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ANOTACIJA

Hiralas atpaziSanas mehanismu  pétijjumi 1so  peptidu
hromatografiskajai sadalei uz krauna eteru stacionarajam fazém. Upmanis,
T., zinatniska vaditaja Dr. chem. Kazoka, H. Zinatnisko publikaciju kopas
kopsavilkums analttiskas kimijas apak§nozarg, 76 lapaspuses, 20 attéli, 2 tabulas,
79 literaturas avoti. LatvieSu un anglu valodas.

Neskatoties uz veiksmigu krauna &teru stacionaro fazu izmantoSanu
dazadu hiralu pirm&jo aminogrupu saturo$u savienojumu enantiosadalg, trikst
pétijumu, kas apskata sarezgitakus analitus, ka piemé&ram, 1sos peptidus. Precizs
mehanisms, kas regulé krauna &tera saistiSanos ar petama analita
stereoizomériem, joprojam nav skaidrs. Izveloties zinamu u-opioidu receptoru
agonistu tetrapeptidu Tyr-Arg-Phe-Lys-NH; ka modelvielu, noverots, ka hiralas
stacionaras fazes, kam pamata izmantoti (R) un (S)-(3,3'-difenil-1,1'-binaftil)-20-
krauna-6 selektori nodrosina optimalus apstaklus §1 tetrapeptida hiralajai
hromatografiskai sadalei. Noskaidrots, ka uz §Im stacionarajam faze€m iesp&jams
iz8kirt arT vairaku strukturali 1idzigu tetrapeptidu enantiomé&rus. Lai skaidrotu
eksperimentali novéroto hromatografisko sadali, hiralas atpaziSanas mehanisms
tika petits ar augstefektivas Skidruma hromatografijas, masspektrometrijas un
kodolu magnétiskas rezonanses spektrometrijas metodeém.

KRAUNA ETERU HIRALAS STACIONARAS FAZES; TETRAPEPTIDI;
HIRALA ATPAZISANA; AMINOSKABES; ENANTIOSELEKTIVITATE
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IEVADS

Isie peptidi (1 < 6) ir iesaistiti dazados biologiskos procesos un atbild par
daudzam cilvéka veselibai svarigdm funkcijam. Savas augstas efektivitates un
selektivas darbibas dgl, to izmantos$ana arvien vairak piesaista zinatnieku interesi
gan jaunu zalvielu kandidatu izstradei, gan ka jaunu transporta formu jau zinamu
zalvielu ievadiSanai. Peptidi sastav no noteiktd seciba virkné sakartotam
aminoskabém, kuras visas, iznemot glicinu, ir hiralas. Gan razoSanas, gan dazadu
argju apstaklu ietekm& nereti iesp&jams veidoties vairakiem peptida
stereoizomériem ar potenciali atSkirigu vai pat nevélamu biologisko aktivitati,
tad€] nepiecieSamiba péc sarezgitu diastereom@ru un enantiom&ru maisijumu
sadales metodém ir butiska gan biologijas, gan medicinas zinatnes nozarées, t.sk.
farmacija.

Misdienas, hiralu savienojumu enantiosadalei lieto dazadas analitiskas
metodes, no kuram izplatitaka ir augstefektiva Skidrumu hromatografija (HPLC),
izmantojot hiralas stacionaras fazes (CSP). Ir zinams, ka CSP, kuru pamata ir
krauna &teri, veiksmigi izmantoti dazadu hiralu savienojumu enantioméru
atdaliSanai, kas satur pirm€jas aminogrupas, tostarp dazadus neaizsargatus di- un
tripeptidus. Diemz&l trukst pétijjumu, kas apskata sarezgitakus analitus,
piem@ram tetrapeptidus. Dalamo savienojumu sarezgitas stereokimiskas
struktiiras de] ir praktiski neiesp&jami prognozet ka pétama analita stereoizomeri
uzvedisies hromatografiskaja sisttma. Tadel visbiezak analitiskas sadales
metodes tiek izstradatas péc méginajumu un klidu metodes (trial and error).

Kaut arT visparigi zinami, precizi peptidu hiralas atpazisanas mehanismi
uz krauna &teru CSP nav pilniba izpétiti. No mehanistiska viedokla nav zinams,
tieSi kads ir katras peptida funkcionalas grupas ieguldijums mijiedarbibas ar
hiralo selektoru. Lai labak izprastu jau eso$as pieejas ka arT raditu perspektivas
strat€gijas, izstradajot analitiskas metodes hiralu iso peptidu enantiosadalei,
nepiecieSams izveidot pamatu padzilinatai izpratnei par hiralas sadales
mehanismiem uz krauna €tera fazém.

Promocijas darba merkis ir izpetit 1so peptidu hiralas atpaziSanas
mehanismu uz krauna &tera stacionarajam fazém, apvienojot HPLC, augstas
iz8kirtsp&jas masas spektrometriju (HRMS) un kodolu magnétiskas rezonanses
spektroskopijas (NMR) metodes, izmantojot zinamu w-opioidu agonistu Tyr-
Arg-Phe-Lys-NH; ka tetrapeptida modelvielu.

Merka sasniegSanai tika izvirziti sekojosi uzdevumi:

1. Veikt visu seSpadsmit Tyr-Arg-Phe-Lys-NH stereoizom@ru sint€zi un izpetit
komerciali pieejamu krauna &teru hiralo stacionaro fazu pielietojamibu Tyr-
Arg-Phe-Lys-NHo stereoizoméru hromatografiskajai sadalei.

2. levadot dazadas aminoskabes pie tetrapeptida N-gala un Phe pozicija,
sintez€t Tyr-Arg-Phe-Lys-NH» struktiras analogus un izvertet struktora
ievadito aminoskabju atlikumu ietekmi uz tetrapeptidu aizturi un
enantiosadali uz CROWNPAK CR-I fazém.



3. Sintez&t visus iesp&jamos Tyr-Arg-Phe-Lys-NH; struktiiras analogus, kuros
ar krauna &tera hiralajiem selektoriem saistities sp&jigas aminogrupas ir
selektivi aizstatas ar inertam hidroksilgrupam un noskaidrot, kura
aminogrupa ir iesaistita hiralaja atpazisana uz CROWNPAK CR-I fazem.

4. Sintezet CROWNPAK CR-I stacionaro fazu hiralos selektorus un izpétit
saistiSanos starp Tyr-Arg-Phe-Lys-NH, LLLL un DDDD-enantiomériem un
sintez&tajiem selektoriem ar HRMS un NMR metodém.

Promocijas darba zinatniska novitate:

1. Pirmo reizi zinots par tetrapeptida (Tyr-Arg-Phe-Lys-NH>) hiralo sadali uz
krauna &teru hiralajam stacionarajam fazeém.

2. Konstatéts, ka stacionaras fazes, kas veidotas uz (R) un (S)-(3,3’-difenil-1,1-
binaftil)-20-krauna-16 hiralo selektoru bazes ir perspektivakas Tyr-Arg-Phe-
Lys-NH; un desmit ta strukttiras analogu enantiosadalei.

3. Darba pirmo reizi paradits, ka, analiz§jot vienu analitu uz divam pretgjas
hiralitatess CROWNPAK CR-I(+) un CR-I(-) stacionarajam fazem,
iesp&jams gan palielinat sadalito tetrapeptida stereoizoméru skaitu, gan
izvertet CSP enantiosadales sp&ju attieciba uz noteiktu enantiomé&ru pari ari
tad, ja pieejams tikai viens no enantiomeriem.

4. Apvienojot HPLC, HRMS un KMR metodes, izpétits viena Tyr-Arg-Phe-
Lys-NH; enantioméru para hiralas atpaziSanas mehanisms uz (3,3’-difenil-
1,1-binaftil)-20-kraunu-16 faze€m.

5. Noskaidrots, ka vairak ka viena aminogrupa Tyr-Arg-Phe-Lys-NH, strukttra
var vienlaikus saistities ar vairakam selektora molekulam uz sorbenta
virsmas. Sada saistiSanas stehiometrija ieprieks literatiira nav aprakstita.

Pétijuma praktiskais pielietojums:

Darba aprakstita tetrapeptidu hromatografiska uzvediba uz (3,3’-difenil-
1,1-binaftil)-20-kraunu-16 stacionarajam fazém var butiski palidz&t turpmak
jaunu, nezinamu 1so peptidu enantiosadale. Iegtitie dati ir viegli pielietojami
praks€ peptida tipa zalvielu kandidatu hiralas tiribas noteikSanas metozu izstrade
uz krauna &tera stacionarajam faz&€m. Ir pamats prognozet, ka izstradato metozu
izmantoSana var tikt pielietota dazadu peptidu attiriSana, kas ir svarigi
zinatniskajos p&tijumos un farmacijas nozare.

Promocijas darba, izmantota netradicionala pieeja (divas hiralas
kolonnas, ar pret€jas hiralitates selektoriem viena parauga analizei), var kalpot
sarezgTtu stereoizoméru maisfjumu sastava noteiksanai. Turklat, gadijumos, kad
ir pieejams tikai viens savienojuma enantiomers, 1 pieeja lauj salidzinosi atri un
Ieti novertét vai stacionaras fazes hiralais selektors ir enantioselektivitivs
attieciba pret noteiktas konfiguracijas enantiomeru pari.

Darba aprakstito HPLC, HRMS un NMR metozu izmantosanu saistiSanas
petljumos var izmantot ka pieméru turpmakai sistematiskai hiralas atpazisanas
mehanisma noskaidroSanai dazadam hiralo selektoru un analitu klasem. Izpé&tito



starpmolekularo mijiedarbibu profils var kalpot par pamatu jaunu hiralo
stacionaro fazu izstradei.
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1. PROMOCIJAS DARBA TEORETISKIE PAMATI UN
PETITAS SISTEMAS

1.1. Peptidu zalvielas

Zalvielu atklasanas nozar€ pedgjo desmitgadu laika ir noverojama arvien
pieaugosa farmacijas industrijas interese peptidu izmantosanai, $ai savienojumu
klasei ielauzoties tirgl visdazadako slimibu, ka pieméram, diab&ta, v&za,
osteoporozes, multiplas sklerozes, HIV, ka arT hronisku sapju, arst€Sanai [1].
Strauji attistoties biologijas un medicinas zinatném, pétijumu skaits, saistiba ar
dazadu peptidu zalvielu pielietojumu, arvien pieaug [2], veidojot nozimigu
farmacijas tirgus dalu, 2019. gada pardosanas apjomam visa pasaulé parsniedzot
70 miljardus ASV dolaru [1]. Uz So bridi, vairaki simti peptidu zalvielu kandidati
atrodas klmisko pétfjumu fazé un vairak ka 80 jau ir apstiprinatas kliniskai
lietosanai visa pasaulé [3].

Isie peptidi parstav unikalu farmaceitisko preparatu klasi, kas sastav no
noteikta seciba sakartotu aminoskabju virknes un molekulara izméra zina tie
atrodas starp mazmolekulariem savienojumiem un olbaltumvielam [4], tomér
gan kimisko 1pasibu, gan darbibas mehanismu zina peptidi atSkiras no abiem
iepriek$ minétajiem [5]. K& daudzu fiziologisko funkciju reguljosu receptoru
signalmolekulas, peptidi (to dabiskaja forma vai modificéti) paver iespgjas
terapijam, izmantojot dabiskos regulacijas celus [6]. Citi nozimigi faktori, kas ir
veicingjusi So tendenci, ir augsta specifiskuma pakape un zems toksicitates
profils (ko nosaka to arkartigi cie$a saistiSanas ar meérkiem), kas lauj Sai
savienojumu klasei biit lieliskam papildinajumam vai pat vélamajai alternativai
mazmolekularo savienojumu zalvielam [7].

Peptidu biologiskas funkcijas un to fizikalas ipasibas ir atkarigas no to
stereoktmiskas struktiiras, ko p&c butibas nosaka virkné sakartotu aminoskabju
konfiguracija [8,9]. Visas dabas aminoskabes, iznemot glicinu ir hiralas un
pastav D vai L forma, tadejadi iesp&jams veidoties vairakiem peptida
stereoizomériem ar potenciali atSkirigu biologisko aktivitati, [10,11]. Nereti
peptidu dabas savienojumos ir noverojama racemizacija (vai epimerizacija,
atkariba no iesaistito stereocentru pozicijas), kas var notikt gan sint€zes laika,
gan uzglabasanas apstaklu ietekmé, ka arT metabolisku procesu rezultata [12,13],
veidojot sarezgitus enantioméru / epiméru maisijumus, tadel precizu un atru
hiralas tiribas kontroles metozu izstrade peptidiem ir arkartigi butiska gan
farmacijas ripniecibai, gan pétijumiem kimijas un biologijas zinatnes nozargs.
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1.2. HPLC pielietojums hiralu peptidu analitu sadalei

Izplatitaka stratégija dazadu peptidu analitu optiskas tiribas noteikSanai
ietver peptida hidrolizi par atseviskam aminoskabém [14]. Lai izvairitos no
jebkadam ar&ju faktoru izraisitam enantiomeru attiecibas izmainam sakotng&ja
parauga, peptida hidrolize tiek veikta deitergtos $kidinatajos. Sada gadijuma,
jebkadu racemizaciju, kas notiek parauga sagatavoSanas posma, pavada deiterija
apmaina (1.1. att.) pie a-oglekla [15].

R .H R, _H
S OH 2 OH
> H)N HoN
(0] (o]
L-aminoskabe D-aminoskabe

HCI/ H,0
R Q H hidrolize
N — 1
HJS’ ]
o R fo) DCI/D,0 Hidrolizes laika R H Ry H

idrofr L0 s OH
protetns/pepfids hidrolize neskartas H2N>\r H + HZN/ﬂr

[¢]
L-aminoskabe p-aminoskabe
racemizacija R, .D R, D
hidrolizes laika < OH " OH
———*™ HxN HoN
e}
L-aminoskabe p-aminoskabe

molekulmasa palielinads +1 Da

1.1. att. DC1/ D20 peptidu hidrolizes shematisks attelojums [16].

Talak, hidrolizes cela iegiitas aminoskabes tiek paklautas hiralai derivatizacijai
(piem., izmantojot Marfeja reagentu [17]) un ar $kidruma hromatografijas-
masspektrometrijas metodém  netieSi  (enantiom@rus  parverSot  par
diastereom&riem) analiz&tas ahiralos apstaklos, kur aminoskabju molekulas, kas
racemizgjusas hidrolizes laika un ir iezZimétas ar deiteriju (radot + 1 masas
atskiribu) secigi var tikt atdalitas masspektrometriski [17]. Aprakstitas stratégijas
trukumi ietver sevi nepiecieSamibu pec dargiem deiterétiem S$kidinatajiem un
masspektrometrijas aprikojuma, piedevam, derivatizacijas solis ienes papildus
sarezgitibu paraugu sagatavos$anas gaita, paildzina analizes laiku un samazina
metodes robustumu, ievedot jaunus potencialu kliidu avotus [18].

Ideala gadijuma, ieprieks aprakstitos metodes tritkumus varétu noverst,
analizgjot hiralus peptidus tieSi - tos iepriek§ nemodificg€jot. Aminoskabju
enantioméru tie$as hromatografiskas sadales metodém izstradats plass hiralo
stacionaro fazu klasts, kas veidotas uz dazadu tipu hiralajiem selektoriem.
Diemzgl, dalamo analitu stercokimiskas sarezgitibas dél (ar katru nakamo
struktlira ievadito aminoskabi (n) peptida stereoizoméru skaits palielinas
eksponenciali 2"), panakumi dazadu tieSo sadales metoZzu izmantoSana,
nemodificétu Tso peptidu hiralaja hromatografiskaja sadale, bijusi samera
ierobeZoti, kas labi atspogulojas relativi zemaja atrodamo publikaciju skaita.
Starp tam, pieméram, glicil-dipeptidu enantiosadale panakta ar ligandu apmainas
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hromatografiju [19]. Atseviskas neaizsargatas neproteinogénas aminoskabes un
peptidu dabas analitu enantiosadale veikta uz polisaharidu atvasinajumu fazém
[20,21]. Savukart, dazadu neaizsargatu dipeptidu un tripeptidu hiralaja
iz8kirSana, ieprieks zinots par CSP, kas veidotas uz makrociklisko glikopeptidu
[22-24] un ciklodekstrinu [25,26] bazes, izmantoSanu. Divu veidu hiralas
stacionaras fazes (uz hinina alkaloidu [27-29] un hiralu krauna &teru bazes [30])
ir raditas tie$i aminoskabju un dazadu pirm&o aminogrupu saturosu
savienojumu, kuriem pieskaitami ar7 peptidi, sadalei.

1.3. Uz krauna éteru bazes veidotas hiralas stacionaras fazes

Vienu no zinamakajiem hiralu krauna &teru veidiem izstradajusi Donalda
Dz. Krama grupa (par to sanemot Nobela prémiju kimija 1987. gada),
eksperimentgjot ar optiski aktivu 1,1°-bi-2-naftil funkciju ieklauSanu krauna
8tera struktiira [31]. Grupas veiktajos p&tijumos 1pasi izcelta (R)- un (S)-(3,3’-
difenil-1,1-binaftil)-20-krauna-16 (1.2. att., A) unikala hiralas atpaziSanas sp&ja
attieciba uz dazadu a-aminoskabju un to metilesteru enantiomériem [32]. Sis
Ipasibas atrada pielietojumu hiralaja hromatografija un, gandriz 10 gadus vélak,
dinamiski uzklajot hiralo selektoru uz silikagela, tika izveidotas pirmas
komercialas krauna &teru CSP (no Daicel Chemical Industries) CROWNPAK
CR (+) un (-) [33].

(4) . ®) A
—OH
OO O/\B ‘“gejsfi/le/\/oico OO O/\\J
e A e (T

( :?)E' CR-1 O

R (- R ()

() o O
XD B
OO K/O\/F Me Me OO K/O\/F
9, o O

CR () CRI ()

1.2. att. Kimiskas struktiiras: (R)- un (S)-(3,3’-difenil-1,1-binaftil)-20-krauna-16 hiralie
selektori CROWNPAK CR () un (+) CSP- (A); imobiliz&ta hirala selektora versija
CROWNPAK CR-I (-) un (+) CSP — (B).

Sis hiralas stacionaras fazes izradijas loti efektivas dazadu pirmgjo a-
aminoskabju [33,34], aril-a-aminoketonu [35], f-aminoskabju [36-38], -
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aminoskabju [39], ka arT dazadu citu hiralu savienojumu, kas satur pirmg&jo
aminogrupu [40,41] taja skaita arT dipeptidu [42,43] enantiosadalei. Diemzel,
CSP pagatavosanas specifikas dél bija jarekinas ar butiskiem trokumiem ka
rezultata bija jaieveéro stingri noteikumi attieciba uz mobilas fazes skidinataju
izveli. Hirala selektora dinamiskas uzklasanas dél uz sorbenta virsmas, pat 15%
MeOH satura parsniegSana mobilaja fazé var€ja neatgriezeniski bojat CSP
veiktsp&ju, hiralo selektoru no kolonnas vienkarsi “izmazgajot”.

Sos trikumus vélak izdevas noverst, hiralo selektoru kovalenti saistot ar
brivajam silanola grupam uz silikagela virsmas, ka rezultata izstradatas
imobilizétas CROWNPAK CR-I (+) vai (-) CSP (1.2.att., B) [44]. Tika
konstatgts, ka §ada stacionaras fazes pagatavoSanas metode ieveérojami palielina
tas stabilitati, laujot izmantot plasaku skidinataju klastu (ACN, MeOH, EtOH, 2-
PrOH, THF) mobilaja fazé ka arT neierobezojot organiska modifikatora
koncentraciju taja, tada veida paplasinot iesp€jas variét ar hromatografisko
apstaklu piemekléSanu nepiecieSamajai sadalei. Izmantojot CR-I (+) un (-) CSP
izdevies sadalit visu proteinogéno aminoskabju enantiom&rus (iznemot prolinu)
[45], tas ir veiksmigi pielietotas plasa klasta a- [46,47], f- [38] un y-
aminosavienojumu [39] hiralaja izSkir§ana un visparigi nodrosina labaku sadales
veiktsp&ju attieciba pret tas priekste¢iem — CR (+) un (-) CSP [39].

Otru zinamako krauna &teru CSP, kas veidots uz (+) vai (-)-(18-krauna-
6)-2,3,11,12-tetrakarbonskabes pamata (18-C-6-TA; 1.3.att., A) izstradajusi
Zana-Mari Léna grupa (par to ari sanemot Nobela prémiju kimija 1987. gada),
krauna &tera cikla ieklaujot divus vinskabes fragmentus [48]. Sis krauna &teris
plasi izmantots ar1 ka hiralas izskirSanas reagents kodolmagngtiskas rezonanses
spektroskopija [49], kapilaraja elektroforéze [50] un masspektrometrija [51].

A) (B)
N4 AN
Si Si
o

HoOoC,, O oj,coori - i

O. (o]
X

J: o

Hooc” ™o 0~ "COOH 0 o

o HOOC O\AONO
COOH

(H)-18-C-6-TA ChiroSil RCA (+) CSP

1.3. att. Kimiskas struktiras: (+)-(18-krauna-6)-2,3,11,12-tetrakarbonskabe — (A);
imobiliz&ts (+)-18-C-6-TA hiralais selektors ChiroSil RCA (+) stacionaraja fazeé — (B).

Ta ka 18-C-6-TA labi $kist @idenT, tikai ta imobilizeta versija, komerciali
pazistama ka ChiroSil RCA (+) (1.3. att., B; vai SCA (-), atkariba no hirala
selektora konfiguracijas; izstradajusi RStech Corporation) tiek izmantota
hromatografija. CSP, kas veidotas uz 18-C-6-TA bazes veiksmigi pielietotas
dazadu dabas un sintétisko a- un f-aminoskabju [52-55], otr&jo aminu [56] ka
arT 1so peptidu [57] enantiosadalés.

No apskatitas literatiiras secinats, ka CSP, kas veidotas uz hiralu krauna
teru bazes ir vienas no daudzsolosakajiem kandidatiem tieSajai Tso peptidu
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hiralajai sadalei. Tomgr, lai labak izprastu to pielietojumu tik sarezgitu analitu
izSkirSanai, vispirms nepieciesams apskatit, kas ir zinams par So abu CSP veidu
hiralas atpaziSanas mehanismiem.

1.4. Hirala atpaziSana

Parasti CSP tiek izstradatas ta, lai tas veidotu tadu stériski traucétu vidi,
kura viens no izom&riem spgj ar CSP saistities specigak neka otrs. Atkariba no
hirala selektora struktiiras, zinams, ka dazadas visparzinamas starpmolekularas
mijiedarbibas (pieméram, jonu, Gdenraza saites, st€riski trauc€jumi, n-w, dipola-
dipola, jonu-dipola, van der Valsa) caur to pievilkSanas/atgriiSanas pasibam
vistiesakaja veida ietekme saistiSanas speku starp hiralo analitu un selektoru.
Lidzsvara reakcijas, kas uz stacionaras fazes virsmas atgriezeniski veido
diastereom&ru parus, ir paraditas 1.4. attela.

(R)-CS + (S)-E =Z[(R)-CS - - - (5)-E]

K
(R)-CS + (R)}-E =[(R)-CS - - - (R)-E]
1.4. att. Shematisks diastereoméru veidosanas attelojums [58].

Dotaja pieméra hiralais selektors (CS) ar fikseétu konfiguraciju (R),
mijiedarbojoties ar analita S-enantioméru (S)-E, veido diastereoméru kompleksu
[(R)-CS(S)-E], kura stabilitati raksturo Iidzsvara konstante Kg
(1.4. att. — augsa). Taja pat laika notiek arT saistiSanas starp hiralo selektoru un
analita R-enantiomé&ru, veidojot [(R)-CS(R)-E] kompleksu, kura stabilitati
raksturo lidzsvara konstante Kz (1.4. att. — apaksa). Atskiribas abu kompleksu
lidzsvara konstant€s atspogulojas izoméru aizturé un kalpo par pamatu
stereoselektivai sadalei jebkura hromatografiskaja sistéma. Izomers, kas ar hiralo
selektoru saistas vajak, no kolonnas izdalas atrak, kamér izomérs, kas ar hiralo
selektoru veido stabilaku kompleksu, kolonna aizturas ilgak, tada veida, laujot
maistjumu hromatografiski sadalit. Biitiska loma hiralaja atpaziSana ir arT videi,
kura §1s mijiedarbibas notiek, kas skidruma hromatografija ir mobila faze (MP).
Atkariba no izmantoto $kidinataju dabas, mobilas fazes molekulas ne tikai
sacensas ar analita molekulam par piesaistes vietam uz hiralas stacionaras fazes,
bet arm1 var ietekm& hirala selektora ste€riku, mainot hiralas atpaziSanas
mehanismu.
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1.4.1. Hirala atpaziSana uz (3,3’-difenil-1,1-binaftil)-20-krauna-16 CSP

Apgrieztas fazes (RP) apstaklos (fideni saturo$a mobila faze), hirala
sadale tick panakta, aizturot analitu kolonna, tam selektivi icklaujoties selektora
hiralaja dobuma (1.5. att., A). SaistiSanas pamata ir tris "'N-H-~O tGdenraZa saiSu
veidoSanas starp protonéto analita amonija grupu un krauna &tera skabekla
atomiem, kam seko enantioselektivas hidrofobas atgriiSanas mijiedarbibas starp
analitu un stacionaras fazes selektora divam 3-fenilnaftil grupam. SaistiSanas
shematiski paradita Nimena projekcijas 1.5. att€la B un C pieméros.

meY D e

o
i 0 H 0. H H
e : O 0.
Si Ll j e j
H” T/ C H .
AN e «H H.,

\ (e) M (@) o s “O
o ml_oJ
Vairak stabils Mazak stabils
[D-AA-CR (9] [L-AA-CR (1)]

1.5. att. Piedavatais hiralas atpaziSanas mehanisms CR (-) selektoram: CR(-)
selektora elektrostatiska potenciala virsma, kas ieglita no kristala struktiiras [59],
vizualizacija veidota ar Chimera 1.16 programmatiiru — (A); SaistiSanas rezultata starp
analita pirm&jo amonija jonu (R-NH5") un CR (-) selektoru izveidojusies vairak stabilie —
(B); un mazak stabilie kompleksi — (C) [32]. Aizvietotaji pie analita hirala oglekla
apziméti pec to izméra — liels (L), vidgjs (M) un mazs (S).

Saja gadijuma, lielaka funkcionala grupa (L) pie analiz&jama savienojuma
hirala centra aiznem telpu, kas atrodas vistalak no selektora steriski apjomigas
augSupverstas 3-fenilnaftil grupas, kamer atlikusie divi aizvietotaji, atkariba no
aminoskabes konfiguracijas, attiecigi telpa novietojas automatiski. Steriskie
trauc€jumi, kas rodas starp hirala selektora augsupversto 3-fenilnaftil fragmentu
un L-aminoskabes vidgjo funkcionalo grupu (M) ievérojami vairak ierobezo ta
piekluvi selektora hiralajam dobumam (1.5. att., A), atskiriba no ta attieciga D-
enantioméra, kur So telpu aiznem mazakais (visbiezak tdenradis) aizvietotajs
(S). Rezultata, tidenraza saites veidoSanas starp L-enantioméru un CR (-)
selektoru ir stériski traucéta, veidojot mazak stabilu kompleksu (1.5. att., C), kas
no kolonnas izdalas attiecigi pirms D-enantioméra [30]. Sada veida tiek skaidrota
ar1 specifiska enantiom&ru izdaliSanas seciba (L < D), kas uz CR (-) CSP ir speka
visam hiralam aminoskabém un kuru iesp&ams mainit uz pretgjo, izmantojot
CR (+) CSP, kas satur pretgjas konfiguracijas hiralo selektoru.

Atskiriga enantioselektivitate mobilajas fazes ar augstu organiska
modifikatora saturu ir atklata tikai salidzinoSi nesen [45], jo vecaka tipa parklatas
CSP nepielava izmantot $adus hromatografiskos apstaklus. Atskiriba no RP
apstakliem, papildus sterisko faktoru virzitai ieklauSanas kompleksacijai caur
udenraza saiSu veidoSanos, iesp&jamas vél papildus enantioselektivas hidrofilas
mijiedarbibas (HILIC), tom&r precizs $o mijiedarbibu profila raksturs joprojam
nav pilniba izpétits.
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1.4.2. Hirala atpaziSana uz (18-krauna-6)-2,3,11,12-tetrakarbonskabes CSP

Atkariba no mobilas fazes sastava, arT (+) un (-)-18-C-6-TA CSP tiek
apskatiti divi iesp&jamie mehanismi, lai izskaidrotu hiralo sadali [52,60]. RP
apstaklos, papildus Tidenraza saiSu virzitai pirméja amonija jona ieklauSanas
kompleksacijai 18-krauna-6 cikla hiralaja dobuma (1.6. att., A), steriski
traucgjumi starp 18-C-6-TA divam karbonskabes grupam un steriski
apjomigakajiem a-aminosavienojuma aizvietotajiem ierobezo analita piekluvi
saistiSanas vietai. Rezultata viens no enantiomériem spgj saistities ciesak un
veidot stabilaku diastereoméru kompleksu ka otrs, laujot tos hromatografiski
sadalit. Lidzigi ka CR (+) un (-) hiralajiem selektoriem, arT uz 18-C-6-TA CSP
ir raksturiga noteikta enantioméru izdaliSanas seciba. Aminoskabju D-
enantioméri veido stabilakus kompleksus ar (+)-18-C-6-TA hiralo selektoru,
kamér L-enantioméri ar (-)-18-C-6-TA.

(A) (B) N <77 © AN T
Hirals dobums § / SI% § ! s'{
N HN o AR H=N o
/o/\/o/_ﬁO%§ /o/\/o/ﬁo%§
AHals +_aH _Halz +_aH
o} N o o N o}
HoOC o o HooC o
Hon, o—HO Honm, HO
o R
R OH S
Vairak stabils Mazak stabils
[D-AA - (+)-18-C-6-TA] [L-AA - (+)-18-C-6-TA]

1.6. att. Piedavatais hiralas atpaziSanas mehanisms (+)-18-C-6-TA selektoram: (+)-
18-C-6-TA selektora elektrostatiska potenciala virsma, kas iegilita no kristala struktiiras
[61], vizualizacija veidota ar Chimera 1.16 programmatiiru — (A); lesp&jamie stabilakie
(B) un mazak stabilie (C) kompleksi kas izveidojusies, saistoties a-aminoskab&m ar CSP,
kas veidotas uz (+)-18-C-6-TA selektora bazes [62].

Ar organisko modifikatoru bagatas mobilajas fazes hirala selektora divas
sanu karbonskabes grupas var darboties ka papildu tidenraza saites donoru vai
akceptoru grupas. Ka paradits 1.6. att€la B un C pieméros, saistoties ar (+)-18-
C-6-TA, a-aminoskabes D-enantioméra karboksilgrupa veido papildu H-saiti ar
vienu no selektora karboksilgrupam, radot stabilaku diastereom&ru kompleksu
(1.6. att., B). Savukart, karboksilgrupa L-enantiom@ra struktira ir telpa novirzita
prom no hirala selektora karboksilgrupam un nevar piedalities H-saites
veidoSana, tadgjadi veidojas mazak stabils komplekss (1.6. att., C).

Diemzgl, literatiira aprakstitie petfjumi ir lielakoties teoretiski, tiem nav
pietickamas eksperimentalas bazes un tie parsvara apskata vienkarSotus hiralas
atpaziSanas modelus, izmantojot aminoskabes. Janem véra, ka peptidu dabas
analitu gadijuma ir jarekinas ar vairaku hiralo centru klatbtni, bez tam, peptids
var saturét citus mijiedarbibas saistities sp&jigus fragmentus, tadél no
mehanistiska viedokla nav zinams, tiesi kads ir katras peptida funkcionalas
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grupas ieguldijums mijiedarbibas ar hiralo selektoru. Sikak par popularakajiem
panémieniem hiralas atpaziSanas pétisanai aprakstits nakamaja nodala.

1.5. Dazadas pieejas hiralas atpaziSanas pétiSanai

Hiralas atpaziSanas pétfjumiem lietotas dazadas zinamas organisko
savienojumu pétiSanas metodes. Starp spektroskopiskajam metodém [63—65],
viena no plasak pielietotajam ir kodolu magn&tiska rezonanse, ar kuras palidzibu
hirala atpaziSana skaidrota dazadiem Skidruma hromatografija [66—68] un
kapilaraja elektroforézé [69,70] izmantotajiem hiralajiem selektoriem. Ka
paradits 1.7. att€la pieméra, '"H-NMR lietota hiralas kompleksésanas p&tljumiem
starp fenilglicina enantiomé&riem un (+)-18-C-6-TA selektoru.

A ) NH, Y o J‘L

orto OH H

mela l:
D-orto - ~
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Fenil Tﬂ‘
(D) e Adp u»i‘[—[
(E) WY
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1.7. att. '"H-NMR fenilglicina un ekvimolaru fenilglicina/(+)-18-C-6-TA kompleksu
(2 mM skidumi MeOH-d,) spektri: L-fenilglicins ar (+)-18-C-6-TA - (A); D-fenilglicins
ar (+)-18-C-6-TA - (B); fenilglicina racemats ar (+)-18-C-6-TA - (C), fenilglicina
racemats - (D), brivs (+)-18-C-6-TA - (E) [68].

Saistoties divam molekulam, elektrisko un magnétisko lauku parklasanas
ietekmg iesaistito atomu kodolu rezonansi, ko novéro ka kimisko nobizu (3)
izmainas (AS) NMR spektra. Dotaja pieméra (1.7. att., C), redzams, ka,
pievienojot ekvimolaru daudzumu (+)-18-C-6-TA selektora fenilglicina
racematam, fenilglicina a-protona un orto-fenilprotonu signali saskelas divas
signalu kopas, noradot uz atSkirigam diastereom&ru kompleksu kimiskajam
struktiiram, kas veidojusas saistoties L-fenilglictnam ar (+)-18-C-6-TA un D-
fenilglicinam ar (+)-18-C-6-TA. Turklat, péc kimisko nobizu izmainu (AJ)
lieluma NMR spektra var secinat, kuri atomi ir tiesi iesaistiti starpmolekularas
mijiedarbibas.
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Ka cita parociga metode, lai pétitu divu molekulu saistiSanos kompleksa
[51,71], ka arT apstiprinatu kompleks€sanas stehiometriju [72], tick izmantota arT
masspektrometrija. Sada veida, maksligi sajaucot pétamo analitu un hiralo
selektoru  Skiduma un to tieSi ievadot masspektrometra, ar
elektroizsmidzinaSanas  jonizacijas (ESI) nolidojuma laika (TOF)
masspektrometrijas metodi petita kompleksesanas starp L-fenilglictnu un (-)-18-
C-6-TA selektoru (1.8. att.).

592

P o o™y o | [PG+(+)-18-C-6-TA4H]"
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1.8. att. Dalejs ESI-TOF masspektrs ekvimolaram (105 M $kidums MeOH) L-
fenilglicina (PG) un (-)-18-C-6-TA maisijumam [51].

Ka redzams att€lotajos masspektros, izveidojusais komplekss spgj izturét
pareju no Skidruma fazes sagatavotaja parauga Skiduma uz gazes fazi
masspektrometra un ta molekularais jons redzams pie m/z vertibas 592. Papildus,
novero ar1 (-)-18-C-6-TA natrija (m/z 463) un kalija (m/z 479) aduktus, ka ar1
nesaistitu L-fenilglictnu (m/z 152). Lai arT §adi MS eksperimenti apstiprina
apskatito divu molekulu saistiSanos kompleksa, vieni paSi tie nesniedz
padzilinatu informaciju par hiralo atpaziSanu un vairak kalpo ka papildinajums
citam organisko savienojumu pétiSanas metodem.

Ka vel vienu svarigu struktiiras analizes metodi, ieskata gli$anai par
dazadu molekulu savstarpgju saistiSanos, jamin rentgenstaru difrakciju, kas
sniedz visaptvero$u informaciju par izveidota kompleksa strukturalajam
Tpasibam cieta stavoklt [73,74]. Rentgenstaru difrakcija izmantota ar1 lai
skaidrotu krauna &teru sp&ju hirali atpazit dazadu aminoskabju enantiomérus.
Sada veida, kokristaliz&jot D-fenilglicina metilestera perhloratu ar CR (-) hiralo
selektoru metanola [59], skaidrots saistiSanas mehanisms starp abam molekulam.
Saja pieméra, kokristala struktiiras analize (1.9. att., A) norada uz triskarsu *N—
HO 6idenraza saites veidoSanos starp D-fenilglicina metilestera amonija jonu un
krauna &tera cikla skabekliem, ka ar1 C-H-~n mijiedarbibas starp abu molekulu
aromatiskajiem fragmentiem. Cita darba [74], lai demonstrétu atSkirigus
saistiSanas mehanismus starp fenilglicina enantiom@riem un (+)-18-C-6-TA
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hiralo selektoru, iegiti attiecigie kokristali no 10 mM HCIO4 tdens $kiduma
(1.9. att., B). Diemzel labas kvalitates kristalu, it pasi noteiktu molekulu
kokristalu ieglisana, biezi ir problematiska.

(B)

D-fenilglictna metilestera L-fenilglictna - ‘(’-i-)-lé-C-6-TA
- CR () komplekss i {_komplekss

J

1.9. att. Starpmolekularo mijiedarbibu stereoskati kompleksos, kas iegiiti ar
rentgenstaru difrakcijas metodi: D-fenilglicina metilestera koplekss ar CR (-) selektoru
[59] - (A); fenilglicina enantiom&ru kompleksi ar (+)-18-C-6-TCA hirlo selektoru [74] —
(B). Mijiedarbibas vizualiz&tas ar Maestro 13.4 programmatiiru.

Pedgjos gados hromatografijas zinatne tiesi hiralas atpaziSanas petjjumu
virziena kluvusi arvien pienemosaka attieciba pret dazadam skaitloSanas
metodém, kombingjot dazadas molekularas modeléSanas metodes ar
eksperimentalam tehnikam, lai raksturotu molekulu kompleksésanos [75,76].
Tomer svarigi ir nemt véra, ka lielaka dala skaitloSanas metozu ir izstradatas
proteTnu izp&tei un So metozu pielagoSana hromatografijas problému pétiSanai
var izradities problematiska, kaut vai ticamu hiralo selektoru struktiiru iegiSanai.

1.6. Pétamie objekti

Lai petitu krauna &teru sp&ju hirali atpazit Tso peptidu izomerus,
promocijas darba ka modelviela izvélets Tyr-Arg-Phe-Lys-NH, tetrapeptids (1;
1.10. att.), kura LDLL-stereoizomérs zinams ka selektivs u-opioidu receptoru
agonists DALDA [77]. Tetrapeptida 1 struktiira satur 4 hiralos centrus, ka
rezultata iesp&jami 16 stereoizoméeri, kas, uzsakot darbu, tika sintez&ti.
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1.10. att. Tyr-Arg-Phe-Lys-NH: stereoizomeru struktiiras.

Sis tetrapeptids tika izvélets, jo tas sastav no Cetram atskirigam
aminoskabém, satur dazadus tidenraza saites donorus — brivu a-aminogrupu pie
N-gala tirozina, e-aminogrupu C-gala lizina atlikuma, ka arT guanidina fragmentu
arginina, kuri teor&tiski visi var piedalities mijiedarbibas ar hiralo selektoru.
Tadejadi no mehanisma skata punkta nav zinams katras §1s grupas ieguldijums
kompleksa veidoSana. Papildus, $is tetrapeptids arT satur atskirigus aromatiskos
aizvietotajus, kas ne tikai nodroSina UV absorbciju, bet var arl iesaistities
papildus mijiedarbibas ar hiralo selektoru.
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2. REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

2.1. Krauna éteru CSP pielietojums Tyr-Arg-Phe-Lys-NH:2
enantioméru un stereoizoméru hromatografiskajai sadalei’

Lai noskaidrotu uz krauna &teru bazes veidoto CSP perspektivas 1so
peptidu hiralaja sadalg, uz divam komerciali pieejamam krauna &teru CSP:
CROWNPAK CR-I (+) (1.2. att., B) un ChiroSil RCA (+) (1.3. att., B), pétita
visu seSpadsmit  Tyr-Arg-Phe-Lys-NH, (1; 1.10. att.) steroizoméru
hromatografiska uzvediba. Detalizetaks eksperimentala darba apraksts atrodams
I Pielikuma 2.2. — 2.5. nodalas.

Lai nodrosinatu pilnigu tetrapeptida 1 aminogrupu protonésanos, tika
secinats, ka tetrapeptida 1 enantioméru sadalei uz CR-I (+) un RCA (+) CSP
optimalus apstaklus var sasniegt mobilajai fazei pievienojot HCIO4 (visas
petamajas MP ar nemainigu koncentraciju — 50 mM; tGdens $kiduma atbilst pH
1.5).

Sakot eksperimentalo darbu, par MP organisko modifikatoru izvelets
acetonitrils (ACN). Vispirms, tika izpétiti Tyr-Arg-Phe-Lys-NH; stereoizom&ru
aiztures profili uz abam krauna &teru CSP izokratiska rezima, mainot ACN
daudzumu ACN/udens MP no 15 Iidz 95% uz CR-I (+) un no 10 lidz 80% uz
RCA (+) CSP. Grafiska aiztures laika (#z) atkariba no ACN koncentracijas
mobilaja faz€ astoniem pétitajiem tetrapeptida 1 enantioméru pariem redzama
2.1. attela. Visiem tetrapeptida 1 stereoizomériem novéerotas paraboliskas Iiknes
ar minimumiem 50-75% ACN diapazona uz CR-I (+) un 50% ACN uz RCA (+)
CSP. Redzams, ka stereoizom@ru aizture palielinas mobilajas fazés ar zemaku
(<25% uz CR-I (+); <35% uz RCA (+) CSP) un augstaku (>90% uz CR-I (+);
>75% uz RCA (+) CSP) acetonitrila saturu. Lidziga paraboliska aiztures atkariba
no mobilas fazes organiska modifikatora daudzuma ieprieks literatiira aprakstita
metilaizvietotiem aniliniem [78] un dazadam protetnogé€nam aminoskabém [45],
un skaidrota ar atSkirigiem saistiSanas mehanismiem uz krauna &teru CSP:
apgrieztas fazes vai RP mehanismu (tidens bagatas mobilajas fazes) un HILIC-
veida mehanismu (augsta ACN satura MP).

Iepriek§ nav veikti pétfjumi, kas apraksta izdaliSanas secibu
savienojumiem, kas satur vairakas potenciali saistities sp€jigas funkcionalas
grupas ka tas ir 1sajos peptidos. Ir zinams (1.4. nodala), ka uz CR-I (+) CSP
raksturiga aminoskabju izdaliSanas seciba ir D < L, savukart uz RCA (+) CSP - L
<D. Darba noskaidrots, ka arT tetrapeptida 1 LxxX-konfiguracijas (L-Tyr pie N-
gala; 1.10. att.) stereoizoméri CR-I (+) kolonna aizturas spécigak ka to attiecigie
D-enantioméri (DXXX; 2.1.att., A), savukart uz RCA (+) - enantioméru
izdaliSanas seciba ir pretgja (DXXX > LXXX; 2.1. att., B). Novérotas izdaliSanas
secibas norada uz iesp&jamu N-gala a-aminoskabes — Tyr iesaisti kompleksu

! Upmanis, T.; Kazoka, H.; Arsenyan, P. A study of tetrapeptide enantiomeric separation on crown
ether based chiral stationary phases. J. Chromatogr. A 2020, 1622, 461152 (I Pielikums).
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veidoSana starp krauna &tera ciklu CSP un analita pirm&jo amonija jonu (R-
NH;"). Lai $o hipotézi apstiprinatu, talakaja darba veikta padzilinata izpéte.

(A) CROWNPAK CR-I (+) B) ChiroSil RCA (+)
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2.1. att. Tyr-Arg-Phe-Lys-NH: stereoizoméru aiztures laiku (zr) un enantioméru
sadales (a) atkariba no ACN daudzuma mobilaja faze: uz CROWNPAK CR-I (+) —
(A) un (C); uz ChiroSil RCA (+) — (B) un (D).

Ka redzams no stereoizoméru aiztures profiliem (2.1. att., A), izmantojot
MP ar ACN daudzumu virs 90%, strauji palielinas LXXX-izome@ru aizture, kamé&r
to attiecigo DXXX-konfiguracijas enantioméru aizture palielinas ievérojami
lenak. Sada hromatografiska uzvediba norada ne tikai uz atskiribam enantioméru
saistiSana ar hiralo selektoru, bet kalpo armT par pamatu enantiosadales
picaugumam (2.1. att., C). Visparigi pienemts, ka a > 1.2 uzskatama par
pietiekamu divu savienojumu ($aja gadijuma — enantiom&ru) hromatografiskajai
sadalei. Lai gan MP ar ACN saturu <85% starp DLDD/LDLL-enantiomériem tika
noverota vaja sadale (a < 1.05; 2.1. att., C; DLDD/LDLL - attélots melnd krasa),
palielinot ACN saturu MP virs 90%, uz CR-I (+) CSP izdevies sadalit visus
astonus tetrapeptida 1 enantiom&ru parus ar a > 1.2.

Interesanti, ka uz RCA (+) CSP, bazes linijas sadali (o > 1.2; 2.1. att., D)
visiem astoniem tetrapeptida 1 enantioméru pariem iesp&jams iegit, tikai
stradajot RP apstaklos. Palielinot ACN daudzumu MP, sadales faktora a vértibas
starp DDLX/LLDX-enantiom&ru pariem pieaug, kamér starp DLLX/LDDX-
enantioméru pariem o samazinas. Taja pat laikd, ACN izmainas mobilaja fazg
praktiski neietekmé atlikuso 4 p&tamo DDDX/LLLX un DLDX/LDLX-enantiomeru
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paru sadali, noradot, ka pat vienas molekulas ietvaros, atkariba no aizvietotaju
steriska izvietojuma tetrapeptida 1 struktiira, hiralas atpaziSanas mehanismi
atSkiras, tadel, stradajot ar nezinamu p&tamo objektu, svarigi izpétit abu
elugSanas reZimu pielietojumu.

Ta, veicot vienlaicigu seSpadsmit tetrapeptida 1 stereoizoméru
hromatografisko analizi (2.2. att. - atteloti melna krasa) uz CR-I (+) un RCA (+)
CSP, tika konstatets, ka perspektivaka ir CR-I (+) CSP, uz kuras, lietojot MP ar
zemu acetonitrila saturu (15% ACN), izdevies izskirt septinus, galvenokart,
LXxXX-konfiguracijas stereoizomérus (2.2. att., A). Izmantojot ar ACN bagatu
mobilo fazi (2.2. att., B) no maisfjuma pilniba atdalits tikai LDDD-stereoizomers.
Savukart, neatkarigi no mobilas fazes sastava, krietni vajaka stereoselektivitate
attieciba pret tetrapeptida 1 izomériem, novérota uz RCA (+) CSP (2.2. att., C
un D), tadel turpmak promocijas darba pétitas tikai CR-I fazes.

CROWNPAK CR-I (+) ChiroSil RCA (+)

'(A) MP: 50mM HCIO, skidums : (©) MP: 50mM HCIO, skidums
15% ACN/iidens : 20% ACN/udens

al ! I hm a

3 2 4 3 y | n 3

/\/\K . ‘l N N

H inutes : Minutes
E(B) MP: 50mM HCIO, Skidums : D) B as MP: 50mM HCIO, skidums
: 95% ACN/adens i EL R 80% ACN/iidens

1000 1000 2000 3000 _ 4000 _5000_ 6000 7000 8000 _9000_ 10000 11000 120 ; \ 000 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000,

Laiks (min) Laiks (min)

2.2. att. Tyr-Arg-Phe-Lys-NH: stereoizomeru (atteloti melna krasa) un enantiomeéru
(attéloti krasaini) sadale uz CR-I (+) CSP - (A) un (B); RCA (+) CSP - (C) un (D).
Kolonnas: CROWNPAK CR-I (+) (3.0 x150 mm, 5um); ChiroSil RCA (+) (4.6 x150
mm, Spm); Plasmas atrums: F = 0.4 mL/min uz CR-I (+); F =1 mL/min uz RCA (+);
Injekeijas tilpums: 10 pl; UV detektesana veikta pie A =220 nm.
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2.2. Krauna @&teru stacionaro fazu pretéjas hiralitates
izmantoSana Tyr-Arg-Phe-Lys-NH: stereoizoméru sadalé?

Lai risinatu problému ar N-gala D-tirozina saturo$o Tyr-Arg-Phe-Lys-
NH, DxxX-konfiguracijas stereoziomé&ru vajo sadali (2.2. att., A un B) uz CR-
I (+) CSP, tika izméginata uz R-(3,3’-difenil-1,1’-binaftil)-20-krauna-6 hirala
selektora veidota CR-I (-) CSP (1.2. att., B). Zinot, ka enantioméru izdaliSanas
secibu uz CR-I CSP iesp&jams mainit uz pretgjo, veicot hromatografisko analizi
uz stacionaras fazes, kas satur pretgjas hiralitates selektoru, $aja darba piedavata
netradicionala pieeja, lai palielinatu izskirto tetrapeptida 1 stereoizomeru skaitu.
Ka redzams no 2.3. att€la, maisTjumu, kas satur visus astonus tetrapeptida 1
DXXX-konfiguracijas stereoizomerus, iesp&jams sadalit 11dz bazes liijai uz CR-
I (-) CSP, savukart, identiskos apstaklos uz CR-I (+) fazes, DXXX-stereoizoméru
sadale ir vdja. Sada veida, veicot visu Tyr-Arg-Phe-Lys-NH, stereoizoméru
maistjuma analizi uz abam CR-I kolonnam, teorétiski iesp&jams identificét un
izskirt 12 no 16 tetrapeptida 1 stereoizoméru.

CROWNPAK CR-I (+) CROWNPAK CR-I ()

DLDL+DDLL

LDLL
LDLD
LDLD+LLDD

0.00 20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00 0.00 20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00
Minutes Minutes

2.3. att. Tetrapeptida 1 DXXX (attelots sarkand@ krasda) un LXXX-stereoizomeru (attelots
zila krasa) sadale uz CR-I (+) un CR-I (-) CSP. Mobila faze: 50 mM HClO4 $kidums
15% ACN/udens.

Sada pieeja aprakstita pirmo reizi un batu jaapsver realu paraugu analizg,
kur pretgjas hiralitates selektoru CR-I CSP unikala selektivitate var sniegt
plasaku ieskatu par hiralo piemaisijumu (stereoizoméru) sastavu sarezgitos
izom@ru maisijumos, ka pieméram, peptidos.

2 Upmanis, T.; Kazoka, H. Application of Commercially Available Crown Ether Chiral Stationary
Phases for Separation of Tetrapeptide Stereoisomers, Acta Pharm Hung. 2021, 91, 324-325 (11
pielikums).
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2.3. Ievaditas aminoskabes dabas ietekme uz tetrapeptida 1
struktiiras analogu hromatografisko uzvedibu uz CR-I1 CSP3

Ir labi zinams, ka pat nelielas izmainas hirala analita strukttira var pilniba
izmainit ta hromatografisko uzvedibu. Tadel, lai paplasinatu zinasanas $aja joma,
tika sintezeti desmit tetrapeptidi 2 — 11 (2.4. att.; LLLL-enantiomeri).

(A) HoN HN HaN HaN .

NH, NH NH, NH NH,

HN/( HN/[<
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2.4. att. Modificéto tetrapeptida 1 analogu struktiiras: tetrapeptidi 2 — 6 modificéti Phe

pozicija — (A); tetrapeptidi 7 — 11 modificéti pie N-gala — (B).

NH, NH,

Lai aptvertu iesp&jami atskirigaku aminoskabju klastu, izveletas: histidins
(His, polara, baziska), glutaminskabe (Glu; polara, skaba); cistins (Cys; polara,
neitrala, s€ru saturo$a), leicins (Leu; nepolara, alifatiska) un triptofans (Trp;
nepolara, aromatiska). Aminoskabes ievaditas tetrapeptida 1 Phe pozicija
(2.4. att., A) ka arT N-gala aminoskabes pozicija (2.4. att., B), ar merki izpetit ka
aminoskabes daba un pozicija tetrapeptidu 2 -11 struktiiras ietekmé to
hromatografisko uzvedibu uz CR-I (+) un (-) CSP (eksperimenti stkak aprakstiti
III Pielikuma 2.2. — 2.4. nodalas).

2.3.1. Ievaditas aminoskabes ietekme uz tetrapeptida aizturi

Vispirms, lai parliecinatos, ka jaunsintezeto tetrapeptidu 2 — 11 aizture
seko uz tetrapeptida 1 noveérotajam tendencem, tika izp&tita to hromatografiska
uzvediba uz CR-I (+) un (-) CSP ar 50 mM HCIO4s ACN/tdens mobilajam
fazém. P&c tam tika veikti petijumi arT ar MeOH saturosam MP. Lai ari pastav
uzskats, ka MeOH ka protisks $kidinatajs un H-saites donors var traucét
saistiSanos starp analttu un hiralo selektoru, tam atspogulojoties ka aiztures

3 Upmanis, T.; Kazoka, H. Influence of amino acid residue on chromatographic behaviour of u—
opioid receptor agonist tetrapeptide analogue on crown ether based chiral stationary phase. J.
Chromatogr. A 2022, 1673, 463059 (111 Pielikums)
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kritumam, p&tamo savienojumu hromatografiskaja uzvediba tika noverots
pretgjais.

Visiem desmit tetrapeptidiem 2 — 11, lidzigi ka tetrapeptidam 1 uz
CR-I (+) un () CSP novérota paraboliska aiztures atkariba attieciba pret MP
izmantota organiska modifikatora daudzumu: ar minimumiem 50-75% ACN
(60-80% MeOH) diapazona un paaugstinatu savienojuma aizturi zema (<25%
ACN vai <40% MeOH) un augsta (>90% ACN vai >80% MeOH) organiska
modifikatora satura MP, noradot uz atSkirigiem saistiSanas mehanismiem.

Lai uzskatamak paraditu ievadito aminoskabju dabas ietekmi uz
tetrapeptidu aizturi uz CR-I CSP, izveidots grafiskais att€lojums (2.5. att.), kur
uz X ass atliktas eksperimentali noteikto savienojumu aiztures faktoru (k)
logaritmu vértibas pie zema organiska modifikatora satura MP, bet uz Y ass
atliktas vertibas augsta organiska skidinataja satura MP. Grafika att€lotie punkti,
kas atrodas zem Y=X taisnes norada, ka, no mehanistiska skatupunkta, So
savienojumu aizturé domin€ hidrofobas mijiedarbibas, savukart, savienojumus,
kuru aizturé noteicosas ir hidrofilas (polaras) mijiedarbibas, grafika apzime
punkti, kuri atrodas virs Y=X taisnes.

25
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2.5. att. Struktiira ievaditas aminoskabes ietekmes uz tetrapeptidu 1-—11 aizturi,
atkariba no mobilas fazes sastava: log (k 15%acn) vs. log (k 9s%acn) — S0 mM HClO4
ACN/ tdens MP — (A); log (k 0%Meon) vs. log (k so%meon) —S0 mM HC1O4 MeOH/tdens
MP — (B); Datu punkti, kas apziméti ar (+) iegiiti uz CR-I (+) CSP; ar (-) apzimétie punkti
iegiiti uz CR-I (-) CSP; savienojumi 1 — 11 sagrupéti péc krasam, atkariba no ievadito
aizvietotaju ktmiskas dabas (nepolars/polars - skabs, neitrals, bazisks).

Balstoties uz 2.5. attela datiem var secinat, ka galvenokart, tetrapeptidi,
kuros ievaditas nepolaras aminoskabes (grafika atteloti ka sarkani punkti) RP
apstaklos tiek speécigak aizturéti, kamer analiti, kuri modificéti ar polaram
aminoskabem (grafika atteloti ka zilas un zalas krasas punkti) specigak aizturas
ar organisko modifikatoru bagatas mobilajas fazes, pie tam, $ads dalijums ir vel
izteiktak redzams ar MeOH saturo§am mobilajam fazém.
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2.3.2. Krauna @&teru stacionaro faZu pretéjas hiralitates izmantoSana
enantiosadales izvértésanai

Selektivitate vai sadales faktors («) apraksta hromatografiskas sist€mas
sp&ju atdalit vielas maisTjuma un to aprékina ka divu secigu piku aiztures faktoru
(k) attiecibu (2.1. vienadojums).

a="2 2.1)
keq
Kur a — selektivitate;
k> — aiztures faktors specigak aiztur€tajam enantiomé&ram;
ki — aiztures faktors vajak aizturétajam enantiomeram.

Ta ka parasti savienojums rac€miska forma ir vieglak pieejams par ta
enantiomériski tiro formu, tad, lai noskaidrotu vai CSP ir enantioselektiva
attieciba uz noteiktu hiralo savienojumu, parasti izmanto $o savienojumu
racémisko formu un CSP — enantiomériski tira forma. Tomer, Tpasi aminoskabém
un to atvasinajumiem (tostarp peptidiem), enantiomeriski tiras formas biezi vien
ir vieglak pieejamas ka to racemati. Tade] Saja darba izmé&ginata literatlira
iepriek§ neaprakstita pretgja koncepcija, sadali p&tot ar enantiomériski tiru
savienojumu uz CSP “racémiska forma” ka tas ir CR-I(+) un (-) fazés
(1.2. att.,, B) un a vieta ka enantioselektivitati raksturojoSu parametru Saja
gadijuma var izmantot a* (2.2. vienadojums).

k
a~a*=ﬁf, (2.2)

Kur a* - enantioselektivitati raksturojoss parametrs;

k) — aiztures faktors noteiktas konfiguracijas enantioméram uz CR-
I (+) CSP;

k) — aiztures faktors tam paSam enantiom@ram uz pretgjas hiralitates
CR-I (-) CSP.

Lai apstiprinatu So koncepciju, tika veikta virkne eksperimentu ar
tetrapeptida 1 LLLL-enantiom&ru. Ka redzams no 2.6. att€la, a vertibas, kas
raksturo tetrapeptida 1 LLLL/DDDD enantioméru sadali uz CR-I (+) CSP (piem.,
15% ACN - o =2.58; 95% ACN — o = 6.61), butiski neatskiras no aprékinatajam
o* vertibam, (15% ACN - a* = 2.54; 95% ACN - a* = 6.45) kas iegiitas no LLLL-
enantioméra aiztures datiem uz CR-I (+) un (-) CSP.
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2.6. att. Tetrapeptida 1 LLLL un DDDD enantioméru hromatografisko uzvedibu
raksturojosas hromatogrammas uz CROWNPAK CR-I CSP: tetrapeptida 1
LLLL/DDDD enantioméru para sadale uz CR-1(+) (attelota melna krasa); LLLL
enantiomé@ra aizture uz CR-I (+) (zild krdsa); LLLL enantiom@ra aizture uz CR-I (-)
(sarkand krasa). Mobilas fazes: 50 mM HC104 ACN (MeOH)/udens.

legiitie rezultati apstiprina, ka o* parametru var dros$i izmantot, lai
turpmak raksturotu tetrapeptidu 2 -11 LLLL/DDDD enantiom&ru paru sadali,
neatkarigi no MP izmantota organiska modifikatora un sastava.
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2.3.3. Struktira ievaditas aminoskabes dabas ietekme uz tetrapeptidu
enantiosadali

leprieks aprakstita koncepcija izmantota, lai noskaidrotu vai hiralie
selektori CR-I CSP ir enantioselektivi attieciba arT uz modificétajiem
tetrapeptida 1 analogiem 2 — 11 (2.4. att.). Lai noverteétu mobilas fazes organiska
modifikatora dabas un sastava ietekmi uz p&tamo tetrapeptidu LLLL/DDDD paru
enantiosadali, tika aprékinatas a*, jeb enantioselektivitati raksturojosa parametra
vertibas (2.2. vienadojums). Zinot, ka a > 1.2 uzskatama par pietickamu divu
enantioméru hromatografiskajai sadalei, Sie pasi kriteriji tika piemeroti attieciba
uz o* vertibam.

Nemot veéra atSkirigo enantioméru aizturi, atkariba no MP dabas (ka
pieméram, 2.6. att.), eksperimenti veikti gan ar zema (15% ACN vai 40%
MeOH), gan augsta (95% ACN vai 90% MeOH) organiska modifikatora satura
MP. Dati, kas raksturo tetrapeptidu 1— 11 enantioselektivitati uz CR-I CSP
apkopoti 2.1. tabula.

2.1. Tabula
Eksperimentali iegiito tetrapeptidu 1 - 11 (LLLL-enantiomeru) aiztures faktoru &k un
aprekinatas a* vertibas uz CR-I (+) un (-) CSP

ACN (%) daudzums 50 mM HCIO, MeOH (%) daudzums 50 mM

Savienojums _ ACN/uidens MP HC1O0, MeOH/udens MP

(2.4. att.) CR- 15 95 40 90
1 k a* k o* k a* k o*
+) 50.27 53.74 42.78 31.01

1 A 19.82 2.54 333 6.45 15.00 2.85 797 4.27
+) 5.95 20.88 5.80 17.95

2 A 307 1.94 446 4.68 461 1.26 5.69 3.16
+) 7.31 57.55 7.87 29.99

3 s 289 2.53 755 7.62 441 1.79 647 4.64
+) 11.91 57.16 15.93 29.08

4 © 545 2.19 9.67 591 6.48 246 731 3.98
+) 28.71 52.14 28.38 24.08

5 A 10,46 2.75 354 6.10 10.00 2.84 6.08 3.96
) 93.09 64.33 65.30 56.25

6 A 3443 2.70 377 7.34 31.90 2.05 942 6.97
+) 15.95 52.27 20.38 41.63

7 © 6.08 2.62 767 6.82 6.39 3.19 921 4.53
+) 28.74 111.61 28.14 85.39

8 © 462 6.22 0.88 11.30 6.35 443 735 22.63
+) 20.00 79.70 18.77 46.72

9 A 578 3.46 1021 7.81 5.06 3.15 3.08 5.78
+) 40.01 64.55 35.60 27.51

10 ) 10.01 4.00 6.29 10.26 8.17 4.36 4.78 575
) 159.21 65.30 100.00 57.60

1 ) 57.28 278 8.79 743 45.88 213 10.97 325

Balstoties uz 2.1. tabulas datiem, redzams, ka, neatkarigi no izmantotas
mobilas fazes, visiem apskatitajiem tetrapeptidiem aprékinatas enantiosadali
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raksturojosa faktora o * vertibas parsniedz 1.2. Seviski augsta enantioselektivitate
noverota, stradajot ar augsta organiska modifikatora satura MP.

Lai raksturotu dazadu ievadito aminoskabju dabas (ka ari pozicijas
1)

axiz-11)’
kurs salidzina tetrapeptida 1 enantiosadali raksturojoso parametru (a*q)) ar a*
vertibu, kas vienados hromatografiskajos apstaklos ieglita katram struktiiras
analogam 2 -—11 un rezultati apkopoti 2.2.tabula. Aprékinatas parametra
vertibas, kas zemakas par 1 norada uz enantioselektivitates palielinasanos, kamér
vertibas, kas augstakas par 1 — uz samazinajumu, kas izraisits tetrapeptidu 2 — 11
struktiira ievadito aminoskabju dabas del.

tetrapeptida strukttra) ietekmi uz enantiosadali, tika ieviests parametrs

2.2. Tabula
Aprekinatas parametra T _vertibas
a*(2-11)

Ievaditas ACN (%) daudzums 50 mM  MeOH (%) daudzums 50 mM
levadita aminoskabes HC10, ACN/adens MP HC10, MeOH/tidens MP
aminoskabe =~ POZIcla
(2.4. att.) (tetrapeptida 15% 95% 40% 90%

1 struktiira)

His (2) 1.31 1.38 2.26 1.35
Glu (3) 1.00 0.85 1.59 0.92
Cys (4) Phe 1.16 1.09 1.16 1.07
Leu (5) 0.92 1.06 1.00 1.08
Trp (6) 0.94 0.88 1.39 0.72
His (7) 0.97 0.95 0.89 0.94
Glu (8) 0.41 0.57 0.64 0.37
Cys (9) N-gala 0.73 0.83 0.90 0.74
Leu (10) 0.64 0.63 0.65 0.74
Trp (11) 0.91 0.87 1.31 0.81

Balstoties uz 2.2. tabulas datiem, redzams, ka ietekme uz enantiosadali,
ko izraisa at$kirigu aminoskabju ievadiSana tetrapeptida 1 Phe pozicija, ir mazak
nozimiga ka modifikacija pie tetrapeptida N-gala. Saskana ar pienémumu, ka
tetrapeptida N-gala aminoskabes aminogrupa varétu biit atbildiga par saistiSanos
ar krauna &tera selektoru (2.1. nodala), stériskie efekti, ko izraisa a-oglekla sanu
k&des izmérs vargtu bt svarigs faktors analiz€jamas vielas hiralaja atpaziSana.
Steriski piecloceklu imidazola gredzens His (7) telpa aiznem Iidzigu daudzumu
vietas ka seSloceklu cikls Tyr fenilgredzena (1), tadél abu So savienojumu
enantiosadale seviski neatskiras, savukart, mazaki, fleksiblaki aizvietotaji
tetrapeptidos 8, 9 un 10, skietami uzlabo savienojumu enantiosdali.

Iegutie dati lauj secinat, ka tetrapeptidu 1 — 11 enantiosadali uz CR-I (+)
un (-) CSP nosaka galvenokart steriski faktori, ko biitiski ietekm¢ aizvietotaja
sanu k&des garums pie tetrapeptida N-gala a-oglekla, nevis paSas ievaditas
aminoskabes polaritate vai daba (1ad&ta/ neladéta).
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2.4. Tetrapeptida 1 hiralas atpaziSanas pétijumi uz CR-I CSP*3

Tetrapeptida 1 LLLL un DDDD enantiomeri tika izveleti ka modelvielas
turpmakajos hiralas atpaziSanas mehanisma pétijumos. Lai labak saprastu
starpmolekularos procesus, kas ir pamata tetrapeptida 1 enantiomé&ru sadalei uz
CR-I hiralajam stacionarajam fazém, ar HPLC, HRMS un NMR metodém tika
pétita krauna &teru selektoru saistiSanas ar LLLL-1 un DDDD-1. Lidzigu apstaklu
nodro§inasanai gan NMR ampula, gan hromatografiskaja sisteéma, visi
eksperimenti veikti 50 mM HClO4 metanola skidumos.

2.4.1. Struktiras - hromatografiskas uzvedibas sakaribas pétijumi
saistiSanas vietas identifikacijai

Teoretiski tetrapeptida 1 saistiSanas ar krauna &tera selektoru var
piedalities tr1s funkcionalas grupas - a-aminogrupa Tyr; e-aminogrupa Lys, ka
ar guanidina fragments Arg (2.7. att.).

@

HaN_

NH,

H
Oj/NH ©
HN /®
7o Ny ©
® OH
HaN—",

2.7. att. Mijiedarbibas staties spéjigas tetrapeptida 1 funkcionalas grupas.
Potencialie H-saiSu donori apziméti sarkana krasa.

_ NH
®
HsN N

Savienojumi la — 1g sintezeti (2.8. att.) ar mérki sistematiski izslégt
konkrétas mijiedarboties sp€jigas aminogrupas tetrapeptida 1 sekvencg,
aizvietojot tas ar OH grupam, vai izslédzot tas pavisam, taja pat laika, saglabajot
jaunizveidoto molekulu stereokimiski p&c iesp&jas lidzigaku tetrapeptida 1
struktiirai. Lai izslégtu N-gala aminogrupu Tyr, tetrapeptida 1 struktira Tyr
pozicija ievadita 3-(4-hidroksifenil)-propanskabe (savienojumos la — 1d). Lai
izvairitos no iesp&jamas saistiSanas Lys (savienojumos 1a; 1b; 1e un 1f) un Arg
(savienojumos 1a; 1d; 1f un 1g) atlikumos, §1s aminoskabes tika aizvietotas ar 6-
hidroksinorleicinu. Pienemot, ka enantioselektiva saistiSanas ar krauna &tera
selektoru vienados hromatografiskos apstaklos ir iespgjama tikai gadijumos, kad

4 Upmanis, T.; Kazoka, H. Mechanistic insights in chiral recognition of p-opioid receptor agonist
tetrapeptide on crown ether chiral stationary phase. J. Chromatogr. Open 2021, 1, 100016. (IV
Pielikums)
° Upmanis, T.; Sevostjanovs, E.; Kazoka, H. Chiral recognition mechanism studies of Tyr-Arg-Phe-
Lys-NH, tetrapeptide on crown ether based chiral stationary phase. Chirality 2024, 36(1), ¢23619 (V
Pielikums)
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analita viena un ta paSa enantioméra aizture uz CR-I (+) un (-) CSP atskirsies
(2.3.2. nodala), darba salidzinata tetrapeptida 1 un ta strukttras analogu 1a — 1g

hromatografiska uzvediba.
OH NH;
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2.8. att. LLLL-1 un struktiiras analogu 1a — 1g aizture uz CR-I (+) (attelots zila krasa)
un CR-I (-) CSP (sarkanda krasa). Mobila faze: 50mM HCIO4 MeOH.

Balstoties uz 2.8. att€la datiem, redzams, ka izslédzot visas tris saistities
spejigas aminogrupas tetrapeptida 1 struktiira, savienojumu la nav iesp&jams
aizturet (¢z ~ ty) uz CR-I CSP. Lidziga hromatografiska uzvediba novérota ari
savienojumam 1b, no ka secinams, ka guanidina fragments Arg nesaistas ar
krauna &tera selektoriem. AtSkiriba no 1a un 1b, savienojumi 1¢ un 1d aizturas,
pateicoties pirmé&jai e-aminogrupai Lys atlikuma, kas sp&j piedalities "N-H-O
fidenraza saiSu veidoSana ar krauna &tera selektoru. Tomér, savienojumu lidziga
aizture (piem., 1¢: k¢) ~ k) = 8.9), kas noverota uz CR-I (+) un CR-I (-) CSP,
norada uz to, ka ST saistiSanas nav enantioselektiva. Visticamak, 4 C atomu
attalums starp e-aminogrupu lizina un hiralo centru ir parak liels, lai krauna &tera
selektora stériski apjomigas bifenil- un fenilgrupas (1.5. att.), sp&tu izveidot
stereoselektivu vidi.

Iespgjama  enantioselektiva  saistiSanas, noradot uz dazadu
mijiedarbosanos starp analttu un krauna selektoriem, novérota struktiiras
analogiem 1le - 1g, kuru aizture, 11dz1gi ka LLLL-1, atSkiras uz CR-I (+) un (-)
CSP. Salidzinot 1e — 1g struktiiras (2.8. att.), redzams, ka Sie savienojumi satur
N-gala a-aminogrupu Tyr atlikuma, tadejadi noradot uz §Is aminogrupas
nozimigumu hiralaja atpaziSana.
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Interesanti, ka struktiiras analogu 1e (k) = 0.53; k) =3.28) un 1f (k¢ =
0.44; k) = 3.15) aizture butiski atSkiras no 1g (k) = 7.67; k)= 56.2) un LLLL-
1 (k) =13.71; k) = 70.8). Var pienemt, ka tiesi brivas e-aminogrupas klatbiitne
savienojuma struktiira, ievérojami palielina 1g un LLLL-1 aizturi. Sis novérojums
var liecinat par to, ka tetrapeptida 1 hiralaja atpazisana varétu piedalities gan N-
gala a-amino grupa Tyr, gan ¢-amino grupa Lys. Lai So piene€mumu apstiprinatu,
veikti talakie HRMS un NMR eksperimenti.

2.4.2. Augstas izSkirSanas MS pielietojums tetrapeptida 1 — Kkrauna
selektora kompleksu pieradiSana

Lai pieraditu tetrapeptida 1 sp&ju saistities kompleksos ar CR selektoriem
arpus hromatografiskas kolonnas, veikti augstas izskirSanas masspektrometrijas
(HRMS) pétijumi, izmantojot elektroizsmidzinasanas jonizaciju (ESI), kas
iestatTta pozitiva jonizacijas rezZima. Eksperimentalas dalas apraksts atrodams V
Pielikuma 2.6. nodala.

Tika sintezeti optiski tiri (S)- and (R)-(3,3’-difenil-1,1’-binaftil)-20-
krauna-6 enantioméri (attiecigi CR (+) un (-) selektori; 1.2. att.), kas tika sajaukti
pieckar§a parakuma pret attiecigo tetrapeptida 1 LLLL vai DDDD-enantiomeru
(5:1; 50 mM HCIO4 metanola) un pagatavotie Skidumi tiesi ievaditi nolidojuma
laika (TOF) masspektrometra. Nesaistitais krauna &tera selektora atlikums
masspektra redzams (2.9. att.) ka intensivs signals ar masas ladina attiecibu m/z
641 un 663 (atbilst Na* aduktam). Tuvaka iegiita masspektra apskate parada
vairakus zemakas intensitates signalus, no kuriem svarigakie atrodami pie m/z
626 un 631, un atbilst 1:1 un 1:2 stehiometrijas kompleksiem starp tetrapeptida
1 enantiomériem un krauna selektoru (2.9. att., A). Piedevam, novérots ar1 1:3
kompleksesanas stehiometriju raksturojosais signals pie m/z 845 (2.9. att., B),
noradot uz krauna &tera selektora sp&ju gazes faz€ saistities ar visam tris
pieejamajam tetrapeptida 1 struktiiras aminogrupam (2.7. att.). Lidzigas
intensitates visu trTs iepriekSminéto kompleksu veidosanas vérojama ar1 DDDD-1
enantiomé&ram, saistoties ar CR (+) selektoru. Tas varétu liecinat par citadaku
(ne stereospecifisku) saistiSanas mehanismu gazes faze, ierobezojot §1s metodes
priekSrocibas hiralas atpaziSanas mehanismu pétijumos. Neskatoties uz to,
lietojot ESI-HRMS demonstréta nekovalentu kompleksu veidoSanas starp
tetrapeptida 1 enantiom@riem un krauna selektoriem un iegtts vertigs ieskats
kompleksesanas stehiometrija.

33



LLLL-1 + CR (#) (1:5) {A [1+CR+2HP*

626.8265
[CR+Na]* 1100 627.3311 1: TOF MS ES+
663.3008 : [1+2CR+3HP* A
100+ : Po® 627.8292 631.9815
] 628.3364 631.6470 632.3157 :
[pos.2947 Sm ek oh e o em en el
B [1+3CR+3H]**
1 [CR+HI* ) 845.4084
= 100 8457418 HTOFMSES:
{641.2980 565 2813 & 8450716 | g45.0711
| 846.401
i 666.2846 B 98 844 a5 s ear  ea”
0 ‘\""'l’ull'_ﬂk“'w""\"“|"‘:1_|JEH*|""\""\""|""\*H-w-w"*w'm m/z
600 700 800 900 1000 1100 1200
pDDD-1 + CR (+) (1:5) A
5100‘, °28 8212627 3347 1: TOF MS ES+
' 1 1.60e7
663.3187 -
100 i ] ]
564.3007 T il gggf'mo 631.6484° | 9?%%2,3170
’ G e e s s 6N eR. 83 6.
] B
< 100, 8 s 7375 1: TOF MS ES+
° 665.2839 ] 1.7266
1 \e 845.0660 846.0692
1 641.2975 B 846.4016
1 N | 846.4389
| A 966-2863 B 843 844 845 846 847 848
0- i m/z

600 700 800 “ 900 1000 1100 1200

2.9. att. Dalgjs tetrapeptida 1 komplekséSanas ESI-TOF masspektrs: LLLL-1 saistoties
ar CR (+) hiralo selektoru (pieckar$a parakuma; attélots augsa); DDDD-1 saistoties ar
CR (+) hiralo selektoru (pieckarsa parakuma; attélots apaksa). Signali, kas atbilst 1:1 un
1:2 attiecibas kompleksiem attéloti izgriezumos (A); Masas signali kas atbilst 1:3
attiecibas kompleksiem attéloti izgriezumos (B).

2.4.3. Kodolu magnetiskas rezonanses spektroskopijas pielietojums
tetrapeptida 1 — krauna selektora kompleksu pieradiSana

Lai labak saprastu krauna &teru selektoru saistiSanos ar tetrapeptida 1
LLLL un DDDD-enantiomériem, veikti virkne pé€tijumu ar 1D un 2D NMR
metodém (eksperimentos izmantotie instrumenti un paraugu pagatavosana
aprakstita V Pielikuma 2.7. nodala). Lai nodroSinatu lidzigu vidi kada ta ir
hromatografiskaja kolonna (2.4.1. nodala) ampula tika sajaukts tetrapeptida 1
pseidoracemats ta brivas bazes forma (identifikacijas noliikos LLLL:DDDD = 2:1)
ar katru no krauna &tera selektoriem CR (+) un (-) divkarsa parakuma MeOH-d.,
kas satur HC104 50 mM daudzuma (2.10. att.). Eksperimentali tika noskaidrots,
ka krauna selektora pievienoSana lielaka parakuma, neatspogulojas biitiskas
noveroto kimisko nobizu izmainas.
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Tetrapeptida 1 'H-NMR signali (apziméti saskana ar 2.10. att€la redzamo
numeracijas shému) tika identificéti, kombingjot 'H-'H korelaciju
spektroskopijas (COSY), 'H-'3C heteronukledras viena kvanta korelacijas
(HSQC) un heteronuklearas daudzkar$o saisu korelacijas (HMBC) metodes.
Diastereoméru kompleksu veidosanos apstiprina tetrapeptida 1 pseidoracemata
protonu signalu $kel$anas krauna &tera selektoru klatbiitng, kas paradita 'H-NMR
spektra 2.10. att. Spektra parklajusies signali tika identific€ti, izmantojot totalas
korelacijas spektroskopijas (TOCSY) metodi.
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2.10. att. '"H-NMR (400 MHz) spektri: nesaistitam 5mM tetrapeptida 1
pseidoracematam (Rac-1; LLLL:DDDD = 2:1; attélots apaksa); 5 mM tetrapeptida 1
pseidoracematam 10 mM CR (+) (pa vidu) un 10mM CR (-) selektoru (augsa) klatbiitng.
Visi spektri uznemti metanola-dys, kas satur 50 mM HCIOas. Signalu SkelSanas Tyr
aromatiskajos protonos izcelta izgriezuma (A); Signalu skelSanas Phe un Tyr atlikumu a-
protonos izcelta izgriezuma (B); Signalu kimiskas nobides Tyr atlikuma p-protonos
izcelta izgriezuma (C).

Noverots, ka saistoties ar CR (+) selektoru, LLLL-1 protoni NMR spektra
nobidas izteiktak, attieciba pret nesaistitu tetrapeptidu 1, salidzinot ar ta DDDD-
enantioméru. Savukart, pretgja uzvediba noveérota pseidoracematam, saistoties ar
CR (-) selektoru, kur, attiecigi specigak nobidas DDDD-1 signali. Piedevam no
abiem uzpemtajiem spektriem redzams (2.10. att.), ka tie sava starpa ir
spogulatteli, apstiprinot, ka LLLL-1 saistoties ar CR (+), un DDDD-1 ar CR ()
selektoru (attiecigi ari LLLL-1 saistoties ar CR(-) un DDDD-1 ar CR (+)
selektoru) paklaujas identiskiem kompleksé$anas mehanismiem. Tadg] talakaja
hiralas atpaziSanas mehanisma diskusija apskatita tikai CR (+) selektora
kompleksesanas ar tetrapeptida 1 LLLL un DDDD-enantiomeriem.

Izteikta nobidiSanas stiprakos laukos NMR spektros tika noverota
tetrapeptida 1 Lys atlikuma H42 protona signalam. Sada veida uzvediba norada
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uz starpmolekularu mijiedarbibu, visticamak H-saiSu veidoSanos starp
tetrapeptidu 1 un krauna &tera selektoru. So piengmumu apstiprina ieprieks veikti
petijumi [79], kur, saistoties aminoskabém kompleksa ar CR (+) selektoru caur
H-saiteém, noverots lidzigs ekran€Sanas efekts. Tomér, nemot véra gandriz
identiskas kimisko nobiZu izmainu vértibas starp kompleksiem, ko ar CR (+)
selektoru veido LLLL-1 un DDDD-1, var pienemt, ka abi enantioméri ir paklauti
lidzigam (ne-enantioselektivam) komplekséSanas mehanismam, Lys &-NH;3"
grupai saistoties ar skabekla atomiem krauna &tera cikla.

Bitiskas atSkiribas (2.10. att., C) protonu kimiskajas nobideés tika
noverotas LLLL-1 Tyr atlikuma fS-protonos H5’’ un H5’, kuri, Iidzigi ka Lys
atlikuma protoni, nobidijas stipraka lauka, ka ari Tyr a-protonam H4
(2.10. att., B) un aromatiskajiem protoniem H7 un H12 (2.10. att., A). Taja pat
laika Sie Tyr atlikuma protonu signali praktiski nenobidas, ar CR (+) selektoru
saistoties DDDD-1. Balstoties uz Siem noverojumiem, var secinat, ka papildus ne-
enantioselektivai tidenraza saites veidoSanai starp tetrapeptida 1 Lys NH3* grupu
un CR (+) selektoru, notiek arT sekundara saistiSanas ar starp LLLL-1 tirozina
atlikuma a-NH3" grupu un vél vienu CR (+) selektora molekulu (attiecigi DDDD-
1 ar vél vienu CR (-) molekulu), kas varétu atbildet par tetrapeptida 1 hiralo
atpaziSanu. Sads pienémums biitu saskana gan ar tetrapeptida 1 hiralas sadales
(2.1. nodalas) rezultatiem, gan struktiiras analogu la —1g hromatografiskas
uzvedibas analizi 2.4.1. nodala.

Atskirtba no iepriek§ apskatitajam Udenraza saistiSanas izraisitajam
protonu kimiskajam nobideém stiprakos laukos, CR (+) klatbiitng tetrapeptida 1
LLLL-enantioméra Phe a-protonam H27 (2.10. att., B), f-protoniem H28’’, H28’
un aromatiskajiem protoniem H30, H31, H33, H34 nov&rota vaja dezekranizacija
(signalu nobidisanas vajakos laukos). Balstoties uz kimisko nobizu izmainu
atskirigo raksturu, var pienemt, ka Saja gadijuma tiek noverotas cita veida
starpmolekularas mijiedarbibas, iesp&jams, starp Phe atlikuma z-sisttmu un
CR (+) selektora aromatiskajiem aizvietotajiem.

Kopuma, tetrapeptida 1 un ta struktiiras analogu 1a — 1g hromatografiskas
uzvedibas analize uz CR-I (+) un (-) CSP norada uz to, ka LLLL/DDDD-1
enantiosadale varétu biit iesp&ama, pateicoties iev@rojamam atSkirtbam
enantioméru saistiSanas mehanismos. No hromatografijas skata punkta, specigak
aiztur€tajam tetrapeptida 1 enantiom@ram [LLLL-1- CR-I(+)] un [DDDD-
1- CR-I ()], NH3" grupas Tyr un Lys atlikumos vienlaicigi var saistities ar
divam krauna &tera selektora molekulam uz CSP virsmas, kamér vajak
aiztur€tajam tetrapeptida 1 enantioméram [DDDD-1- CR-I(+)] un [LLLL-
1 - CR-I (-)], par saistiSanos ar krauna &tera selektoru (un lidz ar to arf aizturi)
atbildiga ir tikai NH3" grupa Lys atlikuma.
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SECINAJUMI

Izpetits komerciali pieejamu krauna &teru stacionaru fazu pielietojums 1so
peptidu enantiosadalé par modelvielu izmantojot Tyr-Arg-Phe-Lys-NH»
(sintezeti visi 16 stereoizomeri). Labaka enantioselektivitate ir noverota uz
CROWNPAK CR-I (+) fazes: visi astoni tetrapeptida enantiomeéru pari tika
sadaliti ar ACN bagatu mobilo fazi.

Desmit jaunsintezetiem Tyr-Arg-Phe-Lys-NH, struktiiras analogiem (pie N-
gala vai Phe pozicija ievaditas dazadas aminoskabes) izpétita
hromatografiska uzvediba uz CR-I fazém. Noskaidrots, ka modific€Sanai
Phe pozicija ir mazaka ietekme uz enantioselektivitati ka pie N-gala un
enantiosadale liela méra ir atkariga no st€riskiem efektiem, ko izraisa a-
oglekla sank&zu lielums pie N-gala, nevis ievaditas aminoskabes daba.
Sintez&ti 7 savienojumi ar mérki sistematiski izslégt ar hiralo sorbentu
mijiedarboties spg&jigas tetrapeptida aminogrupas, tas aizvietojot ar OH
grupam (vai izsleédzot tas pavisam) un pétita to hromatografiska uzvediba uz
CR-I (+) un (-) fazem, kas satur pretgjas hiralitates selektorus. Secinats, ka:

a. Guanidma fragments Arg nesaistas ar krauna &tera selektoriem;

b. Pirmgja e-aminogrupai Lys atlikuma spgj piedalities "N—H-O tdenraza
saiSu veidoSana ar krauna &tera selektoru, bet §1 saistiSanas nav
enantioselektiva;

c. lespgjams, ka tiesi a-aminogrupa Tyr fragmenta ir nozimiga hiralaja
atpaziSana.

Ar HRMS metodi noskaidrots, ka Tyr-Arg-Phe-Lys-NH, LLLL un DDDD-
enantiomeri ar krauna &tera selektoriem vienlaicigi spgj saistities gan 1:1,
1:2, gan 1:3 stehiometrijas kompleksos.

Ar NMR metodém pé&tot LLLL un DDDD-enantiomé&ru komplekséSanos ar
krauna &teru selektoriem secinats, ka viena no tetrapeptida enantioméram,
NH;" grupas Tyr un Lys atlikumos vienlaicigi var saistities ar divam krauna
€tera selektora molekulam uz sorbenta virsmas, kameér otram enantioméram
par saistiSanos ar krauna &tera selektoru atbildiga ir tikai NH3" grupa Lys
atlikuma kas nav pretruna ar HPLC datiem.
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