta
az endomorfinokat. Az aminopeptiddz M eltérd viselkedése (nem egy N-termindlis aminosav
hasad) a Pro stabilizalé hatdsaval volt magyarazhaté protedzok okozta hidrolizissel szemben. A
keletkez6 N-termindlis dipeptid, a H-Tyr-Pro-OH viszonylagosan nagy stabilitassal rendelkezett.
A keletkez6 C-terminalis dipeptidek (H-Trp-Phe-NH, és H-Phe-Phe-NH,) viszont gyorsan
hidrolizaltak.
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Az enzimstabilitas vizsgalatok jo alapot teremtettek a patkanyagy homogenizatumban,
mint enzimtartalmu természetes anyagban, in vitro végrehajtott kisérletek kivitelezéséhez és
¢rtelmezéséhez [64,65]. Az endomorfinok az opioid peptidekhez képest viszonylagosan lassan
bomlottak a patkanyagy homogenizatumban, az endomorfin 1 és 2 felezési ideje t1,=4,9 illetve
t12=3,8 perc volt. Az enziminhibicids vizsgalatok azt mutattak, hogy a metalloproteazok és
aminopeptidazok inhibiciéja nagymértékben stabilizalta a peptideket, ugyanakkor a
karboxipeptidazokra jellemzé metabolitok a termékspektrumban nem jelentek meg (10.2.2.

Téblazat).

Koncent- Inbiblcld (%)
Inhibitor b Inhibedlt
; ; endomorfin | endomorfin | Tyr-Pro-Trp-Phe-NH, | lTyr-Pm-Phe-l’he-NH, |
U‘M) enzim 1 ) I I
PMSF 1000 |Ser-protedz 29,7 nY l l 1
1, -enaotolin 1000 | metalloprotedz 3 g [Trp-phenm, | [1yr- m oH [rhe-rhmﬂ,
Bestatin 100 aminopeptiddz 42 303
Kaptopril 20 |angiofenzin konvertdlé enzimek | 44,0 3nS
Tiorfén 20 endopeptiddz 3.4.24.11. 258 10,5
Phe—NH; Phe-NH,
Aktinonin 100 aminopeptiddz M 419 67,6
(enkefaln bontd enzimek)
10.2.2. Tablazat Proteaz inhibitorok hatisa az 10.2.1. abra Endomorfinok bomlastérképe patkanyagy
endomorfinok degradaciojara patkanyagy homo- homogenizatum jelenlétében
genizatumban

Endomorfin  koncentraciéja, 100  pmol/dm’;
patkanyagy homogenizatum fehérje tartalma, 5,4
mg/ml; PMSE, fenil-metan-szulfonil-fluorid

Radioaktiv (tricialt) Tyr', Pro® és Phe’ jelenlétében végzett mérések az aminopeptidaz
inditotta degradacio jelent6ségére utaltak. A degradacié végterméke minden esetben aminosav és
a tomegspektrometrias mérések bizonyitottak, hogy a H-Tyr-Pro-OH és H-Pro-Trp-Phe-NH,
koztitermékkeént jelent meg a degradacié soran. Az endomorfinok végs6 bomlastérképét a 10.2.1.
abran mutatjuk be.

Osszességében: a peptidstabilitas-vizsgalatokra kidolgozott médszeriink alkalmas volt az
enzimatikus emésztés mindségi €s mennyiségi nyomon kovetésére. A reakcioelegybdl vett
mintak elGtisztitasa kritikus pontja az analizisnek. A HPLC-MS-technika nélkiilozhetetlen a
metabolizmus pontos feltérképezésében. A degradacids utak ismerete elsegitette uj analégok

tervezeéset.
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11. Osszefoglalas

1. Nemfehérje-alkotod aminosav sztereoizomerek elvalasztasara kdzvetett
folyadékkromatografias modszereket vezettiink be a 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-gliikopiranozil-
izotiociandt  (GITC) és  1-fluor-2,4-dinitrofenil-5-L-alanin-amid ~ (FDAA)  kiralis
szarmazékképzok felhasznalasaval. A fehérjealkotd aminosavakra kidolgozott modszereket az uj
igényeknek megfeleléen tovabbfejlesztettiik. Feltartuk a szdrmazékképzo reagensek és az eluenst
alkoté szervetlen- és szerves modositok kdzti szelektivitasbeli kiillonbségeket.
Megallapitottuk az eljaras hdtranyait és korldtait, nevezetesen, hogy a sztérikusan gatolt és/vagy
két kiralitascentrumot tartalmazo sztereoizomerek szarmazékképzése €s kromatografias analizise
nem mindig eredményes.
Elgszér mutattunk rd, hogy Marfey-szarmazékok esetén a sztereoizomerek nemcsak L<D
sorrendben elualédnak. Mindkét szarmazékképz6 esetén magyarazatot talaltunk az irodalmitol
eltérd elucids sorrendre. Az elicids sorrend megallapitasihoz a standardokat sztereoszelektiv
szintézis mellett f6leg enzimatikus Gton allitottuk elo.
2. Uj kirdlis szdarmazékképzéket terveztink és vezettink be, melyeket sikeresen
alkalmaztunk a GITC- és FDAA-szarmazékok helyett a nemfehérje-alkotd aminosav
sztereoizomerek elvalasztdsaban. Az ) szdrmazékképzék jOl alkalmazhaték voltak
konformaciosan gatolt és/vagy t6bb kiralitascentrumot tartalmazé aminosav sztereoizomerek
esetén. A keletkezo termékek kitiing stabilitassal rendelkeztek. Az elucids sorrendek valtozasat a
molekulak szerkezete alapjan részben magyarazni tudtuk.
3. Kozvetlen folyadékkromatografidss modszereket fejlesztettiink v kiralis (koronaéter-,
makrociklusos gliikkopeptid-, kinin- és ciklodextrin-alapi) allofazisok felhasznalasaval. Az
alkalmazott oszlopok €s aminosavak Ujdonsaga iranymutaté volt hasonlé szerkezetii vegyiiletek
elvalasztasaban. Megallapitottuk az egyes kiralis szelektorok alkalmazhatosiganak elényeit és
hatranyait. A retencios viselkedést a molekulaszerkezettel és az allofazison kialakuld lehetséges
kolcsonhatasokkal értelmeztiik.
Az itt kifejlesztett modszerek kozvetlen alkalmazhatok preparativ kromatografias célokra. Az
elicios sorrendek a-aminosavak esetén koronaéter- és kinin-alapt all6fazison valésziniisithetok,
makrociklusos antibiotikum alapu allofazisokon, bioldgiai alapon magyarazhatok voltak.
4. A kozvetlen folyadékkromatografids elvalasztasok  hdomérsékletfiiggésébol nyert
termodinamikai adatok birtokdban ramutattunk a kiralis szelektorok (koronaéter, teicoplanin,
risztocetin A) és az elvalasztandd izomerek lehetséges és meghatdrozo kolcsonhatdsaira.
Feltartuk a mechanizmus néhdny fontosabb részletét, mely az elvalasztandd izomerek
szerkezetének ismeretében segitett a megfeleld allofazis és kromatografiss koriilmények

(normal-, forditott fazisi, polar-organikus kromatografia, eluensalkotdk) kivélasztasaban,
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5. A nemfehérje-alkotd aminosavakbdl sziarmaztathatd vagy ahhoz vezeto,
farmakoldgiailag fontos alkohol sztereoizomerek kdzvetlen (és kozvetett) folyadékkromatografias
elvalasztasira fejlesztettink mddszereket. Eljarasunkkal kovetni tudtuk enzimatikus
rezolvalasukat, enantiomertiszta komponensek elGallitasat. Megerositettiik a celluldoz- és
ciklodextrin-alapi karbamattipusi allofazisokon lejatszodé elvalasztasok mechanizmusat
(alkohol sztereoizomerek—€szter sztereoizomerek elvalasztasa).

0. Kiralis vekonyréteg-kromatografias vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy a nemfehérje-
alkotd aminosavak esetén a kiralis szelektor—Cu(Il)}-aminosav vegyes ligandumi komplex
stabilitasa mellett a molekulat alkoté masodlagos kélcsonhatasokra képes csoportok jelenléte
(-OH, -NH;, =NH) segitette a kiralis felismerést. Megallapitottuk, hogy foleg a lugos kodzeg
kedvezett az indol- és imidazol-vaz deprotonalt €s igy semleges iminocsoportja és az allofazis
kozti masodlagos kolcsonhatasok kialakitasanak.

7. Uj, olcsé modszert fejlesztettiink ki a két kiralitiscentrumot tartalmazé eritro- és treo-
sztereoizomerek preparativ méretili folyadékkromatografias elvalasztasara.

A nemfehérje-alkotd6 aminosavak tobbnyire racém formaban, foleg opioid peptidekbe épitettiik
be. Mddszereket dolgoztunk ki a peptid epimerek elvalasztasara. Megallapitottuk, hogy opioid
peptidek esetén a MeOH szerves modositoként valé hasznalata elony6sebb. Kimutattuk, hogy az
L- €s D-eritro illetve az L- és D-treo diasztereomer parok elvalasztasa altalaban sikeres volt, mig
az L-treo — L-eritro illetve a D-treo — D-eritro diasztereomerek elvalasztisa mar jelentGsen
fuggott a kolonnatol, az eluenstil és nem is mindig vezetett eredményre.

8. A biologiai hatdsvizsgalatok el6tt fontos kérdés a peptid epimerekben 1évé nemfehérje-
alkot6 aminosavak konfigurdacioja. Meghatarozasukhoz a peptidet aminosav komponenseire kell
bontanunk. Uj, mikrohulldmi peptidhidrolizist vezettiink be, mellyel jelentdsen csokkentettiik a
hidrolizis iddtartamat, az epimerizicid mértékét és noveltilk a visszanyerési hozamokat.
Deutérium-klorid és MS-technika alkalmazasaval a hidrolizis és a peptidszintézis soran fellép6
racemizacio megkiilénboztethetd volt.

9. Analitikai modszert fejlesztettiink az ujonnan szintetizalt peptidek él6 szervezetbeli
stabilitisanak modellezésére. A stabilitasvizsgalatok soran, enzimpreparatumok és patkinyagy
homogenizatum alkalmazéasaval, HPLC-MS-mddszerrel elséként hataroztuk meg az endomorfin-
1 és -2 lehetséges degradacios utjait. Pszeudo peptidkotést [w(-CH=CH)-] tartalmaz6 GNRH
analogok esetén tanulmanyoztuk a kotésmodositasok hatasat. A degradacios utak feltérképezése

mindkét esetben eldsegitette hatékonyabb analogok tervezését.
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