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1. BEVEZETÉS

A modern peptidkémia metodikai fegyvertárában előkelő helyet 
foglal el a kromatográfia. Tudomány történetének sok állomása fűző
dik aminosavak és peptidek vizsgálatához (1948: aminosavak papír- 
kromatográfiája, 1951-4: aminosavak ioncserés kromatográfiája, 
1958: automatizált aminosavanalízis stb.). Nem meglepő, hogy a 
folyadékkromatográfia fejlődése serkentőleg hatott a peptidkémia 
analitikai, izolálási és tisztítási feladatainak megoldására is: "új elvá
lasztási és vizsgálati módszerek felismerése gyakran váltja ki egy 
vagy több tudományág rohamos fejlődését. Fokozott mértékben ér
vényes ez a kromatográfiára, mely a természetes anyagok szerves 
kémiájának egészen új és járatlan útjait nyitotta meg" [Vámos, 
1959], "A fehérjekémiában a nagy előrelépést a kromatográfiás tech
nikák hozták" [Túrba, 1954], Azt is mondhatjuk, hogy a peptid
kémia töretlen fejlődése ma már elképzelhetetlen modern folyadék
kromatográfia nélkül; elég csak a szilárdfázisú peptidszintézis és a 
preparatív RP-HPLC elválaszthatatlan együvé tartozására gondol
nunk. Ugyanakkor azt sem szabad elhallgatni, hogy a modern folya
dékkromatográfia fejlődésének kezdetét az jelentette, amikor az ami
nosavak ioncserés elválasztásainak fejlesztése során HAMILTON már 
1960-ban javasolta az oszloptöltetek részecskeméretének csökkenté
sét [1]. Ennek ellenére csak jóval később, 1969 körül vezetett a kro
matográfiás elmélet és gyakorlat szintézise a nagyhatékonyságú fo
lyadékkromatográfia (= HPLC) megvalósításához és széles körű 
bevezetéséhez.

1978-ban jelent meg az e területen alapvető jelentőségűnek szá
mító L.R. SNYDER, J.J. Kirkland: Introduction to Modern Liquid 
Chromatography [1974, John Wiley et Sons, Inc.] c. könyv magyar 
nyelvű kiadása [Vígh Gy.-Veszprémi Vegyipari Egyetem, fordításá
ban) "Bevezetés az intenzív folyadékkromatográfiába" címmel [Mű
szaki Könyvkiadó, Budapest, 1979]. Már a cím fordítása is mutatja, 
hogy a szakmai szótárt illetően nem egyértelmű a helyzet: intenzív, 
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modern, nagynyomású, nagysebességű folyadékkromatográfia kifeje
zések használatával lehet találkozni, azonban egyik sem fejezi ki 
tökéletesen a lényeget. Az angol nyelvű szakirodalom is több kifeje
zést használ a HPLC címszó alatt: High Speed, High Pressure, High 
Efficiency, High Resolution, High Performance Liquid Chromato
graphy. Ez utóbbi emeli ki igazán a módszer lényegét. Magyar meg
felelőjénél, a "nagyhatékonyságú folyadékkromatográfia" elnevezés
ben egyezett meg a hazai szakembergárda is. Szepesy László mű
egyetemi jegyzetének címe: "Nagyhatékonyságú folyadékkroma
tográfia elmélete és gyakorlata" [Budapest, 1983], vagy Szepesi 
Gábor kitűnő összefoglalójának címe: "Nagy hatékonyságú folyadék
kromatográfia (HPLC) és gyógyszeranalitikai alkalmazása" [A 
Gyógyszerészeti Tudomány Aktuális Kérdései, 1987, 1. szám], A 
lényeg nem a nagy nyomáson van (ez egy feltétel, ill. következ
mény), hanem az elválasztás hatékonyságán. A peptidkémikusok 
hamar felvették metodikai eszköztárukba az új módszert. Bár 
Rzeszotarski és Mauger [2] már 1973-ban HPLC-vel választotta 
szét az aktinomicint 3 komponensre, először TSUJI [3,4] bacitracin- 
nal végzett vizsgálatai irányították igazán a figyelmet a HPLC pep- 
tidkémiai alkalmazhatóságára. A kereskedelemben hozzáférhető ba- 
citracin, melyet a Bacillus licheniformis törzs termel, több kompo
nens keveréke. Már ellenáramú megoszlással és ioncserével 7 kom
ponensre szeparálták (Lábra, II). TSUJI 1974-ben HPLC segítségével 
(Bondapak Cl8/Corasil oszlopon) 22 komponenst mutatott ki benne 
(1. ábra, I), ha a csúcsfelbontások nem is voltak a legjobbak [3]. 
Rövidesen az az elválasztást is tökéletesítette lineáris acetonitril gra
diens alkalmazásával (metanol-vizes foszfát puffer eluens rendszer
ben) [4],

E nagyon demonstratív eredmények hatására indult meg a HPLC 
alkalmazása többek között az ELTE Szerves Kémiai Tanszékén, a 
MTA Peptidkémiai Kutatócsoportjában és a SZOTE Orvosi Vegyta
ni Intézetében is. A HPLC rohamos peptidkémiai térhódítására utal 
az a tény is, hogy az 1974-es izraeli peptidszimpóziumon már "ke
rékasztal megbeszélést" tartottak a világ vezető peptidkémikusai a 
HPLC-ről [7]. Terjedését jól dokumentálja, hogy 1980-ig már több 
mint 450 cikk jelent meg peptidek HPLC-jéről, melyekben kb. 3000 
peptid és aminosavszármazék nagyfelbontású kromatogramját közöl
ték. A számok exponenciálisan növekedtek tovább, s a J. Liquid 
Chromatographynak már a 3. évfolyama (1980) egy különszámot 
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biztosított a peptid HPLC-vel foglalkozó publikációk számára. Ma 
már óriási adatgyűjtemény segíti a kromatográfus munkáját peptidek 
HPLC-s vizsgálatával kapcsolatos problémáinak megoldásában.

1. ábra. Bacitracin-kromatogramok [3, 5]
I. HPLC Oszlop: Bondapak C18/Corasil, 1000 x 21 mm 

Eluens: A: 0,02 M K-foszfát puffer (pH 4,5)— 
MeOH 20:1 (v/v)

B: MeOH-CH,CN-0,02 M K-foszfát puffer 
(pH 4,5) 40:20:40

Gradiens: konvex
Sebesség: 0,90 ml/perc
Detektálás: UV, 254 nm

II. Összehasonlító ioncserés kromatogram
készült: karboximetilcellulóz (CMC) oszlopon
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2. ábra. Bacitracin-kromatogram 1990-ből [6]

Oszlop: Nucleosil Cl8-5 pm, 150 x 4,6 mm
Eluens: 0,05 M KH2PO4-(MeOH-CH3CN 1:1) 51:49 (v/v)
Sebesség: 1,4 ml/perc
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2. RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE

Acm 
AcOH 
ACTH 
Adpoc 
APS 
AU 
Boc 
Bőm 
Bzl 
C|8 
C8 
CBQA 
CCK 
CDNFB 
CM- 
CPS 
CRF

acetamidometil
ecetsav
adrenokortikotróp hormon
1 -(1 -adamantil)-1 -metiloxi-karbonil
aminopropil-szilika
abszorbancia egység
terc-butoxikarbonil
benzil-oxi-metil
benzil
oktadecil
oktil
3(4-karboxi-benzil)-2-kinolinkarboxaldehid 
kolecisztokinin
2-karboxi-4,6-dinitro-fluor-benzol
karboximetil
cianopropil-szilika
corticotropin releasing hormoné,

CZE 
D 
Dbs- 
DCC 
DEPC 
DMF 
DNP- 
Dns- 
DNTP 
dp 
DPPA 
DSIP 
EC

kortikotropin felszabadító hormon 
kapilláris zóna elektroforézis 
Dalion
dabszil (dimetil-amino-azo-benzol-szulfonil) 
NN-diciklohexil-karbodiimid 
dietil-foszforocianidat 
dimetilformamid 
dinitro-fenil
danszil
3,6-dinitro-ftálsavanhidrid 
szemcseméret (átmérő, pm) 
difenil-foszforil-azid 
delta sleep inducing peptide 
elektrokémiai detektor
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EEDQ 
FAB

FD
FMDV
Fmoc
FPLC

FQCA
GC
HETP

HFBA
HIC

HILIC

HOBt
HONSu/NHS
HP
HP-AC

HP-GPC

HP-IEC

HPLC

LLD
LH-RH

MA
MDPF
MeCN
MeOH
MPLC 
Ms

2-etoxi-l-etoxikarbonil-l,2-dihidrokinolin
fást atom bombardment, gyors atomokkal történő 
bombázás
field-desorption
száj- és körömfájás vírus 
fluorenil-metil-oxi-karbonil
fást peptide, protein and polynucleotide liquid chro- 
matography, gyors peptid, fehérje és polinukleotid 
folyadékkromatográfia
3-(2-furoil)kinolin-2-karbaldehid 
gázkromatográfia
"height equivalent of theoretical plate",
"egy elméleti tányérnak megfelelő oszlopmagasság" 
heptafluorvajsav
hydrophobic interaction chromatography, 
hidrofób kölcsönhatás kromatográfia 
hydrophylic interaction chromatography, 
hidrofil kölcsönhatás kromatográfia 
1 -hidroxi-benztriazol
N-hidroxi-szukcinimid
high performance, nagy hatékonyságú 
high performance affinity chromatography, 
nagyhatékonyságú affinitáskromatográfia 
high performance gél permeation chromatography, 
nagyhatékonyságú gélkromatográfia
high performance ion-exchange chromatography, 
nagyhatékonyságú ioncserés kromatográfia 
high-pressure (high performance) liquid 
chromatography, 
nagyhatékonyságú folyadékkromatográfia 
legkisebb detektálható mennyiség 
luteinizing hormone-releasing hormoné, 
luteinizáló hormon-felszabadító hormon 
vegyes anhidrid (mixed anhydride) 
2-metoxi-2,4-difenil-3(2H)furanon 
acetonitril 
metil-alkohol 
középnyomású folyadékkromatográfia 
móltömeg
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MS

MSH 
Mtr- 
NBD- 
NMM 
NMR

NPC 
Nps- 
OBu' 
OBzl 
ODP 
ODS 
OPA 
OPh 
OT 
PAGE 
PFPA 
PITC 
Pmc- 
PPh, 
PTH 
QSRR

QSAR

Rí
RIA 
RIU 
RP 
RP-IPC

RPC 
SDS 
SPPS

TEA 
TEAA 
TEAF

mass spectrometry, tömegspektrométer, 
tömegspektrometria
melanocita stimuláló hormon
4-metoxi-2,3,6-trimetil-benzolszulfonil- 
nitro-benzol-diazol
A-metil-morfolin
nuclear magnetic resonance spectroscopy, 
magmágneses rezonanciaspektroszkópia 
normál fázisú kromatográfia 
nitro-szulfenil
íerc-butilészter
benzilészter 
oktadecil-polimer 
oktadecil-szilika 
o-ftál(di)aldehid 
fenilészter 
oxitocin
poliakrilamid gélelektroforézis 
pentafluor-propionsav 
fenil-izotiocianát
pentametil-kromán szulfonil 
trifenil-foszfin
fenil-tiohidantoin
quantitative structure-retention relationship, 
kvantitatív szerkezet-retenció összefüggés 
quantitative structure-activity relationship, 
kvantitatív szerkezet-aktivitás összefüggés 
törésmutató index
radioimmunoassay 
törésmutató index egység 
reversed-phase (fordított fázisú) 
reversed-phase ion-pair chromatography, 
fordított fázisú ionpár kromatográfia 
fordított fázisú kromatográfia 
nátrium-dodecil-szulfát
solid phase peptide synthesis, 
szilárdfázisú peptidszintézis 
trietil-amin
trietil-amin-acetát 
trietil-amin-formiát
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TEAP
TFA
THF
TLC

trietil-amin-foszfát 
trifluor-ecetsav 
tetrahidrofurán
thin layer chromatography, 
vékonyréteg-kromatográfia

TNP 
Tos 
TRH

trinitro-benzolszulfonsav
tozil-
thyrotropin releasing hormoné, 
tirotropin felszabadító hormon

UV
VP
VRK
WRK
Z

ultraibolya hullámhossztartomány 
vazopresszin
vékonyréteg-kromatográfia
Woodward-reagens 
benzil-oxi-karbonil-
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3. GLOSSZÁRIUM

A HPLC-s gyakorlatban használt fontosabb fogalmak:

alapvonal: a detektor jele, amikor minta nem, csak eluens áramlik 
át a cellán

alapvonal-elválasztás: nincs átfedés a csúcsok között 
alapvonal-sodródás (drift): gradiens kromatográfia során gyakran 

fellépő alapvonal-vándorlás, mely eluensek eltérő abszorpciós 
tulajdonságaival, ill. az eluensekben előforduló szennyezésekkel 
magyarázható

aszimmetria: a kromatográfiás csúcs jellemző adata, mely a csúcs 
középvonalától (10% csúcsmagasságnál) a csúcs leszálló szárá
ig, ill. a felszálló száráig mért távolságok aránya. Ha értéke >1, 
a csúcsnak "farka" van ("tailing"), ha <1, a felszálló ág húzódik 
el ("leading")

átfolyási sebesség: a mozgófázis áramlási sebessége a 
kromatográfiás oszlopban (ml/perc)

biokompatibilis HPLC rendszer: a HPLC oszlop, ill. készülék 
folyadékkal érintkező részei olyan anyagból készültek (Ti, kerá
mia), melyek egyrészt oldhatatlanok (biológiai minták, pl. 
fehérjék tisztításakor fémionok nem fogják szennyezni a termé
ket), másrészt rajtuk irreverzíbilis adszorpció nem történik 

borítottság: a kémiailag kötött állófázis mennyiségére utaló adat;
pmol/m2-ben vagy a szén százalékában fejezik ki

csúcselhúzódás (tailing): a normál Gauss-görbétől való csúcsalak 
eltérés

csúcskapacitás: a kromatográfia során az elválasztható 
komponensek száma

csúcsmagasság: csúcsmaximum és az alapvonal közötti távolság 
csúcsszélesség (w): az alapvonalon mért csúcsszélesség 
ellenion: ioncserés kromatográfiában a mintát az ioncserélő kötő

helyeiről leszorító ion. lonpár kromatográfiában az eluenshez 
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adott, a mintával ellentétes töltésű, azzal semleges terméket adó 
ion

elméleti tányérekvivalens (H, HETP): egy elméleti tányérnak 
megfelelő kolonnahossz, mely az oszlophossznak és az elméleti 
tányérszámnak (TV) a hányadosa

elméleti tányérszám (IV): az elválasztás hatékonysága, a kromato
gráfiás oszlopok jellemző adata:

2 2
N = 16 p-) = 5,54 (-M

eluens: a mozgófázis, amivel az elválasztást végezzük
"end capping": fordított fázisú töltetek nemkívánatos szilanolcso- 

portjainak megszüntetése pl. trimetil-klórszilánnal történő 
szililezéssel

felbontás (Rs): két csúcs relatív elválasztásának mértéke (a teljes 
csúcsalakot figyelembe veszi):

r = 2 ^r.^) R 1 (a- 1) k'

,, k't + k'2 ahol k = —<——- 
2

félértékszélesség (o1/2): a kromatográfiás csúcs szélessége 50%-os 
csúcsmagasságnál

fordított fázis ("reversed phase", RP): apolárossá tett állófázis; 
kötött fázisú töltet: az állófázis felületéhez kémiai kötéssel, 
tehát stabilan rögzítünk felületi tulajdonságot megszabó anyagot

gradiens elúció: az elválasztás idejét csökkentő kromatográfiás 
technika, melynek során a mozgófázis összetételét az eluálóké- 
pesség fokozása érdekében változtatjuk. A gradiens lehet folya
matos (lineáris, konvex, konkáv) és lépcsős

hidrofil: poláris csoportokat tartalmazó "vizet kedvelő" molekulák 
vagy állófázisok

hidrofób: általában apoláris molekulákat (pl. szénhidrogén) tartal
mazó "víztaszító" anyagok, ill. állófázisok
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holttérfogat: az oszlopon belüli oldószertérfogat, valamint a kro
matográfiás rendszer (injektor, detektor, összekötő kapillárisok 
és csatlakozók) térfogatának összege

ionpár kromatográfia: az ioncsere változata. A töltéssel bíró 
mintakomponenst pozitív vagy negatív elleniont tartalmazó 
oldószerrel semleges formában eluáljuk

ion visszaszorítás: puffer segítségével az eluens pH-ját olyan érté
ken tartjuk, hogy a komponensek ne ionos formában legyenek 
jelen

irreguláris töltet: olyan oszloptöltet, melyben a szemcsék szabály
talan alakúak

izokratikus elúció: a kromatográfiás művelet során az eluens 
összetétele és sebessége állandó

kapacitás: az a mintamennyiség, mely túlterhelés nélkül az oszlop 
ra vihető

kromatogram: a kromatográfia során rögzített detektor jel

3. ábra. Egy teoretikus kromatogram és jellemző paraméterei 
to az oldószer retenciós ideje 
tR1 peptid1 retenciós ideje 
tR2 peptid2 retenciós ideje

kapacitás faktor (k'): egy komponens eluálásához szükséges térfo
gat (VR) mértéke az oszlop saját eluens térfogatában (Vo) vagy 
retenciós időkkel kifejezve
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'= . vagy k'=^-^-
Vo 'o

lineáris sebesség: az oldószerfront terjedési sebessége (cm/perc)
megoszlási hányados (Kd): a komponens álló- és mozgófázisbeli 

koncentrációjának hányadosa
multidimenzionális kromatográfia: több különböző HPLC osz

lop vagy kromatográfiás technika egymás utáni alkalmazása 
jobb szeparáció elérése érdekében (pl. IEC, majd RP-HPLC)

normál fázis: poláros állófázis, pl. módosítatlan szilika vagy 
kémiailag kötött poláros csoportokat (amino, ciano, hidroxil) 
tartalmazó töltet

oszlop ellenállása (back pressure): a kromatográfia során az osz
lop tetején mért nyomás

pellikuláris töltet: olyan oszloptöltet, melyben egy szilárd magot 
vékony porózus réteg vesz körül

polimer töltet: szférikus, polisztirol-divinil-benzol, poliakrilamid, 
polimetakrilát, poli(etilén-oxid) vagy poliszacharid alapú tölte
tek

porózus töltet: a kromatográfiás töltet szemcséinek belseje is 
átjárható az eluens részére

recirkulálás: részlegesen vagy el nem választott komponensek is
mételt visszajuttatása az oszlopra

redukált tányérmagasság (h): az oszlop hatásosságának mértéke: 
h = H/dp

részecske átmérő (dp): oszloptöltetek átlagos szemcsenagysága
retenciós idő (tRY az injektálástól a csúcsmaximum megjelenéséig 

eltelt idő, t0: oldószer v. inért anyag retenciós ideje
retenciós térfogat (VRy. az injektálástól a csúcsmaximum 

megjelenéséig átáramlott eluenstérfogat, V„: töltött oszlop belső, 
saját (eluens) térfogata

szelektivitás (a): két egymást követő csúcs elválasztásának mérté
ke adott álló és mozgófázis esetén:

a= ^2- *0 _ *2
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szerves módosító: vízzel jól elegyedő szerves oldószer, mely RP- 
HPLC-ben befolyásolja az elválasztást

szférikus töltet: gömb alakú töltet
szilanolcsoport: szilikagél felszínén lévő Si-OH csoportok;

ioncserélő hatásuk miatt befolyásolják a fordított fázisú kroma- 
tográfiát

"vak" futtatás: kromatográfiás futtatás minta injektálása nélkül, 
csak eluens v. oldószer beadásával

visszanyerés (recovery): az oszlopról visszanyert, és az oszlopra 
injektált anyagmennyiség hányadosa (%-ban kifejezve)
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4. KROMATOGRÁFIÁS MÓDSZEREK A PEPTID- 
KÉMIÁBAN

4.1. BEVEZETÉS

A modern kromatográfiás eljárások lehetővé teszik a minták egy
máshoz nagyon hasonló viselkedésű alkotórészeinek elválasztását. 
Valamennyi kromatográfiás módszer megegyezik abban, hogy az 
eljárás folyamán az elválasztandó komponensek két, egymással 
érintkező fázis között oszlanak meg. Az alkotórészek eltérő fizikai
kémiai tulajdonságainak következtében a minta összetevői különbö
zőképpen oszlanak meg az álló és mozgófázis között. Megoszlásuk 
arányától függően az egyes komponensek eltérő sebességgel vándo
rolnak a mozgófázissal. A kialakuló egyensúlyra — az adott rend
szerre érvényes mechanizmusnak (adszorpció, megoszlás, ioncsere, 
stb.) megfelelően — a minta és a fázisok dinamikus kölcsönhatása 
jellemző, melyet a következő módon szemléltethetünk:

A kromatográfiás módszerek összehasonlítására vonatkozó adato
kat az 1. táblázat tartalmazza.

Aminosavak, peptidek és fehérjék folyadékkromatográfiás analí
zisére a kutatók a folyadékkromatográfia majd minden változatát 
kipróbálták, s kifejlesztették a megfelelő nagyhatékonyságú (high 
performance, "HP") változatot is:
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HPLC

HP-LL 
megoszlásos 

kromatográfia

HP-IE 
ioncserés 

kromatográfia

HP-GPC 
gél- 

kromatográfia

HP-LS 
abszorpciós 
kromatográfia

HP-AC 
affinitás 

kromatográfia

1. táblázat

Kromatográfiás módszerek összehasonlítása

Kromatográfia Állófázis részecskeméret 
(pm)

Elméleti tányérszám 
W

VRK( TLC) 5-50 100-500
LC 60-200 100
GC 2-400 2-50000
HPLC 3-10 5-20000

2. táblázat
A klasszikus oszlopkromatográfia és a HPLC összehasonlítása

Paraméter Klasszikus LC HPLC

oszlophossz (L) cm 25-150 5-30
oszlop belső átmérő (mm) 10-50 3-5
részecskeméret (pm) 20-300 3-10
sebesség (cm/s) 0,01 0,3-3,0
nyomás (bar) 1-2 10-300
mintatérfogat (pl) 100-5000 5-100
elválasztási idő órák, napok 5-40 perc
elméleti tányérszám (IV) 100 5000-20000
felbontás kicsi nagy
csúcskapacitás kicsi nagy
detektálás frakciónként átáramlásban
automatizálhatóság részben teljes
azonosítás belső standard retenciós adatok

UV, ÍR, MS, NMR, TLC szelektív detektorok
lasssú, "nem hatékony" modem, "hatékony"
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A peptideket felépítő aminosavak tulajdonságainak sokfélesége 
miatt a peptidek különféle méretűek, töltésűek, hidrofobicitásúak és 
polaritásúak lehetnek. Minden egyes peptid komplex mintának te
kinthető, melynek kromatográfiás viselkedése sokféle kölcsönhatás 
eredőjeként jelenik meg.

H,N—CH — CONH---- 1---- CONH----- ,---- CONH —>-----CO-
3 I

R1 Cn Poláros Ph
csoport

■■■• NH —t— CONH —r— CONH--- 1-----COO~

© © R2

A peptidek aminosavösszetétele, szekvenciája (aminosavsorrend- 
je), töltése, molekulamérete (nagysága) és konfigurációja alapjaiban 
határozza meg a kromatográfiás tulajdonságokat, ami viszont meg
szabja, hogy milyen kromatográfiás technikák használhatók fel vizs
gálatukra.

Egy komplex peptidkeverék teljes szétválasztására, izolált vagy 
szintetizált peptidek tisztaságának eldöntésére ortogonális kromato
gráfiás módszereket célszerű alkalmazni. Ortogonalitás alatt a külön
böző kromatográfiás módszereknek azt a sajátságát értjük, ha 
független fizikai paraméterek (töltés, méret, hidrofobicitás stb.) alap
ján rezolválnak (4. ábra). Ez azt jelenti, hogy egy peptid tiszta
ságának fokmérője az, ha a különböző kromatográfiás eljárásokkal 
(gélszűrés, fordított fázisú és ioncserés kromatográfia) vizsgálva is 
homogénnek mutatkozik [854]. A 4. ábra a három általánosan hasz
nált peptidtisztítási lehetőséget jelzi. Más szempontból nézve a lehe
tőségeket, egy komplex peptidkeverék teljes szétválasztására a "ve
gyes" módszer adja a legtöbb esélyt.

Szabad peptidek kromatográfiás elválasztására eddig a klasszikus 
hagyományoknak megfelelően ioncserés kromatográfiát vagy gyenge 
ioncserélő rendszereket (pl. CMC-cellulóz), egészen kis peptidekre 
az aminosavanalizátorokat, sótlanításukra gélkromatográfiát hasz
náltak, míg védett peptideket szilikagél adszorpciós és megoszlási 
kromatográfiával tisztítottak. Egészen a 70-es évekig egy Sephadex- 
gélszűrés, majd az ezt követő ioncserés kromatográfia volt a leg
használatosabb módszer peptidek preparatív izolálására. Ma már a 
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fordított fázisú HPLC a leggyakrabban alkalmazott kromatográfiás 
eljárás peptidkeverékek elválasztására, sőt általánosan bármilyen 
keverék analitikai HPLC-jének 60-80%-át ezzel a technikával vég
zik.

kromatográfia

fordított fázisú 
kromatográfia

4. ábra. Peptidkromatográfiában jelentkező ortogonalitás ábrázolása [854] 

(•- hipotetikus peptid jellemző fizikai állandókkal. A kocka élei olyan 
peptidsorozatokat jelentenek, melyeknél a háromból két fizikai állandó 

azonos)

4.2. ADSZORPCIÓS KROMATOGRÁFIA

A peptidszintézis N-, C- és oldalláncvédett köztitermékeinek, a 
hidrofób aminosavakból álló és hidrofób védőcsoportokat tartalmazó 
peptidek, valamint védett oligopeptid homológ sorok, hidrofób poli- 
peptidek, hidrofób vírusprotein fragmensek analízisére és tisztítására 
a normál fázisú kromatográfia szolgál megoldásként. A klasszikus 
folyadék-szilárd "adszorpciós" kromatográfia helyett célszerű a nor
mál fázisú kromatográfia kifejezést használni. A leggyakrabban al
kalmazott szilikagél tölteteken — az alkalmazott mozgófázistól füg
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gően — mind adszorpciós, mind megoszlási folyamatok szerepet 
játszanak a komponensek elválasztásában.

A normál fázisú rendszerek alapját képező mikropartikuláris 
szilika oszlopok (pl. pPorasil) kitűnően beváltak a fenti célokra. Az 
eluensként használatos oldószerek az apoláros kloroformtól vagy 
diklór-metántól kezdve a poláros metanolig és trifluor-etanolig ter
jedhetnek. Pl. a Boc védett metionin heptapeptid-metilészter oldha
tatlan vízben, de metilén-kloridban 1 mg/ml koncentrációjú oldat ké
szíthető már belőle. Az oldékonyság és a mozgékonyság trifluor- 
etanollal jelentős mértékben megnövelhető. Ezt kihasználva, szilika 
oszlopon történő kromatografálás során Naider mozgófázisként 
ciklohexán-izopropanol, ciklohexán-izopropanol-metanol és ciklo- 
hexán-izopropanol-metanol-ecetsav elegyeket használt sikerrel [8]. 
Boc-(Met)n-OMe és oligomerjeinek (melyekben Met van helyette
sítve Gly, Alá, Val, Leu, Lys, Glu vagy Pro egységgel) analízisében. 
Az említett eluensek esetén még jól lehet UV-detektálást alkalmazni 
220 nm-nél (ahol a minták peptidkötése abszorbeál. Megjegyzendő, 
hogy az ecetsav csak 0,2% töménység alatt használható, máskülön
ben igen magas lesz az eluens háttérelnyelése. A használható oldó
szerek sora abban az esetben jelentősen bővíthető, ha differenciál 
refraktométert használunk detektornak, azaz törésmutató (Rí) detek
tálást alkalmazunk (érzékenységcsökkenés [115]). Hara közölt [9] 
biner oldószer rendszereket, melyek benzol, diklór-metán, kloro
form, etil-acetát és acetonból készülnek. Amíg 2-20 pg peptid igen 
intenzív elnyelést mutat UV-ben 220 nm-nél, addig Rí használat 
esetén átlag 250 pg peptid kellett intenzív csúcs eléréséhez. A szili
ka oszlopok nagy felületi aktivitását a víz is csökkenti (moderátor
ként alkalmazható), ezért az egyes oldószerek víztartalma (ppm-ben) 
is jelentősen befolyásolja a retenciós időt.

Gyakori, hogy kevés ecetsav hozzáadásával a csúcsszimmetriát 
javítani lehet. Naider [10] igazolta, hogy Boc-X-Met-OMe, 
Boc-Met-X-OMe, Boc-X-Met-Met-OMe, Boc-Met-X-Met-OMe és 
Boc-Met-X-X-Met-Met-OMe peptidek (ahol X = Gly, Alá, Pro, Val, 
Leu, Met, O-Met, Lys(Z) és Glu(OBzl)) mozgékonysága az X 
hidrofobicitás sorrendjével egyezik, tehát Leu > Val > Met-> Glu- 
(OBzl) > Lys(Z) > Pro > Alá > Gly. Az erősen hidrofób peptidek 
kevésbé retardálódnak az oszlopon (kis Á:'-értéket mutat nak), a Gly 
tartalmúak pedig legjobban (magas £'-érték). Az uretán típusú védő
csoportot tartalmazó vegyületek is erősen retardálódnak. Ez azt jelzi, 
hogy az uretáncsoport NH-ja erős kölcsönhatásba lép a szilikagéllel, 
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ezért sokkal polárosabbnak mutatkozik a Glu(OBzl) tartalmú pepti- 
deknél:

o
- ch2- ch2- ch2-ch2- nh-c-o-ch2

o
ii-ch2-ch2-c-o-ch

Ez egyben azt is jelzi, hogy peptidek mozgékonyságának megha
tározásában az amid NH-k döntő szerepet játszanak.

A HPLC-s rendszer hatékonyságára jellemző, hogy homo-oligo- 
peptid sorozatot, peptid helyzet izomereket és sztereoizomereket is 
el lehet választani a fenti rendszerben (ciklohexán-izopropanol). A 
y-metil-glutamát sorozatban is hasonló eredményekre jutottak [10].

Görög, Herényi és Löw [11] A-védett aminosavak és aktívész
ter származékaik optikai tisztaságának meghatározására Lichrosorb 
Si-60 lOpm szilikagélen hexán/2-propanol eluenssel érte el D vagy 
L-O-(4-nitro-benzil)-tirozin metilészterrel képzett diasztereomer di- 
peptidek elválasztását.

Védett peptidekre (tetradekapeptid nagyságig) Gábriel és 
mtársai preparatív méretben is kitűnően használható HPLC-rendszert 
dolgoztak ki szilikagél oszlopokon [12], melyek A-benzil-oxi-karbo- 
nil (Z), A-2(p-bifenilil)-2-propil-oxi-karbonil (Bpoc), A-íerc-butil- 
oxi-karbonil (Boc), O- és S-íerobuül- (Bul), és S-acetamidometil 
(Acm) védőcsoportokat tartalmazva jelentős oldékonyságot mutattak 
kloroformban, alkoholban (etanol, metanol, izopropanol), ecetsavban 
és ezek keverékében. Az eluenseket az izokratikus és gradiens elvá
lasztásokhoz ezen oldószerekből optimálták és 254 nm-nél még UV- 
detektálást is lehetett alkalmazni. A mintafelvitelre dimetilform- 
amidot használtak.

4.3. MEGOSZLÁSI KROMATOGRÁFIA

WÜNSCH 1974-ben kiadott peptid-bibliája [13] a klasszikusnak 
számító szilika oszlopokon kidolgozott megoszlási technikákat sorol
ja első helyre védett peptidek tisztítási műveleteiben, melyekben 
n-butanol-ecetsav-víz, etil-acetát-piridin-ecetsav-víz, n-butanol-pi- 
ridin-ecetsav-víz, és hangyasav, benzol, kloroform, alkoholok, va
lamint vizes puffer oldatokból álló keverék eluenseket használnak. 
Az előrelépést ezen a területen egyrészt a Sephadex-gélek felhasz
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nálása jelentette, másrészt az a tény, hogy YAMASHIRO — első
sorban szabad peptidekre — részletesen kidolgozta a megoszlási 
kromatográfia elméleti alapjait is [14,15] az aminosav építőelemek 
relatív hidrofobicitása alapján. Sephadex G25, G50, Biogel A és 
agaróz oszlopokat használt, s epimer peptidsorozatokat is el tudott 
választani. Védett peptidekre a "fordított fázisú" gélnek tekinthető 
Sephadex LH 20 és LH 60 váltak be Galpin munkáiban [16,17], 
mivel dimetilformamidban is lehet velük dolgozni. V-metil-pirroli- 
don eluenssel még 37 tagú, teljesen védett (Adpoc, OBut, Acm, 
OPh, Bu‘ csoportokkal) peptidet is tudott kromatografálni (preparatív 
méretben is) (1. még 4.6. fejezet: Nagyhatékonyságú gélkromato- 
gráfiája, 84. oldal).

4.3.1. Kémiailag kötött állófázis

A megoszlásos folyadékkromatográfia néhány hátrányának (a 
csak fizikai erőkkel kötött állófázisok használatából eredő alacsony 
stabilitás, reprodukálhatóság hiánya stb.) megszüntetése céljából, a 
töltetek területén végzett kutatások legfőbb eredménye a kémiailag 
kötött — azaz a hordozószemcse felületén kémiai reakcióval kötött 
— állófázisok megjelenése [18]. Az állófázis stabil lett és egyféle 
hordozó felületének polaritása széles skálán belül változtatható (3. 
táblázat). A legelterjedtebbek a kémiailag kötött fordított fázisok 
(RP-HPLC). Ebben az esetben a szilikagél felületét pl. alkilszilánnal 
módosítva (kémiai kötések révén) hidrofóbbá tesszük. Az eluens 
poláros, vizes oldószerkeverék lesz. A minta komponenseinek eluá- 
lási sorrendje megfordul: a normál fázisú szilikagélen tapasztal
takhoz képest az erősebben apoláros vegyületek fognak később eluá- 
lódni.

R

PRYDE [19], a kémiailag kötött töltetek előállításának egyik 
nagymestere analógiát látott — helyesen — az üvegporon végzett 
Merrifield-féle szilárdfázisú peptidszintézis "töltetei" és a HPLC-ben 
forradalmat jelentő új típusú állófázisok között.
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3. táblázat

Kémiailag kötött állófázisú HPLC töltetek

R Név Rövid név Márkanév

/
-Si-O— 
/

(CH2)„-CH, oktadecil- C„-, RP-18 ODS-

/
-Si-0— 
/

(CHjX-CH, oktil- C,-, RP-8 MOS-

/ 
-Si-O—
/

(CH2)4-CH, C„-, RP-6 SAS-

/
-Si-O— 
/

ch2-ch, etil- C2-, RP-2

/ 
-Si-O—
/

CA
fenil- 
difenil- PHENYL-

/
-Si-O—
/

(CH2),-NH2 aminopropil- APS-

/ 
-Si-O—
/

(CH2),-C=N cianopropil- CPS-

/
-Si-O— 
/
-Si-O— 
/

CH-OH

CH-OH
"diói-" DIOL-

/ 
-Si-O—
/

H szilika
Chromsil, 
Hypersil, 
Partisii, ...

Kémiailag kötött állófázis leggyakrabban használt hordozója a 
porózus szemcséjű szilikagél. Gömb alakú, kis átmérőjű szemcsék
ből (3-10 pm) hatékonyabb oszlopok készíthetők, mint a szabályta
lan alakúakból. A különböző cégek azonos jellegű töltetei (pl. szili— 
kagél) lényeges eltéréseket mutatnak a fajlagos felület, szemcsemé
ret, pórusátmérők stb. tekintetében.
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A legtöbb, kereskedelemben hozzáférhető oszloptöltet 60-300 Á 
átlagos pórusátmérőjű szférikus vagy irreguláris szilika mikroré
szecskékből (3-10 pm) készül (lásd 4. táblázat). Ezek a töltetek 
50-es tagszámú peptidek vizsgálatáig is elegendőek. Nagyobb mole
kulák már kizáródnak, és az elválasztás mértéke csökken, mert 
véges kölcsönhatás lép fel az állófázis és az elválasztandó, nagy 
molekulatömegű peptidek között. Az utóbbi időben már nagyobb 
pórusátmérőjű tölteteket is forgalomba hoztak (330-500 Á), s ezek 
kiterjesztik az alkalmazhatósági határt 100 000 D molekulatömegű 
fehérjékre is. Peptidek vizsgálatában leggyakrabban a C18-, (okta- 
decil)- és Cg-, (oktil)-szilika oszlopokat használják.

Alumínium-oxid alapú fordított fázisú (C18, polibutadién) töltetek 
peptidkémiai alkalmazására is vannak példák [20,21], bár az elvá
lasztások mechanizmusa még nem teljesen tisztázott.

Fordított fázisként szóba jöhetnek még polimer alapú töltetek* és 
grafit, ill. grafitizált porózus szén használata is, melyek adott eset
ben előnyt jelenthetnek (alacsony pH alkalmazása, stabilitás stb.).

Az elmúlt évtizedben számos, kémiailag kötött állófázisú töltet 
(leginkább RP töltet) került kereskedelmi forgalomba. A 4. táblázat 
a peptidek elválasztásában használatos oszloptölteteket tartalmazza.

4.3.1.1. Apoláris állófázisú töltetek

A kémiailag kötött apoláros állófázisok úgy készülnek, hogy a 
szilikagél felületére apoláros funkciós csoportot tartalmazó moleku
lát kötnek [23].

a) Az észter típusú állófázisok szilika és alkohol reakciójával 
állíthatók elő:

I
-Si-OH + R-OH

I
I

-Si-OR
I

‘Porózus polimer bázisú töltetek alkalmazásával kialakult egy új típusú kromato
gráfiás technika, az ún. perfúziós kromatográfia [22]. A töltet szemcséinek különleges 
szerkezete (5OO-15OOA átmérőjű pórusokkal átszőtt 6O0O-80O0A átmérőjű pórusok) 
10-100-szor nagyobb átfolyási sebesség alkalmazását teszi lehetővé, miközben a 
feloldás nem változik.
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b) A stabilabb amin típusúak tionilkloriddal aktivált szilikából ké
szülnek:

R2NH
=Si—OH + SOCI2 -------- — —Si—Cl ——— =Si—NR2

c) Az Si-C kötést tartalmazó típusokat az előző köztitermék és 
Grignard-reagens vagy Li-organikus vegyület reakciójával lehet 
létre hozni:

=Si—Cl + R-MgBr --------► sSi-R, ahol R: alkil, fenil, stb.
csoport

d) A sziloxán típusú töltetek a szilika és különböző klór-szilánok 
reakciójával készíthetők:

Rt Rí
^Si-OH + Cl-Si-R2 --------► ^Si-O-Si-R2

R3 R3

Polimer réteg (ún. "multilayer") képződik, ha a szilika diklór- 
szilánnal reagál, amit hidrolízis és további klór-szilánozás követ:

=SICI2 | HOH I
“Si-OH ---------- ► — Si-O-Si-CI --------► = Si-O-Si—OH

I I
= SiCI2 I I

----------- ► =Si-O-Si-O-Si-CI
I I

A kereskedelmi forgalomban a legnagyobb mennyiség Cg és Cl8 
szilika töltetekből áll rendelkezésre. Kezdetben a szilikagélt triklór- 
alkil-szilánokkal reagáltatták, ma már inkább di- és trifunkciós szi- 
lánokat alkalmaznak. Sztérikus okokból szabad szilanolcsoportok, ill. 
elreagálatlan haloszilán részek maradhatnak, vizes oldatban ezek a 
részek "előhívódnak" és számos problémát okoznak, pl. váratlan 
adszorpció, ioncsere stb. (1. 56. oldal).
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A peptid HPLC-ben is a szabad szilanolcsoportokat utólagos 
klór-trimetil-szilános kezeléssel lehet lefedni (ún. "endcapping") 
[24]:

fa 
szilika=Si-OH +

CH3
Cl—Sí—CH3 

ch3

C18 CH3
szilika=Si—O—Sí—CH3

ch3

Egyszerűbb megoldás, ha a szilikát rögtön dimetil-klór-alkil-szi- 
lánnal kezelik:

ch3
szilika=Si—OH + Cl—Sí—R l 

CH3

R = C8 , C18

ch3
szilika=Sí— O—Sí- R 

I 
ch3

A tapasztalat szerint egy bizonyos mennyiségű szilanolcsoport 
még így is szabadon marad, nem reagáltatható el klór-szilánnal. (A 
maradék szilanolcsoportok IR spektroszkópia, T2O-val történő izo
tópcsere és metilvörös adszorpció alkalmazásával kimutathatók.) A 
nem poláros láncok árnyékoló hatása pedig a borítottság mértékétől 
és a láncok méretétől függ [25,26].

e) A szabad szilanolcsoportok kiküszöbölésére Zhang a szilikát 
diszilazánokkal reagáltatva [27] peptid HPLC-hez kitűnő töltetekhez 
jutott:

BuMe2Si
NH

BuMe2Si

^OSiMe^u
Sí + NH3

OSiMe2Bu

RP-C4 töltet
Már PEARSON megállapította [28], hogy a kereskedelemben ka

pott különféle szilika eredetű oszlopok értékelése nem oldható meg, 
mert annyira változhat a borítottság és a töltés minősége, hogy lehe
tetlen egzakt véleményt adni arról, hogy a szilika mátrix mennyiben 
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járul hozzá a szelektivitáshoz és feloldáshoz. Peptidek és proteinek 
HPLC-jében a 200 Á-nál kisebb pórusátmérőjű szilikák alacsonyabb 
értékűek feloldás és visszanyerés szempontjából, mint a nagyobb 
pórusátmérőjűek. A legjobb feloldást a 300 Á pórusátmérőjű szili
kák mutatták. A pórusátmérő nagyságából még nem következik az, 
hogy az illető szilika minden esetben jó elválasztást fog biztosítani. 
Például az n-alkilezett Spherosil XOB 075 nem megfelelő töltet RP- 
elválasztásokra, a Spherisorb SG 30F és a Lichrospher Si 300 igen. 
PEARSON [28] vizsgálatai arra hívják fel a figyelmet, hogy a kritikus 
fizikai paraméter inkább a pórustérfogat, mint a pórusátmérő.

WlLSON albumin triptikus peptidjeit kromatografálta [29] 100 és 
300 A pórusátmérőjű tölteteken (Lichrosorb RP-18, ill. Aquapore 
RP 300) alacsony pH-nál. A hidrofilebb természetű RP 300 gyor
sabb peptid elúciót mutatott. A feloldás nem volt azonos a két 
oszlopon, mert két peptid akadt, melyet nem lehetett elválasztani a 
300 A-s oszlopon, viszont a 100 Á-s kolonnán igen. A pufferek pH- 
ját emelve, a peptidek gyorsabban eluálódtak, ugyanakkor az elúciós 
sorrendhez alacsonyabb acetonitril-koncentráció kellett. A változás 
nem minden pepiidet érintett egyformán. Összehasonlítva a 100 A- 
ös oszloppal, a csúcsszélesedés a 300 Á-ös oszlopon jelentősen 
csökkent.

Pellikuláris tölteteket (pl. Corasil C18) sikeresen használtak peptid 
HPLC-ben, de a kapacitásuk kisebb. így a nagy szelektivitású, haté
kony és nagy kapacitású, teljesen porózus RP-töltetek (pl. pBonda- 
pak C,8) használata került előtérbe. A pellikuláris töltetek (Corasil 
Cl8, fenil-Corasil) hatékonysága sokszor azért kisebb, mert a kroma- 
togramok jelentős csúcstorzulást ("tailing") mutatnak, ez pedig felté
telezhetően jelenlevő szabad szilanolcsoportoknak köszönhető. Tény 
viszont, hogy alapos utószililezés után is hasonló maradt az elúciós 
profil Hearn [30] peptidszeparációs kísérleteinél, aki foszfát puffer- 
rel dolgozott (pH 3) RP-pellikuláris töltetekkel. Ebben az esetben 
más hatásoknak kell fellépni, mint szabad szilanolcsoportok esetén.

Gyakorlati szempontból (az oszlopok élettartamát tekintve) figye
lembe kell venni, hogy az -Si-O-X kötések (erős) savas, bázisos hid
rolízisre érzékenyek. Magas pH-nál ( > 7 ) a szilika mátrix kezd 
kioldódni az eluensbe. A peptidelválasztásoknál legjobban bevált 
TFA tartalmú oldószerek (pH 2,2-2,41) a -Si-O-C- kötés hidrolízisé
vel csökkentik az alkilcsoportok számát, s ezáltal a borítottságot. A 
jelzett két változás csúcstorzulást, váratlan elúciós sorrend változáso
kat, bázikus peptideknél alacsony anyag visszanyerést és ioncserélő 
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hatásokat okozhat. A (peptid)kromatográfiás gyakorlatban ezért pH 
3,5-7 az ajánlott tartomány, továbbá huzamosabb használat esetén az 
oszlopokat időnként minősíteni és ellenőrizni kell a szilanolcsopor- 
tok jelenlétére vonatkozóan.

Az RP-HPLC-ben savas pH-jú eluensek használata a leggyako
ribb, ezért stabilabb töltetek gyártására is törekedtek. Egyik lehető
ség az, hogy a felszíni sziloxán kötéseket sztérikusan védik a hidro
lízis ellen: a kötött fázisokat diizopropil-organoszilánokkal készítik 
[31].

A másik megoldás [32], hogy szilika alapú töltetek helyett pH 
1-12 között is stabil, fordított fázisként viselkedő anyagokat, mint 
sztirol-divinil-benzol kopolimereket [33, 34], teflont [32], grafitot 
[35, 36] vagy polimer borítású szilika vagy alumínium-oxid fáziso
kat [37] használnak.

Új típusú anyagként került 
forgalomba a Merck cég Ply- 
spher töltete, valamint az Asa- 
hipak Ltd. C18-kötött vinil-alko- 
hol kopolimerje (ODP töltet), 
melyek bázikus és savas elu-
ensekkel szemben is kémiailag stabilak [34]. Összehasonlításuk a 
peptid szeparációkra kiváló RP-18, RP-8 anyagokkal ma már rendel
kezésre áll [32, 37].

Szelektivitásban gyakorlatilag nincs különbség C8 és C18 töltetek 
között. A kötött fázisok lánchossza csekély hatással van nonapepti- 
dek elválasztására [38]. Nagyobb molekulatömegű peptidek és fehér
jék esetében azonban kedvezőbb C8-as töltetet használni (C18 
helyett), mert kevesebb organikus oldószert tartalmazó eluens kell az 
elúcióhoz (konformációváltozás, biológiai aktivitás vesztés, denatu- 
rálódás lehetősége lecsökken, oszlopterhelési kapacitás magasabb 
stb.). Lichrosorb RP-8 és Lichrosorb RP-18 oszlopon kromatogra- 
fálva az oxitocin szintézisben szereplő peptideket, nem találtak sze
lektivitásban eltérést [39]: 1-propanol oldószer rendszerrel minimáli
sak voltak az elúciós különbségek a két oszlop között. Hidrofil pep
tidek esetében már jelentkezik változás [40]. C2-lánchosszú töltetek 
szelektivitása csökkent mértékű, ez az állófázis poláros jellegének 
tulajdonítható [41].

NlCE C,-C18 lánchossz közötti, maximális borítottságú alkilszilán 
kötött tölteteket vizsgált szisztematikusan fehérjéket kromatografálva 
[42]. C6-nál kisebb esetben voltak sikeresek az elválasztások. Opti
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mális hatékonyságot és visszanyerést Ultrasphere SAC-C3 szén lánc
hosszú tölteten kapott. Sok polipeptidet, fehérjét Cl8 töltetről lehetet
len visszanyerni. Kölcsönhatásokról lévén szó, a futtatott pepiid tu
lajdonságai (összetétel, szekvencia, peptidlánchossz) ugyancsak dön
tően számítanak. Mant, ZOU és Hodges részletesen vizsgálták C4, 
C8, Cl8 és alkilfenil oszlopokon 3O-tól 300 tagszámig terjedő poli- 
peptidek (Ms 3500-32000 D) viselkedését, hogy korrelációt állapít
sanak meg a retenciós időre a peptidlánchossztól és a hidrofobicitás- 
tól való függésben [43],

Gradiens elúció konstans feltételei között (CH3-CN, pH 2,1, 
NaCl) a legtöbb retenciós idő növekszik a töltet szénláncának hosz- 
szabbodásával, de kifejezett változást nem lehet találni elúciós sor
rendben, ami a szelektivitás változást jelezné. Gyakorlatilag a gradi
ens profil alkalmas megválasztásával azonos elúciós képet 
("pattern") lehet nyerni valamennyi tölteten.

A hagyományos 80-120 Á pórusátmérőjű szilika töltetekkel el
lentétben peptidek és fehérjék elválasztási problémáira a 300 Á pó
rusátmérőjű töltetek biztosítanak jó megoldásokat. Hatékonyság 
terén C4 és C8-szilikák 80000 D molekulatömegig jól használhatók, 
ha csak kis számú 20 nm átmérő alatti pórust tartalmaznak. A széle
sebb pórusok kedvezőbb diffúziót, ezen keresztül megoldást biztosí
tanak nagyobb méretű molekuláknak, így peptideknek is.

Tapasztalataink szerint a méhméreg nagy molekulatömegű 
peptidjei (melittin, apamin, MCD-peptid, foszfolipáz A2 stb.) a meg 
szokott ODS-Hypersil-100 Á töltetekhez képest 300 Á pórusátmérő
jű Econosphere C4 töltetű oszlopon nagyon szépen szeparálhatók (5. 
ábra). Több szilika nem bírja a magasabb nyomást (2000 psi) és 
széttöredezhet. Nagyobb viszkozitású (pl. propanol tartalmú) eluens 
használata esetén ez komoly hátrányt jelenthet, mivel nem teszi 
lehetővé az optimális áramlási sebesség nyújtotta elválasztási haté
konyság elérését. A Vydac TP töltetek 8000 psi-nél magasabb töltési 
nyomást is elviselnek. PEARSON [28] mellett egy japán kutatócsoport 
végzett szisztematikus vizsgálatokat [44] a pórusátmérő és szénlánc- 
hossz hatására szilika és polimer alapú, polipeptid szeparáló RP töl
tetek minőségét illetően. WtLSON [45] azt tapasztalta a 100 és 300 Á 
pórusátmérőjű töltetek összehasonlítása során, hogy az utóbbiak eny
hén hidrofilabb jellegűek, aminosav- és peptidszármazékokra azonos 
vagy jobb feloldást mutatnak, mint a 100 Á átmérőjűek és kb. 
15000 D-nál nagyobb Ms esetén pedig jóval kedvezőbbek a feloldá
si tulajdonságaik.
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Oszlop: Econosphere 300 C4, 7 pm
Eluens: A. 0,1% TFA vízben,

B. 80% CH3CN-0,l% TFA
Gradiens: lineáris 0-90% B, 55 perc

Sebesség: 2 ml/perc
Minta: 100 pg

Összefoglalva, peptid (és fehérje) HPLC-ben leginkább öt kémiai
lag kötött állófázis használatos: C4, C8, C18 és difenil- 300 Á pórus
átmérőjű szilika és C18 kisebb pórqsú szilika (80-120 Á).

A C3-szilika nagyobb peptidek kromatográfiájára ajánlatos (20-3,0- 
nál nagyobb tagszámú peptidek, valamint fehérjék és BrCN hasításból 
eredő fragmenseik). Különösen hasznos hidrofób polipeptidek (pl. 
vírusfehérje fragmensek) esetén.

A C8-töltet peptidtérképek, natív és szintetikus peptidek és kisebb, 
hidrofil proteinekre megfelelő állófázis.
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A Cls-fázis enzimatikus peptidtérképek készítésére és kis peptidek 
szeparálására a legmegfelelőbb.

A difenil-szilika szelektivitási változatot jelent polipeptidek, külö
nösen az aromás oldalláncú aminosavakat tartalmazókra.

A hagyományos pórusátmérőjű Cis-töltetek kisebb hidrofil pepti- 
deknél (2-10 tagszámú) váltak be leginkább.

4.3.1.2. Poláris kötött állófázisú töltetek

A kémiailag kötött poláros fázisú töltetek a normál fázisokhoz ha
sonlítanak, hiszen a szilikagélhez kapcsolt cianopropil-, alkilamin- és 
diolcsoportok csak módosítják a szilikagél felszínének polaritását, de 
nem teszik azt apolárossá. A diói- és aminofázisok eredendően bázi- 
kusak, míg a cianofázisok dipoláros karakterűek. Az alkalmazott 
elúció rendszerint fordítottja az RP-kromatográfiában használtaknak, 
azaz nagyobb szerves módosító koncentrációtól az alacsonyabb felé 
halad a gradiens. Ezen töltetekről általános információ nem áll ren
delkezésre, de a különféle oszlopok hatékonyságát sokan összehason
lították. Dipeptidek elválasztását Lündanes és Greibrokk [46] 
például a következő porózus tölteteken tanulmányozta: Phenyl-Sil- 
X-l, 13 pm, pBondapak-NH2, Nucleosil-5 CN, Spherisorb S5W-ODS, 
Spherisorb S5 Phenyl, ODS-Hypersil’. Az -NH2 oszlop nagy eltérést 
mutat az RP esetektől. A nitrilfázis meglepően konstans fordított 
fázisú viselkedéssel bír; hatásossága és szelektivitása azonban alacso
nyabb, mind az ODS (tehát Cl8) tölteteké. A feniloszlopok azonosan 
szerepeltek, de az 5 pm-es Spherisorb töltet nagyobb hatékonyságot 
és szelektivitást mutatott. E tekintetben jobbak, mint a nitriloszlopok, 
de elmaradnak az ODS oszlopoktól. Bázikus peptidek a fenil és 
Spherisorb ODS-oszlophoz irreverzíbilisen kötődtek, míg Hypersil- 
ODS töltet kitűnően bevált ilyen természetű anyagok tisztításában és 
analízisében NH4OAc eluens puffért használva.

WlLSON triptikus peptidek elválasztását hasonlította össze [50] 
cianopropil (6 pm) és C18-as (10 pm, Lichrosorb RP-18, 100 Á

*Az ODS-Hypersil tölteteket Knox és munkacsoportja fejlesztette ki a 70-es évek 
közepén [47]. Alkalmam volt részt venni a peptidkémiai alkalmazások kidolgozásában 
[48], Tapasztalataim alapján az ELTE Peptidkémiai HPLC laborjában az elmúlt 
tizenöt év során a legtöbbet és legszéleskörűbben használt alaptöltet volt [49], 
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pórusátmérőjű) tölteteken. A nagyobb hidrofobicitású C18 oszlop jobb 
feloldást adott a peptidekre 3-15 tagszámig. A CN fázis poláros tulaj
donsága miatt kevésbé tartja vissza vissza a peptideket, de nagyobb 
és hidrofób peptidekre is várhatóan jobb visszanyerést ad.

A Lichrosorb dioloszlopok hidrofób proteinek szeparálásában 
váltak jól be [51], A csak nagy szerves oldószer koncentrációjú (pl. 
80%-os propanol) eluensben oldódó fehérjék, polipeptidek, normál 
fázisú módon szeparálhatók Lichrosorb dioloszlopon, csökkenő 
n-propanol gradiens mellett (80%-ról 50%-ra), ahogy azt RUBINSTEIN 
szérumfehérjék szeparációjánál tapasztalta [52].

Rivier is azt találta, hogy peptidkeverékeknél alkilfenil vagy 
pBondapak Cl8 oszlopokon jóval szebb elválasztásokat ér el, mint 
pBondapak-cianopropil tölteten [53]. Hansen a peptidek viselkedését 
pBondapak fenil-Corasil, Poragel PN (35-75 pm) és Poragel PS 
(35-75 pm) oszlopokon tanulmányozta [54]. HANSEN a két első tölte
tet tartotta a legmegfelelőbbnek nem bázikus peptidek HPLC-jére 
[54]. Bázikus aminosavakat tartalmazó peptidek elválasztására a 
Poragel PS töltet megfelelő, ezen az oszlopon savas peptidek viszont 
erősen kötődnek [54], A fenil-Corasilon kapott csúcsok torzultak 
(tailing) és a Poragel PN-tölteten lassan kialakuló csúcsok nyerhetők 
(gyenge "fronting"). A csúcsszimmetria és a retenció terhelésfüggése 
túlterhelési jelenségnek ("overloading") is tekinthető, bár ezek a 
hatások a Hansen által alkalmazott kis mennyiségű mintáknál nem 
jöhetnek számításba. (Néha 50 pg peptid egy 100 cm x 3 mm-es 
oszlopon túlterhelést jelentett, tehát a kromatográfiás feltételek távol 
álltak az optimálistól). Met és Leu-enkefalin peptidek jobban retartá- 
lódnak és szeparálhatók pBondapak fenil-alkil tölteten [55].

4.3.1.3. Kötött peptidfázisú töltetek

Kitka és Grushka gondolata volt, hogy peptidek kromatográfiá- 
jában a peptidekhez hasonló szerkezetű tölteteket kellene alkalmazni 
[56]. Ennek megfelelően GRUSHKA és SCOTT aminosavakat, ill. 
peptideket kapcsolt szilikához vagy más szilárd mátrixhoz és igazolta, 
hogy ezek a töltetek alkalmasak peptidek és aminosavszármazékok 
szeparálására [57],

Porasil C és Corasil II szilikákat klórmetileztek 1-trimetoxiszilil- 
2(4-klórmetilfenil)-etánnal, majd Boc-glicinnel a tervezett anyaggá 
alakították:
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R-Si-OH + (CH,0),Si-(CH9),-CKH,CH,CI ------- ►

। । TEAR-Si-O-Si-(CH2)2-C6H4CH2CI + Boc-NH-CH2-COOH diQXán»

O
R-Si-O-Si-(CH,),-CfiH.CH,-O-C-CH,-NH-Boc

Tovább építve Boc-Gly-(Gly)n-Porasil (ill. Corasil) készült [56, 
57]. Izomer dipeptidek kémialag kötött, optikailag aktív állófázison 
kitűnően elváltak a szilikagélen tapasztalt elválasztáshoz képest [56, 
57]. Gly-Val-Phe, Val-Ala-Val és Val-Ala-Ser tripeptideket is kap
csoltak szilikagélhez, melyeken 1%-vizes citromsav, ill. Na-citrát 
eluensekkel érték el izomer dipeptidek elválasztását [58, 59]. Az 
oszlophatékonyság elég alacsony volt ezekben az esetekben. Az 
eredmények azt mutatták, hogy a peptidek elúciós sorrendjét a kö
tött peptidfázis szabályozta. A retenciós mechanizmusban anioncse
re és hidrofób kölcsönhatások kombinálódnak. Ha a peptid védő
csoporttal rendelkezik, lényegesen megváltozik a retenciója. A pep
tidek retenciós sorrendje általában követi a mintában levő szén
hidrogén oldalláncok hidrofobicitásának sorrendjét, hasonlít a di- 
peptideket alkotó aminosavak elúciós sorrendjéhez.

Partisii-10 szilikához kapcsolt tripeptid-tölteteken végzett tanul
mányok azt mutatják, hogy ezek az állófázisok aminosavak, PTH 
aminosavszármazékok és izomer peptidek elválasztására alkalmasak 
[58, 59],

A peptidlánc alapját képező savamid funkciót tartalmazzák a 
poliamid töltetek is (pl. Polyamid-6, Macherey-Nagel). Laboratóriu
munkban a-MSH fragmenseket kromatografáltunk rajta. Jelentős 
szelektivitásnövekedést az RP-töltetekhez képest nem tapasztaltunk 
[60],

4.3.2. Az elválasztás mechanizmusa

Az RP-HPLC szeparálás! mechanizmusa nem mutat egységes 
képet, tulajdonképpen nincs klasszikus megfelelője. Egyes iskolák 
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folyadék-folyadék megoszlású kromatográfiának tekintik, mások 
folyadék-szilárd adszorpciós kromatográfiának. Valójában keverék
ről van szó: a "folyadék szilárd-megoszlási kromatográfia" elneve
zés illetheti. Az tény, hogy elsősorban a mozgófázis oldatjelenségei 
határozzák meg a szeparálást, a töltet és minta kölcsönhatás gyen
gébb erőt jelent (a normál fázisú kromatográfiában ez volt a meg 
határozó tényező). Természetesen a peptidek retenciója is mindkét 
kölcsönhatástól erősen függ:

— megoszlás a töltet szénhidrogén felülete és a mozgófázis között, 
— megoszlás a mozgófázis és a módosított felületű töltet között

(az eluens módosítja a töltet felületét), 
— adszorpció a töltet szénhidrogén rétegén, 
— adszorpció a "szabad" szilanol részeken.

A peptideket alkotó aminosavak különböző oldalláncai miatt 
(melyek az apoláros szénhidrogén láncoktól kezdve, aromás gyűrű
ket, és ionizálható poláros csoportokat is tartalmazhatnak) a pepti
dek polaritása rendkívül széles skálán mozog. Mindez azt jelenti, 
hogy nem poláros interakciók (aromás gyűrűk diszperziós hatásai), 
a hidrofób kölcsönhatások, ionos kapcsolatok mellett más tényezők, 
pl. H-híd kötés kialakulása (savamid kötések, peptidoldalláncok) is 
szerepet játszanak. Peptidek retenciója és elválasztásuk kémiailag 
kötött állófázisú oszlopokon a különböző kölcsönhatások hozzájáru
lási mértékétől függ. Közülük a hidrofób kölcsönhatások a megha
tározó jellegűek. Napjainkban a szolvofób elmélet a legelfogadot
tabb a retenció értelmezésére peptidek esetében is. Gyakorlatilag a 
vízoldékonyság és az alifás szerkezeti elemek jelenléte a felelős a 
retenciós sajátságokért: kisebb vízoldékonyság peptidek esetében is 
erős kötődést jelent egy fordított fázisú oszlophoz.

Az aminosavak hidrofobicitása kvantitative jellemezhető a víz
ből etanolba vagy dioxánba történő átmenet szabadenergia-változá
sával (20 °C-on), víz-oktanol megoszlási hányadossal, vagy az ol
dalláncok hidrofób fragmens konstansaival (6. táblázat) (Rekker- 
konstansok; [61-63]).

Ennek megfelelően a peptidek hidrofobicitása kvantitative meg
adható az egyes aminosavak hidrofób fragmens konstansainak 
összegével (2/= Rekker-összeg) [64-66],

46



5. táblázat

Aminosavak hidrofobicitási adatai

Aminosavak Jel logP p
(kal/mól)

triptofán Trp W - 1,04 -1,75 3400 2,31
fenilalanin Phe F - 1,43 -1,63 2500 2,24
leucin Leu L - 1,71 -1,61 1800 1,99
izoleucin He I - 1,69 -1,72 2950 1,99
tirozin Tyr Y - 2,26 -2,42 2300 1,70
valin Val V -2,10 -2,08 1500 1,46
cisztin (Cys)2 — — — 1,11
metionin Met M — -1,84 1300 1,08
prolin Pro P — -2,50 2600 1,01
cisztein Cys C — -2,49 1000 0,93
arginin Arg R -2,59 -4,20* 750 -0,82
alanin Alá A -2,94 -2,89 500 0,53
lizin Lys K -2,82 -3,31 1500 0,52
glicin Gly G -3,03 -3,25 0 0,00
aszparaginsav Asp D — -3,38 0 -0,02
glutaminsav Glu E — -2,94 0 -0,07
hisztidin His H -2,86 -2,84 500 -0,23
treonin Thr T — -2,91 400 -0,26
szerin Ser S — -3,30 -300 -0,56
aszparagin Asn N — -3,41 — -1,05
glutamin Gin Q — -3,15 — -1,09

lóg'’, p: oktanol-víz megoszlási hányados [68, 69]
A/r: szabadenergia (25°C); az oldallánc tiszta oldószerből tiszta vízbe 

kerül (dioxán vagy etanol) [70]
Zf: oldalláncok relatív lipofilicitása: Rekker-összeg (hidrofób frag- 

mens konstansokból) [63]

Felületi feszültségük mérése alapján Bull és BREESE hasonló 
hidrofobicitás skálát állított fel a peptideket felépítő aminosavakra, 
melyek segítségével a peptidek elúciós sorrendjét meg lehet becsül
ni [67],

Molnár és Horváth [61], akik növekvő CH3CN-koncentrációt 
használva eluáltak peptideket LiChrosorb RP-18 oszlopról, meg
állapították, hogy Phe és oligomerjeinek retenciós ideje (pontosab
ban a lóg k") lineáris összefüggést mutat a tagszámmal. Jó egyezést 
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találtak a retenciós idők és az oldalláncok Rekker-féle hidrofobi- 
citás értékei között.

A peptidek elúciós sorrendje a Rekker-konstansok összegeinek 
sorrendjével egyezik, ill. Ohare és Nice megállapítása szerint a 
peptidek leghidrofóbabb aminosavai Rekker-konstansainak összegé
vel függ össze [64]. Minél inkább hidrofób tulajdonságú a peptid, 
annál nagyobb retenciós idővel eluálódik az RP oszlopról (6. ábra).

Az a-amino-csoport nagymértékben hozzájárul a peptidek reten
ciós viselkedéséhez, melyet az N-terminális aminosav oldallánc 
hidrofobicitásának befolyásolásával ér el (növelheti, ill. csökkent
heti azt). E tényt Sereda, Mant, Quinn és Hodges [856] állapí
totta meg.

6. táblázat

Az aminosav oldalláncok alkotóelemeinek hidrofobicitás értékei 
(fragmens konstansok) [69]

Fragmens nr(aa)

CH, 0,42 ± 0,03
ch2 0,41 ±0,02
CH 0,35 ± 0,06
C 0,39 ± 0,09
feni! 1,22 ± 0,04
OH (alifás) -0,46 ± 0,04
OH (aromás) -0,50 ± 0,09
NHj -1,19 ±0,19
NH + -2,12 ± 0,20
NHCONHj -1,37 ±0,08
guanidinium -2,13 ±0,07
imidazol -0,29 ± 0,05
imidazol kation -1,26 ±0,06
indol 1,43 ±0,05
indolkation 0,56 ±0,13
pirrolidin 0,77 ± 0,07
COOH -0,41 ± 0,06
COO" -1,51 ± 0,05
CONH; -0,86 ± 0,04
SH 0,32 ± 0,05
S" -0,92 ± 0,05
SCH, 0,59 ± 0,05
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7. táblázat

Retenciós idő és a hidrofobicitás összefüggése [71]

Peptid Aminosav 
szám

Retenciós idő 
(perc)

Sf

(glycine), 5 2,59' 2,6 lb (0) 0
Leu-Gly 2 3,05 3,00 (1,99) 1,99
angiotenzin III

Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe
7 6,42 12,70 (8,40) 8,17

Met-enkefalin
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met

5 7,77 8,06 (3,94) 5,02

(des-Tyr)'-Leu-enkefalin 
Gly-Gly-Phe-Leu

4 8,43 10,39 (4,23) 4,23

a-endorfin (humán) 
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr- 
Ser-Glu-Lys-Ser-Gln-Thr- 
Pro-Leu-Val-Thr

16 9,98 13,69 (5,93) 6,95

Leu-enkefalin
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu

5 10,64 14,64 (5,93) 5,93

Oszlop: RP-C18 10 pm a-C18 "-HC-ODS
Eluens: 15% CH,CN 0,1% H,PO4-ban (pH 2,4)
Gradiens: 1% CH,CN/perc

Idő

6. ábra. Retenciós idő függése a minták hidrofobicitásától
1. fordított fázisú RP-C18 (apoláros) töltet 11. normál fázis (poláros) töltet 

eluens polaritása —-> csökken eluens polaritása----- > nő
peptid mintakomponensek hidrofobicitása: A > B > C

Egy adott oszlop, ill. HPLC rendszer esetén a gyakorlat szem
pontjából hasznosabb percben megadott retenciós koefficienseket 
megállapítani és azokkal dolgozni. MEEK [65, 66] alapvető munkái 
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szerint alakult ki a 8. táblázat C-18 oszlopra vonatkozóan. E táb
lázat adatainak használhatóságát a 9. táblázat mutatja be.

8. táblázat

Aminosavak retenciós koefficiensei

Aminosav Retenciós koefficiens 
(perc)

Aminosav 
+ 

csoportok

Retenciós koefficiensek 
(perc)

pH 7,4 pH 2,1 pH 7,4 pH 2,1

Trp 14,9 18,1 Cys -6,8 -2,2
Phe 13,2 13,9 Lys 0,1 -3,2
Ile 13,9 11,8 Ser 1,2 -3,7
Leu 8,8 10,0 Asn 0,8 -1,6
Tyr 6,1 8,2 Gin -4,8 -2,5
Met 4,8 7,1 Asp -8,2 -2,8
Val 2,7 3,3 Glu -16,9 -7,5
Pro 6,1 8,0 -nh2 2,4 -0,4
Thr 2,7 1,5 -COOH -3,0 6,9
Arg 0,8 -4,5 -conh2 7,8 5,0
Alá 0,5 -0,1 Glp 1,1 -2,8
Gly 0,0 -0,5 H,CO- 5,6 3,9
His -3,5 0,8 Tyr szulfát 10,9 6,5

9. táblázat

Peptid retenciós idők becslése

Peptid Rete 
nciós idő (perc)

Hiba 
(perc)

számított talált

Met-enkefalin 18,4 19,0 -0,6
Leu-enkefalin 20,9 22,0 -1,1
ACTH34_39 27,0 31,0 -4.0
ACTH4ii 33,1 30,0 3,1
Angiotenzin II 27,4 23,0 4,4
Substance P„n 33,1 33,0 3,1
Oxitocin 27,4 23,0 4,4
a-MSH 27,3 26,0 1,3
Gasztrin 26,8 28,5 -1,7
Glukagon 39,7 36,0 3,7
P-Endorfin 41,5 34,0 7.5
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A retenciós idő ("prediction") előrejelzés, ill. számolás azóta 
további pontosítást nyert és ma már komoly szerepe van az isme
retlen peptidkeverékek analízisében [73-80], melyet számítógépes 
programok is segítenek [81, 82].

4.3.3. Mozgófázis

A fordított fázisú HPLC-ben a mozgófázis víznek és egy, a 
polaritást módosító szerves oldószernek, az ún. "organic modifier"- 
nek a keveréke. Mivel az elválasztásban a hidrofób kölcsönhatás a 
döntő, a peptidek retenciós idejét (k') a szerves oldószer mennyisé
ge határozza meg. A lóg k' egyébként a minta vízoldékonyságával 
(5vIz) arányos. Szerves oldószer hozzáadásával k' értéke csökken.

Általános gyakorlati szabály, hogy az organikus komponens 
koncentrációjának 10%-os növelése a k' értékének 2-3-szoros csök
kenését vonja maga után.

Az eluenssel szemben támasztott követelmények:
— max. 4 komponenst! lehet (leggyakoribb a két részből álló, 

ún. biner oldószerelegy),
— a peptidet megfelelően oldja (nagy oldékonyság),
— illékony legyen (elsősorban preparatív munkánál fontos),
— detektálhatóságot ne zavarja (az ún. UV "cut-off" értéke 

(nm, ill. mg) a savamidkötés UV-abszorpciója alatt legyen),
— ne reagáljon a pepiiddel (pl. védőcsoport szolvolízist sem 

okozhat),
— tisztasága megfeleljen a HPLC-oldószer minőségi követel

ményeinek, lehetőleg ne legyen toxikus,
— hatékonyságát megfelelő segédanyagokkal növelni lehessen 

(pl. oldékonyság-különbség ne zavarjon).

Az oldószerek sok esetben jól helyettesíthetők egymással. Az 
oldószererősségeket figyelembe véve, például:

^THF = 0,66 X ^MeOH

VcH}CN=®'32 X ^MeOH + 0,57 X VMe0H
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azaz ugyanolyan retenciós idő eléréséhez kisebb térfogatú (V: tér
fogat ml-ben) tetrahidrofuránra, ill. acetonitrilre van szükség, mint 
metanolra.

0 20 40 60 80 100 120 140
I—I---- 1—I—+—I—F—I—I—I---- 1 - F H — F H — I Acetonitril / víz

0 20 40 60 80 100
H—I—I—I—I—+—I---- 1------- 1------ 1 Metanol / víz

0 20 40 60 80 100
I------ 1----- 1------ 1------ 1------ 1------ 1------- 1-------1------- 1-------1 Tetrahidrofurán / víz

7. ábra. Nomogram izoelutróp eluensekre

(pl. 50% CH3CN-t, 60% MeOH-t vagy 37% THF-t tartalmazó vizes eluens 
ad hasonló retenciós időt)

10. táblázat
RP-HPLC-ben használt oldószerek tulajdonságai

* polaritás index
+ fordított fázisú oldószer erősség paraméter

Oldószerek p' $RP+

H2O 10,2 0,0
MeOH 5,1 3,0
EtOH 4,3 3,6
CH,CN 5,8 3,1
aceton 5,1 3,4
dioxán 4.8 3,5
izopropanol 3,9 4,2
n-propanol 4,0 4,3
tetrahidrofurán 4,0 4,4

Az oldószer-optimálás, azaz a szeparáláshoz legmegfelelőbb 
mozgófázis kiválasztása a Snyder-féle oldószer-optimálási három
szög segítségével manuálisan vagy komputer segítségével történhet 
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[83-86]. Az izokratikus feltételek optimumát egy gradiens futtatás
ból [84, 87] vagy lépésenként összetétel-változtatás segítségével 
állapíthatjuk meg [88,89].

8. ábra. Optimálási háromszög
A, B, C csúcsok izoelutróp mozgófázisok (különböző szelektivitás 

eléréséhez)

4.3.3.1. A mozgófázis összetétele

Az RP-HPLC-ben legfőképpen acetonitril-víz vagy metanol-víz 
keverék eluensek használatosak, amelyek alacsony viszkozitással és 
UV átlátszósággal ("transparency") rendelkeznek. Nagyobb peptidek 
elúciója magasabb szerves oldószer-koncentrációt igényel, viszont 
sok polipeptid nem oldódik már ezekben az oldószerekben: kis 
koncentrációjú n-propanol jól tudja helyettesíteni a magas CH,CN- 
koncentrációkat a kicsapódás veszélye nélkül [90]. Pl. az a-endorfin 
(Ms = 1750) 5% n-propanollal, illetve 20% CH,CN vizes oldattal 
eluálható ugyanarról az oszlopról. A P-endorfin (Ms = 3500) és a 
P-lipotropin (Ms = 11500) 20% propanollal kromatografálható. A 
propanol hátránya, hogy nagy viszkozitású, s így használata nem tesz 
lehetővé nagyobb áramlási sebességeket, melyek esetleg az optimá
lis feloldáshoz szükségesek. Nagy polipeptideknél ez nem jelent 
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korlátozást, mert diffúziójuk aránylag lassú, és így alacsonyabb 
eluensáramlási sebességet igényel a maximális feloldás elérésére.

Eluensek hatása peptidek retenciójára

11. táblázat

Peptid Retenciós idő (perc)

CHjCN THF Dioxán MeOH

L-Trp 8,0 7,3 8,8 13,2
AVP 10,0 8,5 10,2 18,6
Met-enkefalin 13,2 14,3 15,2 23,6
acthi24 13,6 13,0 15,4 26,0
Leu-enkefalin 14.8 16,6 18,0 34,8
a-MSH 15,2 15,4 18,0 28,4
inzulin 12,6 19,0 23,6 40,4
ACTHIM 18,5 20,6 25,4 35,4

Oszlop: Hypersil-ODS, 100 x 5 mm
Eluens: A: 0,1 M NaH2PO4-H,PO4, B: 1. táblázat
Gradiens: lineáris, 2%B/perc

HEARN és GREGO [91] C|S-as tölteten részletesen tanulmányozták 
oligo- és polipeptidek retenciós viselkedését alacsony pH-nál foszfát 
puffer, víz, vizes metanol és vizes acetonitril elusenseket használva 
izokratikus, szakaszos és gradiens elúciók alkalmazásával. Lineáris 
acetonitril gradiensek jobb feloldást szolgáltattak, mint az exponenci
ális gradiensek. Néhány peptid kapacitás tényezőjében (k") drámai 
változást lehet elérni viszonylag kis metanol- vagy acetonitril-kon- 
centráció változtatással a mozgófázisban. Elsősorban hidrofób pepti
deknél lép fel ez a jelenség, ahol izokratikus körülmények között 
hatékony kromatográfia csak egy korlátozott organikus oldószer
koncentráció tartományban vitelezhető ki, ha az egyes peptidek k'- 
értékét egy ésszerű határon belül akarjuk tartani (k' < 10). Oldószer
függő szelektivitás változásokat lehet tapasztalni metanollal és aceto- 
nitrillel.

A széles körben használt pBondapak C1R oszlop hatékonyságát 
erősen befolyásolják a mozgófázis összetételének változásai. Kis 
peptidek kromatografálásánál szélesebb csúcsokat kapunk, ha a 
viszkózusabb izopropanol-tartalmú eluenseket használunk MeOH 
vagy CH3CN eluensek helyett [92], Polipeptidek RP oszlopon történő 
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elválasztásában acetonitrilre a lineáris gradiens, metanolra és izopro- 
panolra az enyhén konvex típus jelenti az optimális gradiens profilt. 
Adott puffertartalom esetén egy pepiidre az elúciós oldószer sorrend 
a következő: 1-propanol > acetonitril > metanol. Nagy peptid frag- 
mensek vagy erősen hidrofób peptidkeverékek optimálisan szeparál
hatók propanoltartalmú eluensekkel. A propanolizomerek elnyelése a 
távoli UV tartományban viszonylag magas, de a nagy feloldóké
pesség (1. fenn), könnyű tisztítási lehetőségeik (desztilláció) és ala
csony toxicitásuk vitathatatlanná teszik használatukat. Hidrofób 
peptideknél az izopropanol acetonitril helyett sokszor megnöveli a 
kromatográfia hatékonyságát [93], Nagyon eltérő molekulatömegű 
peptidkomponensek esetén azt találták, hogy egy adott %-os oldó
szer-koncentráció változtatás nagyobb k' változást jelent nagyobb 
peptidekre,mint a kisebb molekulákra.

Tiszta vizes eluenssel kis tömegű, relatíve poláros biomolekulák 
gyakran elválaszthatók oktadecil-szilikán [94], Szerves eluenskom- 
ponens távollétében az állófázis szénhidrogénlánca és a minta közötti 
kölcsönhatás okozza a retenciót: a kromatográfiás folyamatot a 
hidrofób (szolvofób) hatás irányítja. Kétkomponensű vizes-organikus 
eluenseknél a minta lóg k' értéke lineáris összefüggést mutat az 
eluens összetételével. A peptidek azonban nem mindig a szolvofób 
hatás alapján várt szabályos viselkedést mutatják. Bu például Boc- 
védett hidrofób peptidetilészterek retencióját tanulmányozva (G7- 
glycophorin fragmens: Val-Met-Ala-Gly-Val-Ile-Gly; Boc-G7, védett, 
NH2-G7 a szabad /V-terminálisú peptid, Supelcosil LC-8 oktil-dimetil- 
szilika oszlop, eluens: vizes metanol vagy acetonitril tartalmú foszfát 
puffer (pH 2,25)) azt találta, hogy NH2-G7 esetén a lóg k' — eluens- 
összetétel függvénygörbe minimumot mutat viszonylag alacsony 
vízkoncentrációnál [95]. A Boc-G7 minta ezzel szemben lineáris 
függést mutatott. Az adatok (a minimum megjelenése) arra utalnak, 
hogy a szabad peptid kettős retenciós mechanizmus szerint retardáló- 
dott: a szolvofób hatáson kívül szilanofil kölcsönhatás is fellépett a 
szabad NH2-csoporttal [94].

Hasonló eredményeket kapott Hearn és GREGO is [92], akik azt 
találták, hogy a széles tartományú szerves komponens arányon túl 
védőcsoport nélküli peptidek nem lineáris lóg k' összefüggést mutat
nak pBondapak C1S tölteten: minimum görbe jelent meg. Növekvő 
vízkoncentrációval a felületi szilanolcsoportokat "maszkírozni" lehet, 
s ez legyengíti a szilanofil kölcsönhatásokat úgy, hogy a peptidek 
megfigyelt viselkedése szabályossá válik. Másrészről viszont a kémi
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ailag kötött fázisok felületi szilanolcsoportjai lényegesek lehetnek 
megfelelő szelektivitás elérésében is. A vizes eluensekkel szilikán, 
ill. alkilszilikán (C8 és C18) nyert retenciós adatok hasonlósága azt 
mutatja, hogy a mozgó- és állófázis relatív polaritása a döntő ténye
ző a különböző kromatográfiás rendszerek osztályozásában.

Az oldószerek eluáló erősségét jól mutatja RP-tölteten való visel
kedésük (12. táblázat).

12. táblázat

Oldószerek retenciója C18 tölteten 
(eluens: H2O) [851]

Oldószer t„ (perc)

MeOH 1,0
EtOH 3,1
CH,CN 3,1
izopropanol 8,3
aceton 8,8
n-propanol 10,1
dioxán 11,7

A peptid RP-HPLC legnagyobb problémája, ha szilanoftl köl
csönhatás is fellép a kromatográfiás folyamatban és a peptid ano
mális viselkedést mutat [96]. Ez abban mutatkozik meg, hogy a lóg 
k' érték a szerves oldószer koncentrációjának növelésével csak egy 
kritikus értékig csökken, azután ismét emelkedik [85] (9. ábra). 
Mivel a görbe alakja peptidenként változik és meredeksége a peptid 
nagyságával nő, optimális elúciót csak egy nagyon keskeny szerves 
oldószerkoncentráció-tartományban lehet elérni, az ún. elúciós ablak 
szűk.

(Poli)peptidek HPLC-jében a szerves oldószer koncentrációjának 
kismérvű megváltoztatásával drámai különbségek mutatkozhatnak a 
retenciós viselkedésben. Ez a tény magyarázatot ad arra is, hogy 
gradiens elúcióval peptideknél rendszerint jobb eredményeket lehet 
elérni, mint izokratikusan és a komponensek viszonylag éles csú
csokban jelentkeznek. Ugyanakkor azt is figyelembe kell venni, hogy 
a szerves oldószer mennyisége befolyásolja a peptidek oldékonyságát 
és konformációját is.
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A konformációs változás a peptid-töltet kölcsönhatást befolyásol
hatja. ZHOU [96] kimutatta, hogy egy helikális pepiidben a a retenci
ós idő alakulása szempontjából a hidrofób részek elhelyezkedése a 
fontos.

9. ábra. Proteinek kapacitási tényező értékeinek "anomális" változása, az 
eluens acetonitril- koncentrációjának függvényében [85]

Oszlop:
Eluens:
Komponensek:

pBondapak Cl8
acetonitril-vizes puffer (pH 2,95) 
AI: angiotenzin I, Ali: angiotenzin II, 
inzulin B-lánc, glukagon.

A szabad szilanolcsoportok következtében fellépő szilanofil köl
csönhatás [97] különösen bázikus aminosavszármazékok és bázikus 
peptidek esetén erős [98], és tulajdonképpen szekunder retenciós 
hatásként lép fel: ioncsere és H-híd kötés révén csúcselhúzódást 
("tailing"), adszorpciót okozhat [99-106]. A PTH-aminosavak re
tenciós viselkedése is jól mutatja, hogy a szilika dezaktiválása (a 
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szabad szilanolcsoportok megszüntetése, "endcapping") Arg esetén 
milyen retenciós idő csökkenést jelent, míg semleges aminosavaknál 
nincs változás a kétféle tölteten [98] (13. táblázat).

13. táblázat

PTH-aminosavak retenciós viselkedése [98]

Aminosav
H2N-CH-COOH

R

R k' 
utószililezés

előtt után

Valin
/CH3

— CH 4,34 4,73

Arginin

xch3

-(CH2)3-NH-C-NH2 4,33 1,67

Hisztidin

NH

2,49 1,08

Oszlop: Ultrasphere ODS 150 x 4,6 mm
Eluens: 50-50% (v/v) CH,CN/H2O-0,01 M NaOAc pH 4,5
Sebesség: 1 ml/perc
Hőmérséklet: 20 °C

A gradiens helytelen megválasztása rossz elválasztásra vezethet. 
Tanácsos enyhe, lineáris gradienseket használni (1%/perc alatti se
bességgel) és kerülni kell a magas szerves oldószer-koncentrációkat.

4.3.3.2. pH szerepe, ionvisszaszorítás

A peptidkromatográfiában az oldószer-kiválasztásnál kedvező 
feltételeket kell találni kis peptidek jó retenciójára és a nagy peptidek 
eluálhatóságára is. A peptidek amfoter természete miatt a kromato- 
gráfus előnyösen használhatja az ion-visszaszorításos és az ionpár- 
kromatográfiát is. Kis peptidek, aminosavak, ill. származékaik ioni
zációjának mértéke a mozgófázis pH-jának megfelelő változtatásával 
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csökkenthető, s ezen keresztül a retenció növelhető. Például, ala
csony pH-nál (4-4,5) a terminális COOH-csoportok disszociációja 
visszaszorul, így egyrészt a csúcstorzulás, másrészt pedig a minta 
poláros jellege csökken. Ez hidrofobicitás-növekedést jelent, ami 
által a minta RP oszlophoz való affinitása is nagyobb lesz, tehát 
retenciós idő növekedést fogunk tapasztalni.

Idő

10. ábra. A pH hatása peptidsavak csúcsalakjára

„A : teljesen disszociált formának megfelelő pH-iú eluens, 
„B : közbülső pH-jú eluens,
„C : disszociálatlan formának megfelelő pH-jú eluens
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A pH-nak lényeges szerepe van kritikus elválasztásokban. A 
szintetikus Arg-Lys-Asp immunstimuláló pepiid fő szennyező kom
ponenseként jelen levő Arg-Lys-D-Asp meghatározása folyamán 
HERÉNYI és GÖRÖG [107, 108] Cu oszlopon azt találta, hogy a 
diasztereomerek szeparálásában fontos tényező a pH.

[8-Arg]-1-deamino-1-karba-vazopresszin 
[8-Arg]-1 -deamino-6-karba-vazopresszin 
[8-Arg]-1-deamino-vazopresszin 

[8-D-Arg]-1 -deamino-karba-vazopresszin
-O- [8-D-Arg]-1-deamino-vazopresszin

11. ábra. Vazopresszin analógok A'-értéke és az eluens pH közötti
összefüggés [852]

Oszlop: Separon Sl-C18, 250 x 4 mm
Eluens: 0,05 M foszfát puffer-MeOH (60:40 v/v)
Sebesség: 1,5 ml/perc
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16. táblázat

Peptidek retenciójának függése a pH-tól

PH L'
* Arg-Lys-Asp L'

* Arg-Lys-D-Asp a

7,0 0,75 0,75 1,00
7,5 0,75 0,75 1,00
8,0 0,76 0,80 1,05
8,5 0,78 0,90 1,15
9,0 0,80 1,20 1,50
9,5 0,82 1,25 1,52

Az alkalmazott puffereknek a következő követelményeknek kell 
eleget tenni:

— pufferkapacitás, pH 2-8,
— optikai átlátszóság,
— kompatibilitás a szerves oldószerekkel,
— szilanolcsoportokat "maszkírozó" képesség,
— illékonyság (preparatív RP-LC-nél).

A disszociáció az elválasztás szempontjából másodlagos kémiai 
egyensúly, mert a minta komponens kémiai átalakulásához kapcso
lódik. Ezért az elsődleges (a döntő adszorpciós, megoszlási és ion
cserés) egyensúly a különböző (tehát disszociált és nem disszociált) 
szerkezetű komponensekkel alakul ki.

17. táblázat
A leggyakrabban alkalmazott pufferek

Puffer pH tartomány

H,PO4-KH2PO4-K2HPO4-H2O 2-12
AcOH-NaOAc 3-6
AcOH-NH4OAc-NH4OH 5-9
NH4HCO,-(NH4)2CO,-NH4OH 8-10
NaHCO,-Na2CO,-NaOH 9-11
H,BOj-Na,BO,-NaOH 7-11
Piridin-piridin-acetát-AcOH 3-6
TEA-foszfát 2-8
TEA-formiát 2-8
NH4-formiát 7-8
TEA-karbonát-hidrokarbonát 8-10
TEA-trifluor-acetát 2-8
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4.3.4. lonpárképzés

A pH-beállításon keresztül történő ionvisszaszorításos megoldás 
mellett úgy is növelhetjük a retenciós időt, hogy szerves elleniont 
(pl. alkilszulfonát) adunk a mozgófázishoz, mely ionpárt képez a 
protonált N-terminálissal és a szabad -NH2 oldalláncokkal. A neut
rális ionpár nagyobb affinitást mutat az állófázishoz, azaz retenciós 
idő növekedést tapasztalunk. Elsősorban kicsi (n < 5), hidrofil tulaj
donságú peptidek RP-HPLC-je esetén használatos ez a változat. 
Ellenkező esetben: nagyobb (n > 5), hidrofób tulajdonságú peptidek- 
nél más típusú (hidrofil) ionpárképzővel érhetünk kedvező hatást: 
azaz retenciós idő csökkentést. Az ionpár-kromatográfia ma már 
széles körben elterjedt technika lett (elsősorban az RP-IP), bár ma 
sincs egységes modell elméleti magyarázatára. Tény, hogy a minta 
komponensek retenciója a párképző reagens koncentrációján keresz
tül szabályozható.

hidrofób
ionos peptid + párképző reagens (ellenion)------ ► semleges ionpár 

hidrofil

peptid minta polaritása | csÖkken. _ a retenCió [ ^sebb^ lesz

Az RP-IPC-ben egyrészt a minta komponens az ellenionnal ion
párt képez a mozgófázisban, és ez a töltés nélküli ionpár oszlik meg 
az álló- és a mozgófázis között, másrészt az ellenion megkötődik a 
tölteten, ionos csoportja a felületre orientálódik, és így az oszlop 
ioncserélőként is működik:

A módszer kémiailag kötött állófázisok révén (RP-IPC) ionos és 
nem ionizálható komponensek keverékének szétválasztására is alkal
mazható, így szabad, részlegesen és teljesen védett peptidek esetén is 
használható (ami ioncserés kromatográfiánál nem valósítható meg).
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HANCOCK úgy találta, hogy 10 pm-nél kisebb részecskeméretű 
RP állófázisokon ismert peptidek nagyon hosszú és nehezen reprodu
kálható retenciós időt mutatnak. Azt tapasztalta, hogy néhány rea
genssel, pl. foszforsavval, meg lehet "javítani" az eluenst: jelentős 
javulás állt be retencióban és reprodukálhatóságban is [109], A 
H3PO4-nak tehát kettős hatása van, egyrészt a pH-t (és ezen keresztül 
a csúcsalakot), másrészt az ionos peptidek egyensúlyát befolyásolja. 
a-NH2- és oldallánc A-védett peptidek, (melyek csak a C-terminális 
-COOH-t tartalmazzák ionizálható csoportonként) tanulmányozása 
vezette HANCOCK-ot arra a felismerésre, hogy a peptid R-NH3+ ka
tionból és H2PO4 hidrofil anionból létrejövő ionpár a felelős a pep- 
tidminta polaritásnövekedéséért, és így a retenciós idő csökkenéséért. 
Amíg a hidrofil ionpárképzők csökkentik a peptidek kapacitás ténye
zőjét (k"), addig hidrofób ionpárképzők megnövelik azt [110]. Rész
letes elemző vizsgálatai során megállapította, hogy kis peptidek 
analízisekor rövid láncú (CrC2) alkil-ammónium ágensek növelik a 
peptid retencióját, míg hosszabb alkilláncok (C4) csökkentik azt. Ez 
azzal a ténnyel magyarázható, hogy egy valódi ionpár-mechanizmus 
(rövid C-láncú ionpárképző esete) és a dinamikus ioncsere (hosszabb 
C-láncú ionpárképzőnél) is kialakul az állófázissal való kölcsönhatás 
során [111, 112], WlLSON 2-65 tagszámú tartományban kroma- 
tografált peptideket alacsony pH-nál foszfát-acetonitril, ill. foszfát- 
izopropanol rendszerekben [113], Ha NaClO4-ot adunk a foszfát 
pufferekhez, jelentősen megjavul a hidrofób peptidek kromatográfiás 
viselkedése, ahogy ezt MEEK és Rosetti közölte [66, 114, 115], A 
C1O4 , kaotróp ion lévén, segíti elő a minta kedvezőbb kölcsönhatá
sát vizes eluenssel [116].

NH40Ac és formiát pufferek liofilezéssel könnyen eltávolíthatók 
(a preparatív HPLC-nél fontos szempont [117].

Trietil-ammónium-foszfát puffer használata esetén Rivier nagy 
elválasztási hatékonyságot talált alacsony pH értékeknél (pH 2,5 - 
3,5) [118]. Ebben a tartományban a peptidek savas funkciós cso
portjai disszociálatlan állapotban vannak, a bázisos csoportok pro- 
tonáltak, a savas közeg ugyanakkor a szabad szilanolcsoportok ked
vezőtlen hatását is kivédi. A jelzett pH-tartomány még megfelel az 
RP oszlopok használhatósági tartományának (fenti esetben egy osz
lop több mint 1000 futtatás után is jó feloldást mutatott, adott peptid 
tesztkeverék esetén). A nevezett puffer hátránya, hogy nem illékony. 
Trietil-ammónium-formiátra áttérve a kedvező hatás megmarad, az 
illékonyság elősegíti a preparatív célú felhasználást is, viszont
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LOFFET tapasztalatai alapján a formiát pufferek esetén nemkívánatos 
mellékreakcióként a szabad NH2-csoportok formileződése léphet fel 
[119]. Nagyobb tagszámú neuropeptidek esetén BENNETT, DüNLOP 
és munkatársaik a trifluor-ecetsavat részesítették előnyben nemcsak 
az illető anyagok (P-endorfint és rokon vegyületei) RP-HPLC-jében, 
hanem extrakciós kinyerésében is [120, 121]. A szilárdfázisú extrák - 
ciót is ők vezezették be a Cls-szilika "minioszlop" ("cartridge") kifej
lesztésével, melyből aztán napjainkban a mintaelőkészítő oszlopok 
egész családja alakult ki [120, 122-124],

lonpárképző reagensek

78. táblázat

Párképző reagens Ellenion Minta

alkil-szulfonátok R-SO:O" aminosavak,
(metán, pentán, hexán. bázikus peptidek
heptán szulfonátok)

kámforszulfonsavak R-SO2O~ aminosavak
cc O perklórsav C1O4“ aminosavak,
O bázikus peptidek

trifluorecetsav CF,COO" peptidek
perfluorsavak R(F„)-COO~ peptidek
foszforsav h2po4”, hpo4!-. hidrofób peptidek

PO4” aminosavak,
alkilszulfátok, SDS r-oso2 bázikus peptidek
sósav cr peptidek

VJ kvatemer ammóniumsók
c o (tetrabutil-ammóniumsók Bu4N+ savas peptidek,

3 aminosavak
trioktilmetil-ammóniumsók) Oct,N+Me hidrofil peptidek
cetrimid C16H„N+Me, hidrofil peptidek

Perfluor-alkilkarbonsav ionpárképzők hatását peptidek kapacitás 
faktorára SCHAAPER vizsgálta részletesen a szekretin sorban [125- 
127]. Az ellenion lánchosszának növekedésével nőtt a peptidek 
retenciója. Ez a hatás hexapeptidek esetén jóval nagyobb volt, mint 
pl. a teljes, 27 tagú szintetizált pepiidnél. Az ionpárképző koncent
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rációjának növelése növelte a peptidek retencióját, de a szelektivi
tásra csak enyhe befolyással volt. Amikor TFA, pentafluor-propi- 
onsav (PFPA), heptafluor-vajsav (HFBA) és undekafluor-kapronsav 
(UFCA)-t használtak hidrofób ellenionként egy 12 pepiidből, ill. pro
teinből álló keverék RP-HPLC-je esetén, alapos különbségeket ész
leltek a retenciós időkben. A nyolc pozitív töltést hordozó ACTH,.18 
analóg trifluor-ecetsavban mutatta a legrövidebb retenciós időt; 
PFPA négyszeres, HFBA ötszörös, UFCA hétszeres időnövekedést 
mutatott [129].

Az ionpárképző reagens számára hozzáférhető pozitív töltések 
számától függően változott a peptidek elúciós helyzete. A trifluor- 
ecetsav hisztidin tartalmú peptidek esetén is viszonylagos hidrofobi- 
citás, és így retenciós idő növelő faktor [130]. Hozzá hasonlóan 
viselkedik az 1-heptán-szulfonsav is, pl. TRH kromatográfiás analí
zise során a hisztidin imidazol nitrogénje és a szulfonsavcsoport 
ionpárja kiváló elválást biztosít [131]. R.AGNARSSON és csoportja 
erősen hidrofil, bázisos peptidek RP-HPLC-jét oldotta meg szulfon- 
savak segítségével [132-135],

Számos bázisos timopoetin fragmens (TP4, TP5, Arg-Lys-Asp 
stb.) nem retardálódik C18 oszlopon (tR = tg). Tapasztalataink szerint 
nátrium-dodecil-szulfát ionpárképző alkalmazásával és az eluens 
szerves oldószer tartalmának ("organic modifier") változtatásával 
széles skálán változtatható retenciót érhetünk el [136].

a-MSH fragmensek elválasztására tett kísérleteink meggyőzően 
támasztják alá a foszfát és CH3COO~ ellenion okozta retenciós idő 
különbséget víz-acetonitril rendszerben (12. ábra).

Általános tapasztalat, hogy egy kromatográfiás rendszer szelek
tivitásában drámai változást lehet elérni, ha különböző ionpárképző 
ágenseket használunk. így például a Gly-Gly-Tyr, Gly-Leu-Tyr és 
Arg-Phe-Ala peptid elúciós sorrend megfordítható, ha az eluensben 
a foszforsavat Na-dodecil-szulfáttal helyettesítjük [137].

Az ionpárképző megváltoztatása pl. 6 mM HCl-ról 0,1% TFA-ra 
váltásnál meg változtatja a szelektivitást. Az elvárásnak megfelelően 
a peptidek kisebb retenciót mutatnak a HCl-t tartalmazó eluensekben, 
s a hatás több bázisos oldalláncot tartalmazó peptideknél erősebb.

IMOTO és Yamada 0,1% sósavat tartalmazó eluens rendszerekkel 
dolgoztak, melyet a foszfát ionpárképzővel szemben illékonysága, a 
TFA-val szemben pedig UV átlátszósága miatt részesítették előnyben 
[138].
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Peptid HPLC területén szerzett első tapasztalataink szerint a már 
említett (12. oldal) bacitracinszármazékok kromatográfiájában na
gyobb mértékű csúcsélesedést lehetett elérni akkor, ha az eluensek 
0,1% Na-lauril-szulfátot is tartalmaztak [139].

1

3
2

0 2 4 6 8 
Idő (perc)

12. ábra. a-MSH fragmenseinek elválasztása foszfát (A) és trifluor-acetát 
(B) ionpárképzők jelenlétében

Oszlop; ODS-Hypersil (125 x 4,0 mm)
Eluens: A: CH3CN-puffer (pH 2,0), (10-90 v/v)

B: CH3CN-H2O-TFA (10-90-1, v/v/v)
Detektálás: 220 nm
Komponensek: 1. 5 pg H-11-13-NH2 2. 5 pg 5-7-OH

3. 1,5 pg H-8-10-OH 4. 9 pg H-1-4-OH
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SCHÖNESHÖFER és FENNER részletesen tanulmányozták a fordított 
fázisú rendszerek alkalmazhatósági feltételeit biológiailag jelentős 
peptidek szeparálásában, különös tekintettel az elválasztást követő 
immunológiai tesztekre [140]. Az elválasztásokhoz elsősorban NH4- 
formiát és TFA ionpárképzőt használtak. Úgy tűnik, hogy a megfele
lő ionerősség feltétlenül szükséges tényező peptidek elválasztásában, 
a pH csak az amfoter aminosavak és peptidek polaritását befolyásoló 
faktor.

Az ellenionok retenciót befolyásoló legfontosabb tulajdonságának 
a töltéssűrűség látszik. Kisméretű, poláros ionok (pl. H2PO4~, C1O4~, 
(CH,)4N+ stb.) csak csekély mértékű kölcsönhatásba kerülnek az 
állófázissal és hidrofil ionpárképző mechanizmus szerint hatnak a 
peptidek retenciójára. Közepes polaritásé reagensek (pl. heptánszul- 
fonsav, (C4H9)N+ stb.) hidrofób ionpárt képezve növelik a peptidek 
retenciós idejét [141].

Nagy szelektivitáskülönbségek megfelelő reagensek alkalmazá
sával érhetők el (alkalmas alacsony pH-nál). Nem véletlen tehát, 
hogy ma már az ionpár-kromatográfia nagy népszerűségnek örvend. 
Ez természetesen a kémiailag kötött állófázisok terén elért nagy 
fejlődésnek köszönhető. Ionos és nem ionizálható komponensek 
keveréke esetén is alkalmazható módszer áll így rendelkezésre, míg 
ioncserélő gyantákkal ilyen elválasztási feladatokat nem lehet megol
dani.

4.3.5. Az RP-HPLC hatékonyságát befolyásoló tényezők

4.3.5.1. Átfolyási sebesség

Nagy elválasztási hatékonyság elérése céljából az eluens áramlási 
sebességét minden oszlopra optimálni kell. Molekulaméretben a 
TRH-tól (Ms = 362) inzulinig (Ms = 6000) tíz peptidet Bio-Rad 
ODS oszlopon vizsgálva megállapították, hogy a hatékonyság a 
molekulatömeg és a sebesség emelkedésével rosszabbodott [66].

Izokratikus elúciónál nagy feloldáshoz 1 ml/perc vagy az alatti 
sebesség szükséges, kivéve a nagyon kis peptideket. A peptidek 
csúcsszélesédésének fő oka a diffúzió, mivel az adszorpciót általában 
sók és savak adagolásával minimumra korlátozzák. A peptidméret 
tehát a diffúzión keresztül hat az oszlop hatékonyságára, ehhez még 
hozzá járulhatnak adszorptív és más, nem ideális tényezők is. Gradi
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ens elúciónál a mozgófázis áramlási sebessége a feloldást viszonylag 
kismértékben befolyásolja, de lényegesen hat az érzékenységre, 
hiszen a nagyobb sebesség egyben nagyobb hígítást is jelent.

4.3.5.2. Hőmérséklet szerepe

Amíg gázkromatográfiában hőmérséklet programokkal biztosítják 
a nagyhatékonyságú elválasztásokat, a HPLC-ben az oldószerprogra
mok játsszák ezt a szerepet. Ennek ellenére nem szabad lebecsülni a 
hőmérséklet hatását, amit az alábbi összefüggés támaszt alá:

10g k = 2,3 RT + 2,3RT + Iog

ahol a fázisarány, AH" az entalpiaváltozás és AS" az entrópiavál
tozás.

Gyakorlatilag 10 °C-os hőmérsékletemelés a van't Hoff-összefüg- 
gésnek megfelelően már lényegesen csökkenti a retenciót. A hőmér
séklet emelésével a csúcsszimmetria, az oszlop hatásossága, a diffú
zió, és a kapacitás javul, az eluens viszkozitása viszont csökken. 
(Adott áramlási sebesség eléréséhez gyakran emelik az eluens hő- 
mérsékeletét (pl. víz-MeOH rendszerek 30%-os keverékénél a leg
nagyobb a viszkozitás).

Peptidtérképek készítésénél kis triptikus peptidek és nagy, 
BrCN-es hasítással képződött fragmensek elválasztásánál azt tapasz
talták, hogy a hőmérséklet emelésével csökken a retenciós idő, azon
ban a műtermékek (pl. felhasadt csúcsok) előfordulási valószínűsége 
megnő, s összességében a feloldás csökken [143],

Peptidminták oldékonyságának növekedése a jelzett mértékű 
hőmérséklet-változással jelentéktelen, így ezen keresztül nincs lénye
ges változás.

4.3.5.3. Gradiens elúció

Széles polaritás, ill. hidrofobicitás skálán mozgó, komplex peptid- 
keverékek szeparációja, pl. enzimes emésztés vizsgálata, preparatív 
izolálás, peptidtérkép készítése ("peptide mapping") gyakran igényli 
izokratikus elúció helyett gradiens elúció alkalmazását. Gradiens 
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elúció esetén adott program szerint növeljük, ili. változtatjuk a szer
ves oldószer ("organic modifier") koncentrációját, lehetőleg széles 
tartományban. A gradiens elúciót izokratikus lépések sorozatával 
lehet modellezni. Ez azt jelenti, hogy a gradiens elválasztás kifejlesz
téséhez jó előre tudni a módosító koncentrációjának hatását az egyes 
minta komponensekre. A koncentráció emelésével ugyanis a retenció 
(azaz a Xr'-érték) csökken, de csak az oldékonyság határáig. Ha egy 
adott pepiidnél ezt elértük, a koncentráció további növelésére a k' 
ismét emelkedni fog. Ennek oka az, hogy az illető peptid oldékony- 
sága az adott víz-szerves oldószer-összetételnél "leromlott". Ez a 
megállapítás minden oszlop és minden peptid esetében igaz. A fenti
ekből következtetni lehet a gradiens elúció feltételeire:

a) Olyan koncentrációtartományt célszerű választani, melyben a 
peptidek 2-10 közötti k'- értékkel eluálódnak a méret, a szek
vencia, az állófázis és a puffer függvényében.

b) Peptideknél a k'—módosító oldószer % görbe meredeksége 
kb. háromszor nagyobb, mint általában, ezért a peptidtérkép 
éles csúcsokban jelenik meg a futtatás során.

c) Különböző peptidekre a meredekség eltérő és a minimumhely 
is változik. Ebből következik, hogy peptidkeverék esetén nem 
biztos, hogy egy adott gradiensforma kedvező lesz valameny- 
nyi komponens szép elválasztásához. Gyakorlatilag ez azt 
jelenti, hogy ismeretlen összetételű elegy esetén (pl. peptidtér
kép készítésénél) nehéz tervezni.

d) A szelektivitás elvesztésének csökkentésére tanácsos lassú 
gradienst futtatni, továbbá általában kerülni kell a magas 
szerves oldószer-koncentrációt (60-80%). Ajánlatos egy másik 
módszerrel (elektroforézis, HPCZE) is tájékozódni a keverék
ben levő komponensek számáról.

e) A csúcskapacitás növelése érdekében sokszor célszerű egy 
gyors gradienssebességről (5%/perc) lassú gradiensre (0,5%/ 
perc) váltani. További tapasztalati tény, hogy a gradiens
sebesség csökkentése csökkenti az átlagos csúcsmagasságot, 
mely hatást minimálni lehet az áramlási sebesség csökkenté
sével.

f) Kompromisszumot kell kötni a rövid analízis idő—maximális 
elválasztási hatékonyság követelményeket tekintve.
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g) A gyakorlatban leginkább CH3CN gradienseket alkalmazunk. 
Etil-alkohol, propil-alkohol használata sok esetben nem elő
nyös [859].

pBondapak C18 oszlopon, polipeptid hormonok kromatográfiája 
során Hearn azt tapasztalta, hogy az áramlási sebesség csökkentése 
gradiens elúciót alkalmazva megnövelte az elválasztási hatékonysá
got [144], Rivier tanulmányozta az áramlási sebesség hatását pepti
dek elválasztására úgy, hogy minden más paramétert változatlanul 
hagyott. p-Alkil-fenil oszlopon a peptidek elúciós térfogata változat
lan maradt, különböző mozgófázis sebességnél is. Minél kisebb volt 
a sebesség, annál könnyebben lehetett egy peptidkeveréket kompo
nenseire bontani [142].

Gyakorlati szempontból további jelentőséget ad a gradiens elú- 
ciónak, hogy ismeretlen peptid vagy peptidkeverék futtatása lehet
őséget ad az egyes komponensek izokratikus kromatografálási felté
teleinek megtalálására, ill. visszaszámolására is [145].

4.3.5.4. Peptidvisszanyerés (hozam, "recovery")

Ma már az RP-HPLC a legelterjedtebb módszer peptidek kroma- 
tográfíájában. Hátrányos tulajdonságai közé tartozik azonban, hogy 
alkalmanként alacsony visszanyerési százalékot és irreverzíbilis pep- 
tidadszorpciót tapasztalunk. E jelenség különösen fehérjék, ill. nagy 
molekulatömegű vagy hidrofób peptidek hidrofób állófázisokon tör
ténő kromatografálásakor lép fel (lásd a szabad szilanolcsoportok 
okozta problémákat: 1. 56 oldal). A jelenség tulajdonképpen negatív 
terhelési effektus (az ún. "loading effect"), mert csak kis peptid 
mennyiségek (1-30 pg injektálása) esetén jelentkezik (30% vagy 
kisebb visszanyerés is előfordult már!). Ez a viselkedés az állófázis
tól és az eluenstől is függ, s kvantitatív meghatározásoknál problé
mát okozhat [146].

Növelve a minta mennyiségét, elérhetjük a 100%-os visszanye
rést is. A terhelés felső határa egyébként a feloldás mértékétől függ. 
Analitikai oszlopokat sokszor mg-os méretben is meg lehet terhelni: 
peptidek szemipreparatív HPLC-jére az analitikai RP oszlopok lehe
tőséget adnak [147].

Fenti szempontokra WEHR és mtsai [148] a ranatenzint (11 tagú 
peptid) vizsgálták Cl8-as oszlopon úgy, hogy 100-szoros mérettar
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tományban változtatták az injektált anyag mennyiségét. Összeha
sonlításra MicroPak TSK 2000 SW gélszűrő oszlopot használták, 
ahol adszorpció nem lép fel (a visszanyerés 100%), s a többi kro
matográfiás feltétel azonos volt. 0,5 pg pepiidből a C18-as oszlopon 
csak 80%-ot tudtak mérni, sőt tovább csökkent az érték, ha még 
kevesebb pepiidet injektáltak az oszlopra. Sokszor sikerült 10 mg 
pepiidet vagy fehérjét a retenciós idők változtatása vagy a negatív 
terhelési hatás fellépése nélkül oszlopra vinni.

N1CE [150] CrC18 alkil-szilán tölteteken tanulmányozta a fehérje 
"recovery"-t. A rövid szénláncú oszlopok használatakor a polipeptid- 
hozam megjavult. Hosszabb láncú töltetek esetén (beleértve a Cs-at 
is) sok anyagnál "szellem" csúcsok lépnek fel, melyek azonos felté
telek mellett gradiens elúcióval csökkenthetők, C3 tölteten pedig 
eltűnnek. Az ajánlott alkalmazhatósági sorrend C3 > C6 >C8.

4.3.6. Általános következtetések.

Annak ellenére, hogy az elmúlt tíz-tizenöt év alatt óriási fejlődé
sen ment keresztül a folyadékkromatográfia, egy komplex peptidke- 
verék szétválasztása nem jelent rutinfeladatot. BÖHLEN és Kleeman 
[51] is alátámasztották, hogy teljes feloldást egyszeres RP-HPLC 
futtatásban nehéz elérni, különösen, ha például egy enzimatikus fe- 
hérje-emésztmény nagyszámú peptid-fragmens gyűjteményéről van 
szó. A gradiens elúció sem elégséges a kromatográfiásan hasonlóan 
viselkedő peptidek elválasztására. Optimális gradiens forma kivá
lasztása nem könnyű és időigényes feladat. Sokszor előnyösebb elő
ször lineáris gradienssel frakcionálni a keveréket, majd az elválasz
tott peptideket újra kromatografálni ("rechromatography"). Elterjedt 
módszer, ho.gy a részlegesen feloldott peptidzónákat izokratikusan, a 
szerves módosító oldószer koncentrációjának változtatásával, újra- 
kromatografálva nyerjük az optimális elválasztást. Ha ez sem vezet 
eredményre, célszerű szelektivitást változtatni (RP-HPLC alapsoro
zaton belül). További lehetőség az egyre inkább elterjedő HPCE 
(nagyhatékonyságú kapilláris elektroforézis) technika használata. Ma 
már megkövetelhető, hogy egy mikroszekvenálásra kerülő ismeretlen 
vagy szintetizált peptid tisztaságát RP-HPLC és HPCE képe egyér
telműen bizonyítsa.
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4.3.6.1. Az RP-HPLC-re vonatkozó általános tapasztalatok

— Nagyobb hidrofobicitást mutató hosszabb (Cn < 18) láncú álló
fázisok peptidekre nagyobb retenciót és szelektivitást mutatnak, 
de hajlamosak irreverzíbilis adszorpcióra, ami kisebb visszanye
rést ("recovery") okoz.

— Általános az egyetértés abban, hogy a 15-nél kisebb aminosav- 
tagszámú peptidek kromatográfiájára a C18-as fázisú RP töltetek 
a leghasznosabbak.

— Rövidebb láncú állófázisok (C8, C4, alkilfenil, alkilnitril) hidrofób 
jellege kisebb, ezért kisebb retenciót és nagyobb peptidhozamot 
mutatnak. Ilyen oszlopokhoz az alkalmazott eluensben kevesebb 
organikus oldószer lehet. Ez olyan szempontból előnyös, hogy 
adott esetben a biológiai aktivitás csökkenése is kisebb lehet 
ezáltal (ami egyébként elfordul RP-HPLC-vel biológiailag aktív 
peptidek esetén) [154]. E téren az izopropanol előnyösebb, mint 
az acetonitril [154],

— Az alkil-fenil és alkil-nitril fázisok néhány esetben azonos sze
lektivitást mutatnak, amely az aromás és poláros kölcsönhatáso
kon alapszik. Használatuk különösen erősen hidrofób peptidek 
(sok apoláros oldalláncú aminosavat tartalmazó szekvenciák vagy 
védett peptidek) HPLC-je esetén ajánlott.

— Sóhatás: védett peptideknél a lóg k' lineárisan nő a sókoncent
ráció növelésével; ionos csoportokat (pl. szabad -COOH vagy 
-NH2) tartalmazó minták esetén bonyolultabb a kép [114, 115].

— Ionos komponensek esetén lényeges hatása van a pH-nak is: N- 
védett amino, ill. peptidsavak (szabad -COOH csoporttal), ill. 
C-védett aminosavak ill. peptidek (szabad -NH2 terminálissal) 
nem szimmetrikus csúcsokként jelennek meg a kromatogramon, 
ún. csúcs-"tailing"-et mutatnak, melyet az illető csoportok 
disszociációja okoz. Ezen megfelelő pH-érték kiválasztásával 
segíthetünk.

— A hőmérséklet 10 °C-kal történő növelése 2-3-szoros faktorral 
csökkenti a retenciós időt.

4.3.6.2. Az RP-HPLC értékelése

Az RP-HPLC előnyei:
a) egyszerű kezelhetőség,
b) széles eluens spektrum,
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c) nagy hatékonyságú és szelektivitású nyomásstabil oszlopok, 
d) szerves oldószereknek és enyhe savaknak ellenálló töltetek, 
e) vizes eluensek, kompatibilisek biomolekulákkal is, 
f) gyors analízisidő, gyors ekvilibrálás,
g) másodlagos kémiai egyensúlyok felhasználása (ionizáció, 

ionpárképzés, ligand csere),
h) detektálási lehetőségek a vizes eluens miatt kiterjedtek (elekt

rokémiai detektálás),
i) kereskedelmi forgalomban sok RP-töltet kapható,
j) fiziko-kémiai mérésekhez felhasználható (hidrofobicitás-mé- 

rés, ionizációs, komplex állandók mérése, QSAR-mérések 
stb.)

Az RP-HPLC korlátái:
a) korlátozott pH-tartomány (pH 3-8),
b) szabad szilanolcsoportok jelenléte, 
c) a retenció "nem tiszta", nem egyértelmű, 
d) "kereskedelmi" oszlopok problémái, 
e) biológiai aktivitást néha csökkenti, 
f) recovery (visszanyerés) nem megfelelő, "loading effect” (ter

helési) előfordul.

4.4. IONCSERÉS KROMATOGRÁFIA (HP-IEC)

A hetvenes évekig peptidek analízisében és tisztításában elsősor
ban a (Sephadex) gélszűrés és azt követő ioncserés kromatográfia 
állt az első helyen. Az RP-HPLC (főleg ionpár változata) fokozato
san kiszorította az ioncserét (bár ezen a területen indult a HPLC 
kialakulása!), és a megfelelő HP-IEC nemcsak az aminosavak, 
hanem a peptidek területén is szép eredményeket mutatott fel. A 
módszer ortogonalitása és az ioncserélő oszlopok nagy kapacitása 
(nagyobb, mint a fordított fázisú tölteteké) miatt azonban ma is 
hasznos eszköznek tekinthető peptidek tisztításában. Preparatív eljá
rásokban kisebb költségigénye ugyancsak előnyössé teszi. Polimer 
ioncserélő gyanták (melyek a modern aminosavanalizátorokból jól 
ismertek) is alkalmasak peptidek szeparálására. DlZDAROGLU szabad 
peptideket olyan Micropak AX-10 gyenge ioncserélő oszlopon sze
parált, mely töltet a Lichrosorb Si-60 10 pm-es szilika kémiailag 
kötött állófázisú változata [155-157]. Eluensként trietil-ammónium- 
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acetát puffer és acetonitril elegyét használta szekvenciaizomer dipep- 
tidek, diasztereomer dipeptidek és homooligopeptid-sorozatok elvá
lasztására. Savas aminosavakat tartalmazó peptideknél (melyek nem 
tartalmaznak kompenzálásra alkalmas bázikus aminosavakat) híg 
hangyasavoldatot (pH 2,6) alkalmazott. Sikerrel kromatografált na
gyobb peptideket is (30 aminosav), beleértve a szomatosztatint, ribo- 
nukleáz S-peptidet, a-endorfint, glukagont és bradikinineket, angio- 
tenzineket és neurotenzin diasztereomereket is. Legnagyobb eredmé
nye, hogy módszereivel, melyek érzékenységben, csúcsszimmetriá
ban, reprodukálhatóságban, oszlopélettartam, visszanyerés tekinteté
ben is kiválót nyújtanak, sokkomponensű peptidkeverékek és közel 
azonos szerkezetű peptidek is elválaszthatók [155-157]. Az általa 
használt eluenseket könnyű elkészíteni és lehetővé teszi a detektálást 
200-220 nm-es UV tartományban is. A nyert minták liofilizálással 
egyszerűen izolálhatok. Andrews [855] szulfátéit Leu-enkefalint 
SynChrom AX300 gyenge anioncserélő oszlopon pH 3,0-nál tisztí
tott és számos esetben kombinálta az RP-HPLC-t HP-IC-vel. Kati
oncserélőként a poly-SULFOETHYL-Aspartamide-t részesítette 
előnyben szabad aminocsoportot tartalmazó peptideknél.

Fehérjék enzimatikus lebontással készült peptidtérképeinek elké
szítésére szívesen használnak HP-IEC-t [855]. Ebben az esetben a 
nyert minták sótalanítását RP-HPLC-vel lehet elvégezni.

Peptidek nagyhatékonyságú ioncserés kromatográfiájának főbb 
jellemzői:

töltetek mechanikai és kémiai stabilitása, 
gömb alakú (5-10 pm) szemcsék, 
magas ioncserélő kapacitás, 
változtatható pórusátmérő (100-500 Á), 
95%-nál nagyobb visszanyerés, 
hidrofil jelleg, 
szilika alapúak (Toyo Soda, Synchrom) vagy 
organikus polimerek (Pharmacia).

Welinder és Linde [158] az inzulin példáján hasonlította össze 
az RP-HPLC és a HP-IEC teljesítőképességét. Azt találták, hogy a 
kromatográfiás kép nagyon hasonló, de az ioncserés kép kevésbé 
csúcsgazdag a kisebb szennyeződéseket illetően (proinzulin, inzulin- 
dimer, arginin-inzulin stb.), s a legnagyobb szennyezőcsúcs a dez- 
amidoinzuliné. A monojódozott inzulinnál is azt tapasztalták, hogy a 
Mono Q ioncserélő oszlop csak a töltéskülönbség alapján szeparált.
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A 13. ábrán jól látható az ioncserés és fordított fázisú vizsgálat 
különbözősége. Gyakran előfordul, hogy az RP-HPLC kép egy 
szimmetrikus csúcsa ioncserés kromatográfiában több csúcsra hasad 
fel és viszont.

Ab
sz

or
ba

nc
ia

 (2
55

 n
m

)

Idő (perc) Idő (perc)

13. ábra. HP-IEC és RP-HPLC összehasonlítása marha agyalapi mirigy 
savas extraktumának vizsgálatában

I. Oszlop:
SCX (4,6x200 mm), 5 pm, 300 Á

Eluens:
A: 5 mM foszfát puffer (pH 3,0) - 

25% CH,CN
B A + 1,0 M KC1

Gradiens: 0 —> 18% B/60 perc
Sebesség: 0,7 ml/perc

II. Oszlop:
SynChrom RPC-8 (4,6x250 mm)

Eluens:
A: 0,1% TFA
B: 0,1% TFA CH,CN-ben

Gradiens: 0 —> 50%B/60 perc
Sebesség: 0,7 ml/perc
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A HP-IEC-ben enyhébb körülmények között (vizes oldatban, 
szerves módosító oldószerek nélkül) lehet kromatografálni, ami a 
biológiai aktivitás szempontjából fontos lehet. Sok esetben nagy só
koncentrációjú eluensekkel kell dolgozni, ami károsítólag hat a 
HPLC rendszer elemeire (pumpa, fém csatlakozások, oszlop, szűrő 
stb.).

A rozsdamentes acél helyettesítésére a feniléter-éter-keton poli
merből (PEEK) készült alkatrészeket, oszlopokat vezettek be. A 
fentiek miatt terjedt el a gyakorlatban a Pharmacia cég által kidolgo
zott gyors peptid, fehérje és polinukleotid folyadékkromatográfia 
(FPLC) módszer. Az FPLC az első biokompatibilis HPLC rendszer, 
napjainkban a biotechnológia HPLC-je. Emellett olyan rendszer, 
ahol nincs szükség nagynyomású pumpákra, hogy a kívánt, kiváló 
elválasztási hatékonyságokat elérjék. Az új töltet peptidtérképek ké
szítésére is kitűnően bevált [159].

4.5. KROMATOFÓKUSZÁLÁS

Az ioncserélők lehetőséget adnak arra is, hogy polipeptideket, 
fehérjéket izoelektromos pontjuk szerint szeparáljuk. A külső elekt
romos feszültség nélküli izoelektromos fókuszálást az ún. kromato- 
fókuszálást SLUTERMAN és mtársai [160, 161] dolgozták ki. Az ion
cserélőn, annak részvételével alakítottak ki pH gradienst, amit 
egyébként egy gradiensképző segítségével két különböző pH-jú puf- 
feroldat fokozatos keverésével tudunk előállítani és az oszlopra kül
deni. A minták izoelektromos pontjuknak megfelelő sorrendben elu- 
álódnak, ugyanakkor fókuszáló hatás is fellép, ami csúcsélesedésben, 
a minta koncentrálódásában és nagy feloldóképességben nyilvánul 
meg. Összességében a töltés alapján működő szeparálás egy nagyha
tékonyságú (kromatográfiás) változata áll rendelkezésünkre. Az opti
mális hatékonysághoz lineáris pH gradiens szükséges, a pufferoldat- 
nak és az ioncserélőnek széles pH-tartományban nagy pufferkapaci- 
tással kell rendelkeznie. A Pharmacia cég pufferrendszereket és ion
cserélőket dolgozott ki erre a célra. A csúcsszélesség 0,04-0,05 pH 
egység és néhány száz milligramm fehérjekeverék kromatografálható 
egy lépésben. Ha az ioncserélőnél az eluens (az izoelektromos fel
használásnál jól ismert) hordozó amfolitokat tartalmaz, amfolitkiszo- 
rításos kromatográfiáról beszélünk, melyet először Laabeck és
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Robinson [162] valósított meg. Az említett új módszerek elsősor
ban a fehérjekémikusoknak nyújtanak segítséget.

4.6. NAGYHATÉKONYSÁGÚ GÉLKROMATOGRÁFIA 
(HP-GPC)

Gélkromatográfiában a töltet ideális esetben kizárólag a kompo
nensek oldatbeli molekulamérete alapján szeparál (size exclusion 
chromatography). A gélek olyan molekulaszűrőt jelentenek, ahol a 
csökkenő méret sorrendjében hagyják el a komponensek az oszlopot. 
Porath és Flodin [163] munkái alapján keresztkötéses dextránt 
vagy poliakrilamid gélt felhasználva fejlődött ki a Sephadex (ill. 
Sepharose) kromatográfia (GPC). A technika ma széles körben elter
jedt hidrofil (és hidrofób) makromolekulák (így elsősorban peptidek, 
fehérjék) analízisében, izolálásában és tisztításában. A kromatográ- 
fiához vizes eluensrendszereket, pufferoldatokat alkalmaznak, melyet 
szerves oldószer módosító komponensekkel kombinálhatnak. A 
Sephadex azonban mechanikailag nem stabil, ezért az eluens áramlá
si sebességét (s ezzel a nyomást) nem lehet tetszőlegesen emelni. Ez 
a gyakorlatban azt jelenti, hogy a GPC időigényes. Az előrelépést, a 
HP-GPC kialakulását olyan töltetek kifejlesztése tette lehetővé, me
lyek nyomásállósága megfelelő, nagy feloldóképességgel bírnak, kis 
szemcseméretűek (5-7 pm-es is van már), szabályozott pőrusmé- 
rettel, ill. megfelelő pórusméret-eloszlással rendelkeznek, és nem 
adszorbeálják a polipeptideket. Ezeken a kémiailag módosított felü
letű (pl. diói, Macetilpropilamin stb. csoportok), porózus szilika 
alapú tölteteken a komponensek elválasztása főleg molekulaméret 
alapján történik (melyet a pórusok hozzáférhetősége befolyásolhat), 
ha az ionos kölcsönhatásokat (ioncsere, ionkizárás) minimalizálni 
tudjuk, s ha a hidrofób kölcsönhatások elhanyagolhatók. A töltetek 
előállítása során arra is törekedtek, hogy a kisebb molekulatömegű 
(< 1000 D) tartományokban is jól működjenek. Globuláris fehérjéket 
(5000-500 000 D) különböző pórusátmérőjű TSK-GEL SW oszlopo
kon jól lehet szeparálni [164], A TSK-G 2000 SW 30.000 D alatti, 
a 3000SW 30-500 000 D közötti, a 4000SW pedig 500 000 D feletti 
tartományban működik jó elválasztási hatékonysággal.

Kis peptidek molekulatömegét Bio-Sil TSK 20 és Biogel TSK 
125 oszlopokon határozták meg [168], A TSK 20 oszlop jó szepará
lást mutat 1000-10000 D molekulatömegű peptidekre, és a lóg Ms 

81



fordítottan arányos a retenciós idővel. Peptidek móltömege a 800 és 
3500 D tartományban két TSK 125 oszlop kombinációjával jól meg
határozható volt. Shioya [169] kb. 50 peptid (Ms 200-10000 D) 
kromatográfiáját tanulmányozta TSK-G 2000SW oszlopon. Az elú- 
ciós térfogatok (a kapacitás faktorok) oldószerenként változtak az 
egyes peptidekre, de mindegyik rendszerben a molekulatömegek sor
rendjében eluálódott a peptidsorozat nagy része. Egy csoport peptid 
(Gly-Trp, angiotenzin I és II, inzulin A és B lánc, S-szulfonátok) 
adszorbeálódott a gyantához és a vártnál később eluálódott; egy má
sik csoport (melittin, mastoparan) viszont a vártnál sokkal gyorsab
ban tette ugyanezt. SHIOYA mindezekből azt a következtetést vonta 
le, hogy a peptidek molekulatömegének GPC-vel történő meghatáro
zása nem túl meggyőző, ezért modell peptidek felhasználásával (me
lyek közel azonos móltömegűek, de különböző elúciós térfogattal 
rendelkeznek) részletesen tanulmányozták az áramlási sebesség és az 
elméleti tányérmagasság összefüggését [169]. Közel azonos moleku
latömegű peptidekre az optimális HETP-hez tartozó eluens sebesség 
ugyanaz, annak ellenére, hogy a HETP értékek eltérőek az egyes 
peptidekre az elúciós mechanizmus különbözősége miatt. Az adszor- 
beálódó peptidek kisebb HETP értékkel és nagyobb elúciós idővel 
rendelkeznek. A lóg Ms és az optimális áramlási sebesség közötti 
összefüggés lineáris és inverz (mindegyik peptidre); s ez foszfát
fiziológiás sóoldat eluensben is igaz. A fentiek alapján meg
határozott móltömegértékek jobban megfeleltek a valóságnak, mint a 
konvencionális meghatározások értékei.

Polipeptidek méret szerinti elválasztása csak az eluens pH-jának 
és ionerősségének megfelelő beállításával lehetséges. Nem illékony 
pufferekből aránylag magas koncentrációt lehet felhasználni az ion
erősség növelésére, hogy minimálisra csökkentsük a pozitív töltésű 
minták és a negatív töltésű töltetfelszín ionos kölcsönhatásait. Ez 
ugyanakkor csökkenti a negatív töltésű fehérjék elektrosztatikus re- 
pulzióját a negatív felszínnel és az elméletileg becsült értéknél na
gyobb elúciós térfogat jöhet így létre. Alacsony ionerősség általában 
gyenge feloldást és visszanyerést eredményez széles skálájú izoe- 
lektromos ponttal rendelkező vagy hidrofób karakterű fehérjék ese
tén.

Rivier biológiailag kompatibilis, UV-átlátszó, lehetőleg illékony 
puffért keresett, amely jó rezolválást tesz lehetővé peptidek és fehér
jék széles körében. A peptidek RP-HPLC-jében jól bevált trietil- 
ammónium-formiát (TEAF) és trietil-ammónium-foszfát (TEAP) 
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pufferek itt is megfelelőnek mutatkoztak [170], Adott mennyiségű 
acetonitril jelenlétében ezek kompatibilisek voltak a PÁC 1-125 fe
hérjeelemző oszloppal.

TRH-től a globulinokig lineáris összefüggést kapott a lóg Ms és 
a retenciós idő között, izoelektromos ponttól függetlenül [170]. Na
gyobb fehérjék szeparációjához kevesebb acetonitril-, míg kisebb 
peptidekhez magasabb acetonitril-koncentráció kedvező, továbbá 
alacsony pH-jú vizes puffer (pH 3) ajánlatos az elválasztásokhoz.

Rivier szerint a fenti típusú molekulatömeg-meghatározás elő
nyei a nagy érzékenység, pontosság és gyorsaság [171].

Fehérjék GPC-s vizsgálataiban általában nem használunk denatu- 
rálódást előidéző oldószereket, hogy a fehérje "natív" konformációja 
megmaradjon (antigén és enzimatikus sajátságaival együtt) [174]. 
Előfordul, hogy az oszlop feloldóképessége növelhető denaturáló 
szerrel, pl. Na-dodecil-szulfát (SDS) vagy guanidinhidroklorid hasz
nálatával. Jelenlétük növeli az Ms-meghatározás pontosságát (5-7%), 
mert a konformáció egységesebb és a gélmátrixszal való kölcsönha
tása minimális.

SCHNEIDER [175] és mtsai nagy nehézségekbe ütköztek tarantula 
pókból származó enzimes emésztéssel kapott peptidkeverékek kro- 
matografálásánál, mert erős aggregációt tapasztaltak, kivéve, ha na
gyon rövid oszlopot használtak. 8 M karbamidoldatot adtak az elu- 
enshez a probléma megoldására.

A GPC a hidrodinamikus térfogat alapján szeparálja a molekulá
kat. Ezért az oszlopnak lehetőleg neutrálisnak kell lennie és jó, ha 
polaritása közel egyenlő a mozgófáziséval. Ha nem így van, akkor a 
különféle egyensúlyi folyamatok révén a méretelválasztáson kívül az 
oszlopnak is jelentős szerepe lesz a kromatográfiás folyamatban. 
Ezáltal a meghatározás hibája jelentősen megnő. KOPAC1EWICZ és 
Regnier [176] számos fehérjét kromatografált SynChrom GPC-100, 
TSK-G 2000 SW és TSK-G 3000 SW oszlopokon, alacsony 
ionerősségnél. A fehérje szelektíve adszorbeálódhatott, ion "kizáród
hatott", vagy ideálisan méret "kizáródhatott" a mozgófázis pH-jának 
változtatásával az izoelektromos ponthoz (pl) képest. A hatások a 
fehérjék és a töltet szilanolcsoportjainak elektrosztatikus kölcsönha
tásaival magyarázhatók.

Hansen [177] Hydrogel IV oszlopon (mely vizes oldószerekkel 
kompatibilis poláros organikus polimer), négy különböző pepiidet 
vizsgált. A töltet 5000-40000 D tartományban működik jól, az alkal
mazott peptideknek 40%-os acetonitrilben az oszlop oldószertérfoga
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tán belül kellett volna eluálódniuk. A víznél erősebb eluensben 
azonban 2 pepiidnél fordított fázisú viselkedést tapasztaltak: a csúcs
szélesedés más tényezőkre is utalt, mint a molekulaméret. A legerő
sebben retardáló komponensek a bázikus tulajdonságú, nagy pepti
dek voltak.

Preparatív szempontból fontos, hogy a gélkromatográfia kitűnően 
használható védett peptidek tisztítására is [181, 182]. WÜNSCH pep
tid "bibliája" [13] hatalmas gyűjteményt tartalmaz erről a területről.

A Sephadex gélek (G-sorozat) nagyon hatékonynak bizonyultak 
széles Ms-tartományban peptidek kromatográfiájára általában vizes 
puffer eluensekkel. Ezek a rendszerek a védett peptid esetében oldé- 
konysági problémák miatt rendszerint használhatatlanok. A fejlődést 
a Sephadex LH-20 (majd LH-60) géltöltet jelentette, mely a 
Sephadex G-25 hidroxipropilezett változata és dimetilformamidban, 
valamint más szerves oldószerben (alkohol, CHC1„ etil-acetát, tetra- 
hidrofurán, acetonitril stb.) is használható. Hidrofil és lipofil tulaj
donságokkal is rendelkezik. Sokan az LH-60-al együtt "fordított 
fázisú" gélnek nevezik. 2500-3000 D kizárási határig alkalmazható 
peptidekre; nagyobb védett peptidekre a Sephadex G-50 és G-75 5% 
vizet tartalmazó hexametil-foszforsav-triamiddal, ill. a belőlük ké
szült Sephadex LH-60-ban dimetilformamidos eluens rendszerekkel 
használható. Galpin [181, 182] nagyon szép eredményeket ért el 
védett peptidek tisztításában (1. Megoszlási kromatográfia, 30. 
oldal): Enzacryl K2 gél esetén dimetilformamidot és A-metil-pirroli- 
dont használt 10000 D-ig szintetikus, védett peptidek tisztítására. 
Sokszor változó oszlophatékonyságot talált, különösen gyenge oldé- 
konyságot mutató peptidek esetén. A Sephadex LH-60-nál (mely az 
LH-20 magasabb homológja) a DMF és A-metil-pirrolidon általáno
san használható volt jó feloldással és viszonylag nagy áramlási se
besség mellett. A védett peptidek nagy többsége kielégítően kroma- 
tografálható ebben a rendszerben, de néhány esetben aggregáció elő
fordulhat. Az IVANOV-csoport is a HP gélkromatográfiát használta 
védett peptidek tisztításában [183].

Peptidek móltömegének meghatározására Richter [184] BioSil 
TSK 20 (hidroxilezett poliéterekkel módosított szilika) és BióGel 
TSK 125 oszlopokat használt.A TSK 20 1000 és 10000 D között 
5% pontossággal, két kombinált TSK 125 oszlop 800 és 3500 D 
között adott jó meghatározásokat.
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14. ábra. Peptidek Ms kalibrációs görbéje két kombinált TSK 125 haszná
lata esetén [ 184]

A "SynChropak GPC Peptide" egy új töltet peptidek gélkromato- 
gráfiájára, melyet kis peptidekre is (Ms 100-30000 D) használni 
lehet.

Peptid- és fehérjetartalmú anyagok vizsgálata során a mintákban 
lévő sókoncentráció sok esetben (biológiai minták, tömegspektro- 
metriás analízis, ioncserés aminosavanalízis, szekvenálás stb.) gon
dot okoz. Sók eltávolítására legtöbbször gélkromatográfiát, ioncserés 
vagy fordított fázisú oszlopot ("cartridge") lehet használni.

4.7. HIDROFÓB KÖLCSÖNHATÁSI HPLC (HIC)

RP-HPLC használata esetén polipeptidek, fehérjék hidrofobicitá- 
suk mértékének megfelelően szeparálódnak, a mátrix hidrofób cso
portjai és a polipeptid apoláros oldalláncai közötti kölcsönhatás ré
vén. A töltet nagy felületi hidrofobicitása miatt erős a kölcsönhatás, 
ezért az elúcióhoz szerves oldószerek szükségesek, melyek konfor
mációváltozást okoznak a mintában (pl. enzim "unfolding", denatu- 

85



rálódás stb.), ami biológiai aktivitás csökkenéssel vagy teljes elvesz
tésével is járhat. A hidrofób kölcsönhatási kromatográfia hasonló 
mechanizmus szerint választja szét a polipeptideket, mint az 
RP-HPLC, de nem okoz (lényeges) denaturálódást (ami következ
ményekkel jár a biológiai aktivitást illetően) [185].

A BioGel TSK Phenyl-SPW szerves polimer alapú oszlop "rit
kább" felületi eloszlásban tartalmaz fenilcsoportokat, amely elsősor
ban felelős a mintával való kölcsönhatásokért, így olyan pufferekkel 
végezhető az elúció, melyek kompatíbilisak a natív biomolekulákkal. 
Magas sókoncentrációnál a peptidek retenciós ideje nagy, az elúciót 
csökkenő sókoncentráció gradienssel érjük el [186]. Fenti oszlop 
esetén 1,0-2,0 M ammónium-szulfát az induló koncentráció 0,1 M 
foszfát pufferben (pH 7,0!) és innen csökkentjük a só mennyiségét a 
foszfát puffer szintjéig. Ha a fehérje a kezdeti sókoncentrációnál 
kicsapódik (ez még nem okoz denaturálódást), alacsonyabb sókon
centrációjú gradienst vagy olyan puffért használunk, mely kevés 
karbamidot, szerves oldószert (pl. MeOH, acetonitril vagy dimetil- 
szulfoxid), vagy detergenst (pl. SDS, Triton, Brij) tartalmaz és nem 
okoz denaturálódást. A sóhatásokat Szepesy vizsgálta részletesen 
[853],

Ezen röviden jellemzett módszer alkalmazásakor az állófázis 
gyengébb kölcsönhatásba lép az elválasztandó polipeptidekkel, így 
azok biológiai aktivitása kevésbé károsodik az elválasztás során. A 
hidrofób kölcsönhatási kromatográfiának nagy jelentősége van az 
érzékeny biológiai minták (enzimek, fehérjék) HPLC-s tisztításában 
[185],

4.8. HIDROFIL KÖLCSÖNHATÁSI HPLC (HILIC)

Hidrofil, neutrális töltetű kromatográfiás oszlopokon hidrofób 
(azaz sok organikus oldószert tartalmazó) eluenssel dolgozva 
Alpert [187] azt tapasztalta, hogy a mintakomponensek hidrofobi- 
citásával a retenciós idő növekszik. A normál fázisú kromatográfia 
ezen változata aminosavak, peptidek, fehérjék, oligonukleotidok és 
szénhidrátok esetén akkor használatos a gyakorlatban, amikor az 
RP-HPLC csődöt mond. Egyébként a nyert elúciós sorrend éppen 
fordítottja az RP-HPLC-ben vártnak. Asn, Ser peptidek, valamint 
foszforilezett aminosavak és peptidek, továbbá bázikus peptidek 
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esetén alkalmazták már. Gradiens elúció esetén növekvő sókoncent
ráció gradienst (K-metil-foszfonát, NaC104, trietil-amin-foszfát) vagy 
csökkenő szerves oldószer koncentráció gradienst használnak. A 
kezdeti acetonitril- vagy izopropanolkoncentráció rendszerint magas: 
70-85%. Az egyik legújabban kifejlesztett HILIC-töltet a PolyHyd- 
roxyethyl A [188],

Ha ioncserélő oszlopot HILIC módban használnak, tulajdonkép
pen kevert mechanizmus működik: az elektrosztatikus kölcsönhatá
sokra rakódnak még a hidrofil kölcsönhatások, így sokszor az ion
cserénél jobb szeparálódást lehet elérni. A módszert peptidtérképek 
készítésénél, C és N-terminális peptidek vizsgálatánál, diszulfídhíd- 
kötésű peptidek, bacitracinok analízisénél tudták jól hasznosítani.

4.9. KISZORÍTÁSOS KROMATOGRÁFIA

A minta oszlophoz kötésének további, azaz másodlagos befolyá
solásán alapszik a kiszorításos ("displacement") kromatográfia. Elve 
TiSELIUS [1,89] óta ismert. Napjainkban egyre inkább előtérbe kerül 
használata, mely elsősorban a rendelkezésre álló modern technikák
nak és tölteteknek köszönhető. A kromatográfia ezen módjánál az 
oszlopra vitt (megkötött) vizsgálandó mintakeveréket olyan oldószer
rel eluáljuk az oszlopról, mely az összes szétválasztandó kompo
nensnél jobban kötődő anyagot ("kiszorító" vagy "előhívó", "displa- 
cer") tartalmaz. A kiszorító anyag maga előtt tolja a komponenseket. 
Ha az oszlop elég hosszú, az elmozdult komponensek zónákba ren
deződnek. Az egyes zónák a tiszta komponenseknek felelnek meg. 
A komponensek sorrendje az egyes komponensek állófázishoz való 
affinitásától függ. A legkisebb affinitású komponens halad legelöl, 
minél nagyobb a komponensek affinitása, annál hátrább helyezked
nek el. Ennek a zónasorozatnak legutolsó tagja a kiszorító anyag. 
Töltéssel rendelkező kiszorító anyag használata (pl. benzil-dimetil- 
hexadecil-ammónium-klorid előnyös, mert az eluens pH-jának vál
toztatásával lemosható az oszlopról. Töltéssel rendelkező minta, pl. 
peptid esetén a "displacer" kölcsönhatásba léphet a komponenssel, 
ezért ilyenkor semleges molekulát (pl.2-(2-butoxi-etoxi)-etanol) 
használnak segédanyagként, vagy a pH megválasztásával zárják ki a 
kölcsönhatást: bázikus pepiidből savas pH-nál a fenti kvaterner só 
megfelelő kiszorító lehet.
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CRAMER és Horváth [190-195] peptidek preparatív tisztítására 
használták az RP-HPLC-t kiszorításos módszerrel. A technika szá
mos biomolekula, többek között fehérjék tisztításában is sikeres 
alkalmazásra talált [196-198]. Peptidszintézisnél "tandem" használják 
karboxipeptidáz-Y-reaktorral [199].

15. ábra. Bz-Arg-Met-LeuNH2 nyerstermék tisztítása kiszorításos kromato- 
gráfiával [190]

Minta: Bz-Arg-Met-Leu-NH2 5,0 mM, Bz-Arg-Met 0,9 mM,
Bz-Arg 0,2 mM, Leu-NH2 4,5 mM (22 ml)

Oszlop: 250 x 4,6 mm, 5 pm, Zorbax C-18
Hordozó: 0,1 M foszforsav pH 2,2
Kiszorító: 40 mM decil-trimetil-ammónium-bromid 15% MeOH - 

0,1 M foszforsav (pH 2,2) keverékében
Sebesség: 0,5 ml/perc, hordozó: 0,1 ml/perc
Hőmérséklet: 22 "C

Peptidek kiszorításos kromatográfiájában a következő előhívó, 
"displacer" anyagok használatosak: izopropanol, izobutiléter, benzil- 
dimetil-pentadecil-ammónium-klorid, acetilpiridinium-klorid ("cetri- 
mid"), benzil-dimetil-hexadecil-ammónium-bromid és 2-(2-butoxim- 
etoxi)-etanol.
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FELLEGVÁR! [200] inzulin és méhméreg komponensek (melittin, 
apamin) analitikai és preparatív kiszorításos kromatográfiáját oldotta 
meg fordított fázisú rendszerekben.

A preparatív folyadékkromatográfia alapjait szolgáltató, a tölteten 
és az eluensben levő mintakomponens koncentráció közötti össze
függéseket a Langmuir-féle izotermák írják le. Ezekből nyerhetünk 
felvilágosítást az anyagok retenciós idejére, telítési értékére és (az 
izoterma alakjából) a kromatográfiás csúcs alakjára. Az adszorpciós 
izotermák ismerete esetén meg lehet jósolni a mintakomponensek 
retenciós idejét és a preparatív kromatográfia legkedvezőbb elválasz
tási körülményeit, mely nem jelenti szükségszerűen csak az analiti
kai elválasztások egyszerű méretnövelését [200],

A preparatív méréseket nagy anyagmennyiséggel végezzük, 
amelyekhez tartozó koncentrációk az adszorpciós izotermák nem
lineáris szakaszára esnek. A csúcsok nem szimmetrikusak (mint az 
analitikai elválasztásoknál), a csúcsmaximumok retenciós ideje és a 
csúcs szélesség függ a komponensek mennyiségétől is. Peptidek, 
fehérjék és aminosavszármazékok preparatív tisztításánál egyre kiter
jedtebben alkalmazzák a kiszorításos kromatográfiát [190-192, 201].

4.10. NAGYHATÉKONYSÁGÚ AFFINITÁS 
KROMATOGRÁFIA (HP-AC)

A biotudományokban jól ismert, hogy biomolekulák kromatogra- 
fálására a leghatékonyabb módszer az affinitás kromatográfia. A 
módszer azon alapul, hogy a minta reverzibilis, biospecifikus köl
csönhatásba (affinitás, pl. enzim-szubsztrát vagy immunhatás) lép a 
mátrix-szal (töltet) a biológiai funkció és/vagy a speciális kémiai 
szerkezet (konstitúció + konfiguráció + konformáció) alapján [202], 
Az adszorpciós kromatográfia speciális esetéről van szó, melyet a 
gyakorlatban gélkromatográfiás körülmények között valósítanak 
meg. A nagyhatékonyságú affinitás kromatográfia a konvencionális 
affinitás kromatográfia és a HPLC szintézise. így a HP-AC mindkét 
technika előnyeit egyesíti magában és csökkenti egyenkénti korlátái
kat [203-209],

Az ideális HP-AC töltet tulajdonságai:
— porózus (átjárható, nagy móltömegű vegyületek részére is), 
— hidrofil (nem specifikus hidrofób kölcsönhatású lehetőségek

től mentes),
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— töltött csoportot nem tartalmaz (nem specifikus ionos köl
csönhatás kizárható),

— könnyen kapcsolható specifikus liganddal (eredeti tulajdonsá
gaikat megőrizve),

— kémiailag és mechanikailag stabil (élettartama vizes pufferek 
használata esetén, nyomás alatt is nagy)

— lehetőleg "olcsó".

Ezek alapján a porózus szilika (2, 5, 10 pm részecskeméret 
60-300-500 A pórusátmérővel) kitűnően megfelel a célra [202].

A szilikafelület REGNIER szerint y-glicidoxipropil-szilánnal [210- 
212] könnyen módosítható úgy, hogy alkalmas lesz specifikus ligand 
hozzákapcsolására. Az affinitás kromatográfia ligandjai: enzim inhi
bitorok, koenzimek, enzim szubsztrátok, antitestek, antigének stb. 
-NH2, -OH vagy -SH csoportjuk révén enyhe körülmények között 
kapcsolhatók a módosított szilikához.

OHTA [213] az enzimatikusan inért tripszinszármazékot, az 
anhidrotripszint kötötte diol-szilikához 2,2,2-trifluor-etánszulfonil- 
kloridos (trezil-klorid) aktiválással. Ez utóbbi reagens az affinitás 
töltetek készítésében használatos bróm-cián hátrányos tulajdonságait 
küszöböli ki. AHT-diolszilika oszlopot a C-terminálison lizint vagy 
arginint tartalmazó peptidek szelektív elválasztására lehet használni, 
pl. tuftszin, bradikinin jól retardálódik rajta, más peptid (mely nem 
tartalmazza a megfelelő C-terminálist) viszont az oldószerekkel 
együtt halad rajta keresztül [213].

Affinitás kromatográfiában a HPLC használatát rigid gélekkel 
Sportsman és Wilson vezette be [214], A nagyhatékonyságú im- 
munoaffmitás kromatográfiát (HP-IAC) antigén-antitest kötődések 
meghatározására használták. Az ellenanyagot kovalens kötéssel im- 
mobilizálták a módosított hidrofil szilikához (pl. LiChrosphere Si- 
1000), mely az antigént (pl. inzulin vagy IgG) a mintából megkö
tötte, majd a mozgófázis megváltoztatásával eluálni lehetett.

4.11. PREPARATÍV KROMATOGRÁFIA

A gyógyszeripar és a biotechnológiai ipar növekvő elválasztási 
igényei nagymértékben hozzájárultak a preparatív folyadékkromato- 
gráfia utóbbi években tapasztalt jelentős fejlődéséhez. Ezt a válto
zást elősegíti az a tény is, hogy a biopolimerek tisztításánál igen 
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gyakran csak kis mennyiségű (néhány gramm tömegű) anyagról van 
szó, ami preparatív HPLC módszerekkel ma már könnyen elérhető. 
Elvileg minden analitikai HPLC elválasztás felnagyítható szemipre- 
paratív vagy preparatív méretre. Az összehasonlítást a 20. táblázat 
mutatja.

20. táblázat

HPLC körülmények összehasonlítása

Analitikai Szemipreparatív Preparatív

Oszlop: hossz (cm) 10-20 20 - 50 20 - 100
átmérő (mm) 2 - 5 5 - 10 20 - 50

töltet valamennyi típus

Méret (prn) 3 - 5 5 - 10 20 - 40
Nyomás (bar) 50 - 180 30 - 150 10 - 40
Áramlási sebesség 1 - 2 3 - 8 10 - 40

(ml/perc)
Terhelés 100 pg 10 - 500 mg 1 - 200 g

Az alábbi általános összefüggések segítséget nyújtanak az analiti
kai oszlopokon kidolgozott elválasztási eljárások méretnövelésére:

sebességprep = sebességanal x

terhelésprep = terhelésanai x

Dprep

Danal

n2 x L
^prep ^prep

Danal ^anal

ahol D az oszlopátmérő, L az oszlophossz.

Az analitikai HPLC eredményei megmutatják, hogy egy klasszi
kus vagy modern szilárdfázisú szintézissel készült peptid nyerster
mék milyen további tisztítást igényel. A kutatómunka során gyakran 
kis mennyiségű, fiziológiailag aktív anyagnak egy bonyolult biológi
ai mátrixból történő izolálása a cél, ami ugyancsak preparatív kro
matográfiai feladat [45, 215, 216, 558-561], Nyilvánvaló törekvés, 
hogy a HPLC szolgáltatta nagy elválasztási hatékonyságot a prepara- 
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tív tisztítások során is szeretné megőrizni minden gyakorló peptidve- 
gyész. A preparatív kromatográfia hatékonyságának növelése során 
számos változat alakult ki a méretnövelt HPLC mellett:"flash", "bio- 
flash", MPLC (médium pressure LC, Büchi Co.), túlterheléses 
("overloading"), kiszorításos ("displacement")kromatográfia.

21. táblázat

Oszlopkapacitás és ajánlott eluens áramlási sebességek peptidekre 
(RP-18 töltet)

Oszlopméret Optimális kapacitás Gyakorlati kapacitás Sebesség (ml/perc)

1,0 x 25 cm 1 - 5 mg 40 - 200 mg 3 - 5
2,2 x 25 cm 5 - 25 mg 0,2 - 2 g 15 - 30
5,0 x 25 cm 25 - 125 mg 1 - 5 g 50 - 100

A leggyakrabban használt preparatív oszlopok gyűjteményét a 
22. táblázat mutatja.

A HPLC "Bermuda háromszöge", a sebesség-kapacitás-elválasz
tási hatékonyság háromszög igen élesen jelentkezik a preparatív 
elválasztások során, hiszen a gazdaságosságot a nagy oldószerigény 
miatt mindig figyelembe kell venni.

Peptidek esetében a méretnövelést legcélszerűbb úgy végezni, 
hogy már az analitikai oszlop terhelhetőségét ellenőrizzük és utána 
előbb szemipreparatív oszlopra váltunk, majd utána dolgozunk 
preparatív körülmények (min. 2-4 cm oszlopátmérő) között.

A szilárdfázisú szintézissel készült DSIP peptid tisztítása jól pél
dázza a fentieket (16. ábra).

A különböző kromatográfiás tényezők hatását a preparatív 
kromatográfiában is kimérték [217-232]. Ennek egyik alapvető oka 
az, hogy ma már a modern, automatizált szilárdfázisú peptidszintézi- 
sen alapuló készülékek rutinszerűen készítik, sőt ontják a különböző 
peptideket. Nem szabad viszont figyelmen kívül hagyni azt a tényt 
sem, hogy ez a módszer csupán az ugyancsak rutinszerűen alkalma
zott HPLC-s tisztítással együtt jelent jó minőségű, preparatív 
segítséget.

A nyerstermék szennyezései a következők lehetnek:
— hibás szekve'nciájú peptidek,
— rövidebb szekvenciájú peptidek,
— védőcsoportokat tartalmazó peptidek,
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— nem peptid jellegű melléktermékek (a gyantáról történő leha- 
sításnál keletkeznek),

— savérzékeny oldalláncok károsodása miatt átalakult peptidek 
stb.

16. ábra. Szilárdfázisú szintézissel készült DSIP-analőg kromatográfiás 
tisztítása [549]

-Asp-Ala-Ser-Gly-Glu-OH
II. 200 pg (23-frakció) szemipreparatív 

HPLC tisztítása
Oszlop: Hypersil ODS-6, 250 x 4 mm
Eluens: CH,CN-0,01 M NH4OAc

(pH 4), 17:83 (v/v)
Sebesség: 1,2 ml/perc
Detektálás: 280 nm
Minta: 200 pl
Frakció: I. (10-20 ismétlés)

Szekvencia: H-Trp-AcA 
I. 150 mg nyerstermék MPLC tisztítása 
Töltet: Lichrosorb RP-18 (25 - 40 pm) 
Oszlop: 600 mm x 8 mm (Merck) 
Eluens: A: 0,1 M NH40Ac (pH 6,5) 

B: 60% CH,CN az A-ban
Gradiens: 2% B/perc 
Sebesség: 3,2 ml/perc 
Detektálás: 254 nm 
Frakció: 3 ml

III. Analitikai HPLC azonos feltételek mellett
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Mindezek a termék heterogenitását eredményezik, s így a tisztí
tás HPLC módszert követel. Peptidlaboratóriumokban tipikus eljá
rásnak számít, hogy a nyersterméket egy gélkromatográfiás eljárás
sal (pl. BioGel P vagy Sephadex oszlopon) megszabadítják a nem 
peptid jellegű anyagoktól, melléktermékektől), s ezután egy ion
cserés és egy fordított fázisú tisztításnak vetik alá [222]. A leghasz
nálatosabb eljárás szerint C18-as oszlopon (5-15 pm) trifluor-ecetsav 
jelenlétében acetonitril gradienst alkalmaznak [233], Az ioncserés 
HPLC-t fehérjéknél is jól tudták alkalmazni [234-238].

Sok esetben célszerű a szintézis intermedierjeit tisztítani. Védett 
peptidek preparatív tisztítása során a MEEENHOFER-csoport tette meg 
az első nagy lépéseket a preparatív HPLC alkalmazásával, szilikagél 
60 oszlopokon [239-241],

Ma már több cég készüléke használatos a preparatív gyakorlat
ban (Beckman, Jobin-Yvon, Knauer, Merck, Shimadzu, Waters 
stb.) és olyan is akad közöttük (Gilson, Knauer stb.), melyek a 
pumpa fejcseréjével kettős feladat (analitikai és preparatív) ellátására 
is alkalmasak.

Nyers peptidtermékek tisztításának leginkább elfogadott stratégiá
ja a következő:

1. gélkromatográfiás vagy ioncserés előtisztítás,
2. fordított fázisú analitikai elválasztás optimálása,
3. a méretnövelési ("felnagyítási") faktor megállapítása,
4. elválasztás, frakciógyűjtés,
5. frakciók analízise,
6. rekromatográfia (ha szükséges),
7. járulékos műveletek (sómentesítés, liofilizálás, sótípus 

kialakítás).

Peptidlaboratóriumokban leggyakrabban a Vydac C18 preparatív 
tölteteket (300 Á pórusátmérő) használják, melyekkel a Rivier-cso- 
port rutinszerűvé fejlesztette peptidek preparatív tisztítását [242- 
252], CH3CN-0,l% TFA (H2O) eluens mellett a vizes trietil-ammó- 
nium-foszfát (TEAP) (pH 2,25)-CH3CN rendszert fejlesztették ki 
[253].

Savérzékeny peptidek esetén (pl. CCK peptidek) magasabb pH-jú 
(6,5-7,0) TEAP-ot lehet használni [219]. A sómentesítés megkönnyí
tése érdekében illékony NH4OAc-ra tértek át [254]. Sok esetben a 
TFA -4 acetát ellenion cserét gyors gradiensű, nagy eluens sebessé
gű RP-HPLC-vel oldják meg (NH4OAc-CH3CN), majd liofilizálás 
következik [242].
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5. DETEKTÁLÁSI MÓDSZEREK PEPTIDEK 
HPLC-JÉBEN

A folyadékkromatográf egyik legfontosabb egysége az érzékeny 
detektor, melynek feladata az oszlopot elhagyó eluensben az elvá
lasztott komponensek mennyiségének, ill, koncentrációjának folya
matos követése. A korszerű detektorok kijövő elektromos jele széles 
tartományban arányos a komponens koncentrációjával, ill. mennyisé
gével. A készülékeknek nagy érzékenységűeknek, pontosnak és sta
bilnak kell lenniük. A HPLC-ben a minta és a mozgófázis fizikai 
tulajdonságai gyakran hasonlók, s ez nehézzé teszi a komponensek 
detektálását. A folyadékkromatográfiában ezért többféle, speciális 
detektort fejlesztettek ki. A detektálási módszer kiválasztása mindig 
a megoldandó feladat, s a rendelkezésre álló technika alapján törté
nik.

A folyadékkromatográfiás detektorok két csoportra oszthatók:
a) univerzális vagy nem szelektív, tömegérzékeny detektorok, 

melyek az oszlopról eluálható valamennyi komponens 
jelenlétét érzékelik egy bruttó tulajdonság alapján (pl. törés
mutató),

b) a szelektív detektorok a minta komponenseinek specifikus 
tulajdonságát (fény-abszorpció, elektroaktivitás stb.) mérik, s 
csak az ilyen tulajdonságokkal rendelkező komponensekre 
reagálnak.

A 23. táblázat a különböző detektálási módszereket hasonlítja 
össze.

5.1. ULTRAIBOLYA SPEKTROFOTOMETRIA

A peptidek és fehérjék folyadékkromatográfiás detektálására leg
elterjedtebb módszer előnyei a következők:
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— a kívánt komponenseket nagy érzékenységgel mérik,
— a detektor jele széles tartományban lineárisan változik a kon

centrációval,
— viszonylag érzéketlen az áramlási sebesség változásaira és a 

hőmérséklet ingadozásaira,
— a mérőcella térfogata igen kicsi,
— gradiens elúció követésére jól használható,
— spektrumok felvételével minőségi elemzésre is alkalmas.

Az aminosavakból peptidkötéseken keresztül felépült polipepti- 
dek legfőbb kromofórja éppen maga a peptidkötés (XmM= 188 nm) 
[255]. Ez a hullámhossz azonban - bár rendkívül érzékeny detektá
lást tenne lehetővé - az RP-HPLC-ben leggyakrabban használt elu- 
ensek optikai tulajdonságai miatt (önabszorpció, "cut off") nem al
kalmas folyadékkromatográfiás UV-detektálás céljára. A gyakorlat
ban használt 210-220 nm hullámhossztartományban a különböző 
szerkezetekben lévő peptidkötések egyforma mértékben, additíve 
járulnak hozzá az abszorpcióhoz (moláris extinkciós koefficiens e - 
103 1/M/cm). Peptidek és fehérjék UV-spektruma nagymértékben 
függ az őket alkotó aminosavak spektrumától. Az aromás aminosa- 
vak (His, Phe, Tyr, Trp) kivételével a többi aminosav spektruma 
nagyon hasonló (17. ábra). Csak a Phe, Tyr és Trp-nek van kellő 
intenzitással mérhető maximuma 250-300 nm között, de ezek is 
széles, átlapolódó maximumok. A maximumok helye és a moláris 
extinkciós koefficienseik nagysága függ az oldószer összetételétől és 
pH-jától. Közel semleges oldatban a sorrend a következő: 2g0 > 
&i- 28o > ephe, 254- Bár ezen hosszabb hullámhosszon való detektálás a 
peptidek azonosítása szempontjából hasznos, nem szabad elfelejteni, 
hogy 210 nm-en legalább tízszer nagyobb érzékenységgel lehet mér
ni. Védett aminosavak és peptidek (Z-, OBzl stb.), aromás aktív
észterek, danszil-, PTH- származékok 254 nm történő mérését az 
aromás csoportok jelenléte teszi lehetővé.

A hagyományos, rögzített hullámhosszon (206, 254, 280 nm) 
működő szűrős UV-fotométerekkel és a változtatható hullámhosszú 
UV-spektrofotométerekkel igen nagy érzékenységű detektálás való
sítható meg (0,005-10 pg peptid).

Az elmúlt években új típusú UV-detektorok jelentek meg, me
lyek bővítették a kromatográfia során a komponensekről on-line 
nyerhető információk körét. A két különböző hullámhosszon (pl. 
220 és 280 nm) történő detektálást lehetővé tevő fotométerek hasz-
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17. ábra. Aminosavak és a Gly-Gly dipeptid UV-spektrumai [857].
A felvételek az aminosavak vizes oldataiban (pH 5-6, ill. pH 3 (Cys)) 
készültek (A, B). (Az amid-kötésnek és a terminális amino- és karboxilcso- 
portoknak a peptidek és fehérjék UV-spektrumaihoz való hozzájárulását az 
oldallánc nélküli Gly-Gly dipeptid példája mutatja (C)) 
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nálatával azonnal látni lehet, hogy az elválasztott komponensek me
lyike tartalmaz pl. aromás aminosavakat. A minta egyes alkotórésze
inek azonosításában segítséget nyújthat a különböző hosszakon mért 
abszorpciók összehasonlítása is.

Egy másik fejlesztés az ún. gyors pásztázású (fást scanning) de
tektor, mely az elútum folyamatos monitorálása mellett lehetővé 
teszi egy adott csúcs spektrumának felvételét. A készülékek 1-2 
másodperc alatt automatikus hullámhosszváltással a kívánt hullám
hossz-tartományban rögzítik a komponens spektrumát, s azt a vezér
lő komputerben tárolják. A detektálás szelektivitását növeli a készü
lékek azon képessége, hogy előre rögzített program alapján megvál
toztathatják a mérés hullámhosszát, hogy a komponensek abszorpci
óját a legkedvezőbb hullámhosszon detektálhassák.

Az utóbbi tíz év HPLC történetében a legnagyobb előrelépést a 
fotodiódasoros detektorok (diódé array detector) kifejlesztése jelen
tette [256-259], amely lehetővé tette az oszlopról leoldott mintakom- 
pcnensek azonos idejű (reál time) spektrumanalízisét. A gyors pász
tázású detektorok mechanikus hullámhosszváltásával szemben ezek
ben a detektorokban a sorban elhelyezett 200-1000 dióda mindegyi
ke egy-egy hullámhosszon érzékel, s a jelek eredője adja az ab
szorpciós spektrumot. Ez a megoldás nagyobb abszolút hullámhossz 
pontosságot, reprodukálhatóságot, s a teljes spektrum azonos idejű 
felvételét biztosítja alacsony zajszint mellett. A hullámhossz, mint 
harmadik változó bevezetése (az idő és abszorbancia mellett) 3 di
menziós kromatogramokon keresztül lényegesen több információt 
nyújt peptidek HPLC-jében is.

A több hullámhossznál történő detektálás előnyei a következők: 
— használatával a hasonlóan viselkedő komponensek könnyebben

megkülönböztethetők (bár a peptidek UV-spektruma nagyon ha
sonló),

— kis spektrumbeli különbségek is kimutathatók,
— több információt ad, mint a hagyományos UV-detektálás, 
— komplex minták esetén segít az analízisben,
— könnyebb a csúcsok azonosítása és a csúcstisztaság megállapítá

sa,
— a nem peptid jellegű szennyezések is jól detektálhatok,
— aromás aminosav, ill. ezeket tartalmazó peptidek megkülönbözte

tésére is alkalmas és kvantitatív mérésük is lehetséges,
— peptid- és fehérjetisztítások ellenőrzése több hullámhossznál mért 

HPLC képpel biztonságos,
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— a háromdimenziós peptidtérképek igazi "ujjlenyomatot" jelente
nek a mintáról,

— a referencia hullámhossz bevezetésével egyes átlapoló csúcsok 
komponenseinek specifikus mérése megvalósítható,

— a gradiens elúció során fellépő törésmutató-változás okozta alap
vonal-vándorlás kiküszöbölhető,

— az "on-line" fotodiódasoros detektorok kisebb mintamennyiséggel 
dolgoznak, mint a hagyományos UV-spektrofotométerek.

Fell tirozin tartalmú peptidek megkülönböztetésében [260], Rao 
és csoportja bioaktív peptidek (lizin-vazopresszin, arginin-vazopresz- 
szin és oxitocin) szimultán kvantitatív HPLC mérésében alkalmazta 
sikeresen a fotodiódasoros detektálást [261], Peptidtérképek elkészí
tésénél az egyik legfontosabb probléma annak eldöntése, hogy mely 
peptidcsúcs tartalmaz aromás aminosavat [262-266]. Valamennyi 
peptid detektálható 214 nm-nél a peptid(amid) kötés jelenléte miatt, 
de csak a Tyr és Trp, valamint kisebb mértékben a Phe-tartalmú 
peptidek abszorbeálnak 280 nm-nél. E két hullámhossznál történő 
HPLC felvétellel különbséget lehet tenni a peptidek között. Még 
több információt kapunk, ha 240 és 300 nm közötti kép áll rendel
kezésre.

COHEN a peptidspektrum második deriváltját használta fel a Trp, 
illetve a Trp/Tyr arány meghatározására (ha mindkettő jelen van a 
pepiidben) [265]. A HPLC képek spektrális analízisével lényegesen 
több információ nyerhető az egyes elválasztott peptidekről.

5.2. PEPTIDEK FLUORIMETRIÁS DETEKTÁLÁSA

A fluoriméter igen érzékeny és szelektív detektor, mely a kom
ponensek ultraibolya sugárzással keltett fluoreszcens sugárzását 
méri. Peptidek 210-220 nm-nél történő UV-detektálása nem szelek
tív, a nem peptid jellegű vegyületek is csúcsként jelennek meg, vala
mint mindig van bizonyos mértékű alapvonal-vándorlás is. A fluo
reszcens detektálás ezzel szemben a gerjesztési és emissziós hullám
hosszak alkalmazása miatt sokkal szelektívebb, s csak a fluoreszkáló 
csoporttal rendelkező komponensek adnak detektor választ.

Peptidkeverékek analízise során a tirozin és triptofán egységek 
natív fluoreszcenciáját SCHLABACH és Wehr [267] használta fel az 
őket tartalmazó peptidek azonosításában (gerjesztés: 220 nm, emisz- 
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szió: 330 nm), s kb. hatszoros érzékenységnövekedést értek el az 
UV-detektáláshoz képest. Mivel a Tyr és Trp erős fluoreszcenciát 
mutat, a detektálási határ jóval alacsonyabb, mint a 254 nm-nél mért 
értékek, továbbá a Tyr és Trp között is különbséget lehet tenni. (Az 
aromás aminosavak, ill. peptidjeik 254 nm-nél végzett UV-detektálá- 
sának hátránya, hogy kis érzékenységű és nehéz megkülönböztetni 
őket.) A nyert kromatogram hasonlít az 254 nm-nél felvett képhez, 
azonban a Phe-tartalmú peptideket nem jelzi, így szelektívebb mód
szert jelent. Az alapvonal kevésbé zajos, és a Trp-peptidek uralják a 
kromatogramot.

Ha a peptid nem tartalmaz Tyr és Trp egységet, fluorogén rea
gensek segítségével oszlop előtti, illetve oszlop utáni származékkép
zéssel lehet érzékeny fluorimetriás detektálást megvalósítani. Ma 
leginkább a fluoreszkamin és az o-ftálaldehid használatosak erre a 
célra (1. Származékképzés a detektálásban c. fejezet) "off line" vagy 
"on line" megoldásban.

Creaser és Hughes [268] 5-10 pmól pepiidet szeparáltak kati
oncserélő gyantán (Beckman PA 35) illékony piridin puffer gra
dienssel. Megosztószelep segítségével az elutum egy részét gyűjtöt
ték, másik részét OPA-merkaptoetanol segítségével fluorimetriásan 
detektálták.

Az OPA a-NH2 csoportokkal lassan, de Lys e-amino csoporttal 
nagy sebességgel reagál (Lys-peptidek 50-szer nagyobb fluoreszcen
ciát mutatnak, mint a Lys-mentesek). JOYS és Kim [269] szerint az 
OPA származékképzés nem ideális peptidek detektálására, mert a 
különböző peptidek nem egyformán viselkednek a reagenssel szem
ben. FLURAM használata esetén ilyen probléma nincs és a fluoresz
cencia is lineárisan változik a koncentrációval. (A gyorsan reagáló 
FLURAM csak acetonban oldódik, vizes pufferekben nem, így 
alkalmazása más kiegészítést is igényel.) Frei [270-272] a 
FLURAM-ot oszlop utáni származékképzésre használta fontos 
gyógyszeripari termékek, mint oxitocin, Lyss-vazopressin és orni- 
pressin vizsgálatában. A fluoreszkamin ezen nonapeptidek szabad 
aminocsoportjaival - beleértve az a-NH2 terminálist is - reagál. A 
származékok fluoreszcenciája nagymértékben függ a használt organi
kus oldószertől, s koncentrációjának növelésével csökken.

A Pro, HyPro vagy a-amino védett peptidek hidrolízis nélkül 
nem adnak fluorofór származékot (szekunder aminocsoport közvetle
nül nem reagál OPA-val).
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Származékképzéssel a fluorimetriás mérések érzékenységét piko- 
mólos szintig lehet növelni. Az érzékenységet a háttér nagysága 
befolyásolja, s így a technika nagyon kényes az oldószer tisztaságá
ra. Az alkalmazott oldószerek amin és más reaktív szennyezéseket 
nem tartalmazhatnak, ezért CH3CN helyett inkább más oldószert (pl. 
MeOH, EtOH) alkalmaznak. (Amin szennyezések ninhidrinről törté
nő desztillációval távolíthatók el.)

Az UV- és fluorimetriás detektálást WlLSON [275] hasonlította 
össze: a reagensek alkalmazásánál jelentékenyen hígul a minta, ami 
a direkt mérésnél nem áll fenn. A szerzők CH3CN vagy izopropa- 
nol— NaC104 rendszerénél az UV-detektálás jobban bevált.

Az utóbbi évek fejlesztése a lézer indukálta fluoreszcencia méré
se (laser-induced fluorimetry, LIF), amely a lézersugár nagy energi
ája, fókuszálhatósága és pontos hangolhatósága következtében még 
érzékenyebb detektálást tesz lehetővé [276].

5.3. PEPTIDEK ELEKTROKÉMIAI DETEKTÁLÁSA

Aminok, aminosavak és peptidek HPLC-jében további előrelé
pést jelentett az érzékenység és a szelektivitás terén az egyszerű 
kivitelezésű elektrokémiai detektorok bevezetése. Az LC/EC mód
szert FLEET és Little [277] alkalmazták aminosavak detektálására 
az a-amino-csoportok elektroaktivitása révén. A szabad N-termináli- 
sú peptidek ugyancsak elektroaktívak. A fenil, indol, tiol vagy metil- 
merkapto oldallánccal rendelkező Tyr, Trp, Cys és Met jóval elekt- 
roaktívabbak a csak primer aminocsoportot tartalmazó vegyületek- 
nél, s így kisebb potenciálon, egyszerűbb [278-284] vagy kémiailag 
módosított [285-287] grafitalapú elektródon jól mérhetők. Az LC/EC 
módszer ezen aminosavak jelenléte esetén rutinszerűen alkalmazha
tó. Megjegyzendő, hogy megfelelő reagenssel valamennyi aminosav 
elektroaktív származéka elkészíthető (1. MEEK munkáit [288] a Szár
mazékképzés c. fejezetben) [289, 290],

Specifikus módszer lévén az elektrokémiai detektálás aminosa
vak és származékaik, neuro- és opioid peptidek, valamint biogén 
aminok esetén is használható. Alkalmazását Mefford és Adams 
közölték először glutationra [291], és más elektroaktív peptidszárma- 
zékra. Az említett aminosavakat tartalmazó peptideket az eiektroak- 
tív oldalláncok miatt szelektíven, nagy érzékenységgel lehet detek
tálni [292, 293],
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18. ábra. Gly-Gly-NH2 hidrolízisének követése HPLC-EC-vel rézelektród
detektorral [317]

Oszlop: Dionex Carbo Pác PA1
Eluens: 0,1 M NaOH
Sebesség: 0,5 ml/perc
E: +0,58 V (Ag/AgCl-ra)
Elúciós sorrend: Gly-Gly-NH2, Gly-Gly-OH, Gly

A tirozin, ill. Tyr-peptidek (oxitocin, enkefalinok, endorfinok, 
angiotenzin, vazopresszin, CCK stb.) analízisére az elsők között 
dolgoztak ki LC/EC módszert [294-301]. MOUSA és COURI [302, 
303] enkefalinok és p-endorfin vizsgálatához használta az elektroké
miai detektálást, mely HPLC-ben legalább 100-szor érzékenyebbnek 
bizonyult, mint az UV-detektálás. Segítségével neuropeptideket agyi 
szövetekben származékképzés nélkül is jól lehetett mérni [294], 
WHITE az oxitocin meghatározást oldotta meg elektrokémiai detektá
lás segítségével [295]. Az UV-detektáláshoz képest előnye, hogy 
használatával nagyobb szelektivitás érhető el az érzékenység elvesz

104



tése nélkül. Tyr és Trp tartalmú peptidek UV-ben 280 nm-nél 
szelektíven detektálhatok, de az elektrokémiai detektálás jóval érzé
kenyebb.

Az a-aminocsoportok elektroaktivitása megfelelő elektród
potenciálnál kizárható. A Leu-enkefalin és a (des-Tyr')-enkefalin 
UV-ben 220 nm-nél jól detektálhatók. Az utóbbi peptid a-aminocso- 
portja révén elektroaktív, a Leu-enkefalin egy további Tyr egység 
miatt alacsonyabb elektródpotenciálnál is detektálható, így 0,9 V-nál 
csak ez utóbbi látható elektrokémiailag. A két peptid így szelektíve 
megkülönböztethető egymástól.

A detektorválasz nagysága függ az eluens összetételétől is [294]. 
A pH, sók, szerves oldószerek lényeges hatással bírnak, pl. citrát 
pufferek érzékenységcsökkenést okoznak, helyettük célszerű foszfát 
puffereket használni.

A detektálási határ függ a csúcs alakjától is, hosszú retenciós idő 
széles csúcsokkal jár együtt, melyet nem lehet megkülönböztetni az 
alapvonaltól. Célszerű ezért rövidebb retenciós időkre törekedni. Ezt 
támasztja alá az a tény is, hogy Tyr-peptidek EC detektálása érzéke
nyebb, mint az UV 280 nm-en; a detektálási határ azonos vagy jobb, 
mint ami 220 nm-en, noha az érzékenység ez utóbbi esetben a sze
replő aminosavegységek számától függ.

Fémelektródok alkalmazásával nyomnyi mennyiségek váltak 
detektálhatóvá származékképzés nélkül is. JOHNSON és csoportja Au- 
és Pt-elektródokat használt [304-306]. A fejlődés a Ni- és Cu-elekt- 
ródok felé vezetett [307-312], BALDWIN és munkatársai [313-317] 
rézelektródon megoldották valamennyi aminosav direkt detektálását 
és a módszert peptidekre is kiterjesztették (érzékenység: am- 
perometriás méréssel 1-10 pmól).

Nem elektroaktív dipeptidek és dipeptidamidok biuret komplex
szé történő átalakítása elektroaktív vegyülethez vezet, melyek így 
elektrokémiailag detektálhatóvá válnak [318].

5.4. TÖRÉSMUTATÓ DETEKTOROK

Peptidek kromatográfiájában ritkán használnak törésmutató de
tektorokat, bár preparatív elválasztásoknál mint érzéketlen, nem sze
lektív detektálási módszerént alkalmazható. Hátránya, hogy gradiens 
elúció mellett nem, vagy csak korlátozottan használható, valamint 
érzékeny a hőmérséklet ingadozására. Olyan eluensek esetében, me
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lyek UV-ben erősen abszorbeáló komponenst is tartalmaznak (pl. a 
Schwyzer eluensek védett peptidek szilikán történő preparatív tisztí
tása esetén; n-BuOH-piridin-jégecet-víz), a törésmutató különbség 
mérések használatával oldható meg a detektálás. Magas szénhidrát
tartalmú glikopeptidek és gliko-proteinek HPLC analízisét a cukor
részhez hasonlóan törésmutató detektálással követhetjük.

5.5. LC/MS-TÖMEGSPEKTROMETRIÁS DETEKTÁLÁS

A tömegspektrométerek (MS) megjelenése új dimenziót nyitott a 
kromatográfiában is [319, 320]. Nem véletlen az sem, hogy a nem 
gázkromatografálható anyagok (pl. szabad peptidek) HPLC-jében is 
sor került az MS detektálás bevezetésére. A tömegspektrometria 
bevezetése döntő szerepet játszott a biológiailag aktív peptidek szer- 
kezetmeghatározásában. Használatával különösen a neuroendokrino- 
lógiában és neurokémiában értek el korszakos jelentőségű eredmé
nyeket.

Az alkalmazási eredmények Biemann munkáival [321] kezdőd
tek, aki a peptidek redukálásával kapott poli-aminoalkoholokat vizs
gálta GC/MS-sel. Később a szép eredményeket felmutató peptid- 
HPLC és a különböző ionizációs módszerekkel (FD, FAB, electro- 
spray, kémiai ionizáció stb.) nyert protonált peptid molekulaionok 
kombinálása jelentették a meghatározások alapját. Az MS-sel olyan 
módszerhez jutottak a szakemberek, melynek segítségével a neuro- 
peptidek biológiai szintjén, tehát pikomól vagy fiitól tartományban 
tudnak kvantitatív méréseket végezni (származékképzés nélkül 600 
fmól alatt tudtak dolgozni).

A tömegspektrometriás detektálás előnye, hogy univerzális mód
szer, valamint szerkezeti bizonyosságot ad a mért pepiidről (1. mole
kula-ion), ami egy biológiai aktivitás mérésnél nem mindig áll fenn.

DESIDERIO és csoportja [322-326] a neuropeptidek területén vég
zett úttörő munkát. A HPLC-MS módszerhez megfelelően illékony 
puffer (0,04 M trietil-ammónium-formiát) bevezetésével agyalapi 
mirigy, fog és agyi szövetek peptidjeit izolálták, tisztították és hatá
rozták meg [327].

A kezdeti "off-line" módszereket felváltotta a közvetlen, "on-li- 
ne" módszer alkalmazása, amikor is az elútum tört része kerül kémi
ai ionizációra [328]. A kromatográfia és a spektrométer közötti kap
csolat ("interface") különbözősége többféle módszert alakított ki 
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aminosavak és peptidek LC/MS vizsgálatában [332-341]. A jelenlegi 
legmodernebb tömegspektrométerekhez (ioncsapda, kvadrupól) 
"electrospray" ("ion-spray") egységen keresztül kapcsolják a kroma- 
tográfokat [329-331]. Nagy előny, hogy HPLC/MS segítségével 
nagy peptidek szekvenálását is meg lehet oldani [342-347]. A szár
mazékképzés vagy jelölés (acetilezés, metilezés, OPA-reakció, 
FLURAM-reakció) a szerkezetkutatást is segíti (N-terminális, szi
lárdfázisú szintézis téves szekvenciáinak meghatározása) [338, 348]. 
Az LC/MS előtérbe került triptikus peptidtérképek felvételénél [349- 
354], a direkt szekvenciaanalízisben [355-359] és komplex peptidke- 
verék analízisében is [360],

19. ábra. íerc-Butilezett triptofánkeverékek LC/MS szeparálása [328]

Oszlop: Lichrosorb NH2 (200 x 4,6 mm)
Eluens: 95% MeOH
Sebesség: 1,5 ml/perc

5.6. KIROPTIKA1 DETEKTÁLÁS

Átfolyóküvettás nagy érzékenységű (104 fok) polariméterek (ún. 
kiralitásdetektorok) kifejlesztésével lehetőség nyílik minden optikai
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lag aktív vegyület, így aminosavak, peptidek és származékaik detek
tálására. Segítségükkel nemcsak az optikai forgatóképességgel ren
delkező komponenseket azonosíthatjuk, hanem a forgatás előjelét is 
látjuk a kromatogramon. (A detektort ugyanakkor nagyérzékenységű 
polariméterként is használhatjuk anyagaink jellemzésére.) Az elvá
lasztott enantiomerek vagy diasztereoizomerek HPLC képe változa
tos előjelű csúcsgyűjteményt mutathat. UV-detektorral sorbakötött 
ún. "chiramonitor"-ral (standardok segítségével) elválasztás nélkül is 
meghatározhatjuk a sztereokémiái tisztaságot, továbbá a racemizáció 
mértékét [361-364]. Triptikus peptidtérképek készítésénél e kétdi
menziós detektálást már használják [365].

Konformációs analízisre HPLC-CD változatot fejlesztettek ki 
cirkuláris dikroizmus spektrofotométer használatával [361].

5.7. RADIOKÉMIA! DETEKTÁLÁS

Az átfolyóküvettás 3H- és l4C-detektorok megjelenése nagy fejlő
dést hozott a radiokromatográfia hagyományos, frakciógyűjtést 
igénylő módszeréhez képest. Szerves vegyületek izotópos jelölésére 
a P-sugárzó H, C, S, P és a y-sugárzó jódizotópokat használják; pep- 
tidkémiában 3H, 14C, 125I, 35S jelzések jönnek számításba. A detektá
lás szcintillációs elven működik, a P-sugárzó izotópok mérésénél 
vagy folyékony szcintillátort kevernek az elútumhoz, vagy szilárd 
fázisú szcintillátort alkalmaznak, amely y-sugárzók mérésére is al
kalmas.

A HPLC fontos szerepet játszik nagy tisztaságú jelzett anyagok 
előállításában (pl. radioimmunológiai vizsgálatok (RIA) céljára, me- 
tabolizmus vizsgálatokhoz stb.), valamint ezek kémiai, biológiai 
kísérletekben történő felhasználásában: pl. szerkezetvizsgálatokhoz 
(mikroszekvenálás), biológiai felezési idők mérésére, szerv-elosztá
sok megállapítására, metabolizmusok nyomon követésére stb.

Peptidek RIA mérésénél csaknem kivétel nélkül a 125I-izotóppal 
történő jelzést használják. A nyomjelzőként l25I-tel jelzett peptidek 
tisztítására többen dolgoztak ki HPLC módszert [366-373]. Igen 
elterjedt a gyakorlatban a SZOTE Endokrinológiai laboratóriumában 
kidolgozott kombinált módszerünk [374], mely egy rövid C18 oszlo
pon ("cartridge") történő előtisztítást és egy HPLC-s tisztítási lépést 
foglal magában. Segítségével nagy specifikus aktivitású, és >98% 
tisztaságú jelzett peptideket (vazopresszin, oxitocin, ACTH, a-MSH,
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szomatosztatin, gasztrin) állítottunk elő. Hasonló elv szerint dolgoz
tak Güy, Seidah és Lambert angiotenzinnel, ill. calcitoninnal 
[367-369],
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tiv
itá
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pm

)

20. ábra. [l25I]-8-Arg vazopresszin tisztítása kétlépcsős fordított fázisú 
kromatográfiával

I. SEP-PAK "cartridge"
Clg oszlop (Millipore)
Elúció: lépcsős CH3CN gradiens, 

O,1%TFA tartalommal 
1 rnl-es frakciók

II. RP-HPLC
Oszlop: 250 x 4,6 mm C„
Eluens: A: 0,1% TFA,

B: 70% CH,CN—0,1% TFA 
gradiens: 20-40% B, 20 perc
Sebesség: 1,0 ml/perc
Detektálás: off line y-mérő

Triciált peptidek HPLC meghatározásával a peptidek felezési 
idejére, szervmegoszlására, agyi eloszlására, ürülésére és in vivő 
metabolizmusára lehet következtetni. Laboratóriumunkban triciált 
vazopresszin analógokkal végeztünk ilyen vizsgálatokat [375-380].

Peptidek mikroszekvencia analízisében nagy szolgálatot tesznek 
a radioaktív jelzésre alkalmas reagensek. Használatuk nagyon meg
növeli a detektálhatóság érzékenységét, és így csökkentik a vizsgá
lathoz szükséges mintamennyiséget (gyakran 0,1 pmól minta is ele
gendő) [381], Az Edman-lebontásnál 14C- és 35S-fenilizotiocianátot is 
lehet használni. Cys (14C-jódacetát), His és Tyr [382, 383] és Met 
[384] egységeknél specifikus radiojelzést alkalmaznak. A radiokro- 
matogramon az azonosításokat "hideg" PTH-aminosavszármazék 
standardok UV-detektált HPLC képének segítségével végzik.
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HPLC segítségével [C13,S35]-cisztein-tartalmú oxitocinok dia- 
sztereomerjeinek elválasztása is megoldható volt [385, 386]. 
BüCKLEY [387] RP oszlopokon n-propanol-vizes piridinacetát (pH 
5,5) eluenssel a triciált a-MSH-t prekurzorától, a [3,5-dijód Tyr]xa- 
MSH-tól szeparálta. A jelzett LH-RH stabilitásvizsgálatával Teplán 
és mtsai foglalkoztak [388].

5.8. EGYÉB DETEKTÁLÁSI MÓDSZEREK

Biológiai mintákból HPLC-vel történő peptidizolálás során gyak
ran csak a biológiai aktivitás mérése nyújt felvilágosítást az anyag 
kromatográfiás viselkedésére.

A neuropeptidek analízisénél gyakran kerül sor a RIA-HPLC 
kombináció alkalmazására [389-394], VECSERNYÉS és mtsai paraver- 
tebralis ganglionból (idegdúc) RP-HPLC-n történő izolálással és 
RIA detektálással oxitocint mutattak ki [395],

Az ún. biodetektorok kifejlesztésében Idei végzett kiemelkedő 
munkát [396].
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6. SZÁRMAZÉKKÉPZÉS A DETEKTÁLÁSBAN

A peptid HPLC az RP módszer bevezetésével robbanásszerű 
fejlődést mutatott. A mintamennyiségek néhány nmólos detektálási 
határa, valamint a biológiai minták analízise igényelte érzékeny
ségnövelés és szelektivitásbiztosítás jobb kromofórokat tett szüksé
gessé, mint a savamid kötés (és a védőcsoportok). Elsősorban a pep- 
tidhormonok és neuropeptidek, fragmenseik és metabolitjaik izolálá
sa és nyomon követése vezetett oda, hogy a származékképzés a 
HPLC-ben is kiterjedten alkalmazott technikává vált [272, 397-399],

A származékképzés a következő előnyökkel jár: 
— jobb kromoforok révén javul a detektálhatóság, 
— a detektálási érzékenység növelhető (nmól, pmól, fmól tartomá

nyok),
— a reagens választék nagy szelektivitást biztosíthat,
— a peptidminták kromatográfiás tulajdonságai a módosítással ked

vezően alakíthatók,
— a változással az elválasztás is javulhat,
— a peptidlánc adott fragmensének jelölése is megoldható (MS-ben 

fontos lehet),
— a származékképzés a minta előtisztítását is jelenti,
— a konvencionális HPLC rendszer továbbra is használható (bár az 

oszlop utáni származékképzés egy "reaktort" igényel még a de
tektor elé).
Ha a származékképzés az elválasztás előtt történik, úgy oszlop 

előtti ("pre-column") származékképzésről, ha az elválasztás után 
végezzük, oszlop utáni ("post-column") származékképzésről beszé
lünk. Mindkét módszernek vannak előnyei és hátrányai is.

A peptidszármazékok detektálásánál valamennyi ismert módszer 
számításba jöhet, így UV, fluorimetriás, elektrokémiai és tömeg- 
spektrometriás detektálás a leggyakoribb, de vannak külön reakció
detektorok is.
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Peptidkémiában a származékképzés alkalmazási területei igen 
változatosak:

— aminosavanalízis,
— szekvenálás, peptidtérképezés,
— /V-terminális meghatározás (Sanger),
— szerkezetvizsgálat,
— azonosítások, értékmérések ("assay"), izolálás,
— metabolizmus vizsgálatok,
— jelölések, nyomanalízis,
— peptidszintézis kontroll (Voelter féle peptidanalizátor),
— tisztaság ellenőrzés,
— fragmensek, analógok vizsgálata.

Aminocsoportot tartalmazó aminosavak és peptidek esetén szár
mazékképzésre a 24. táblázat reagensei használatosak. A sort vezető 
ninhidrin oszlop utáni származékképzőnek ismert, a fluoreszkamin 
és o-ftálaldehid mindkét kivitelezésében alkalmazható, míg a többi 
reagens az oszlop előtti származékképzés révén nyújt segítséget. 
Legtöbb esetben a fluorimetriás detektálásra való áttérés jelenti az 
érzékenységnövekedést.

6.1. DANSZIL-KLORID

A danszil-kloridot Weber vezette be aminosavak detektálásánál
[400 ]. Kitűnő reagens lett peptid, fehérje A-terminálisok jelölésére

h3cx zch3 
n

so2a

és meghatározására [401]. Enyhe körülmények között 
reagál (pH 7,5 - 8), és a származék nagyon stabil 
(savas hidrolízisnek is ellenáll). Spektrofotometriku- 
san (254 nm-nél) és fluorimetriásan is (gerjesztés: 
360 nm, emisszió: 480 nm) nagy érzékenységgel de
tektálható [402], Széles körben alkalmazzák az analí
zisben és a szerkezetkutatásban.

Danszil-aminosavak HPLC elválasztását normál fázisú tölteteken 
Bayer és HSU dolgozták ki [403, 404]. WiLKlNSON [405] fordított 
fázisú oszlopokon (pBondapak Clg, Spherisorb ODS) acetonitril- 
foszfát puffer (közel netruális pH) lineáris gradienssel dolgozott. 
Danszil-aminosavak RP-HPLC elválasztásának tökéletesítésén még 
számos kutatócsoport tevékenykedett [406-413], és teljes aminosav- 
analízisre is használták (21. ábra).
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24. táblázat

Származékképző reagensek

Vegyület Kromofór csoport rövidítése

ninhidrin
izotiocianátok (fenil-izotiocianát. PTC-, PTH-

diinetil-amino-benzol-izotiocianát) 
danszil-klorid Dns-
dabszil-klorid (dimetil-amino-azo-benzol- Dbs-

szulfoklorid)
fluor-dinitro-benzolok DNP-, CDNP-
trinitro-benzolszulfonsav TNP-
ftálsavanhidridek DNPT-
nitro-benzodiazolok NBD-
9-fluorenil-metil-kloroformát Fmoc-
o-nitro-szulfenilklorid
királis reagensek (1. 8.2.3.3. fejezet)
naftal indikarboxaldehid

Nps-

kinolinkarbaldehidek FQCA-, CBQCA-
fluoreszkamin FLURAM-
2-metoxi-2,4-difenil-3(2H)furanon MDPF-
o-ftálaldehid OPA-

Csoportunkban két izokratikus rendszert dolgoztunk ki Dns-ami- 
nosavak, többek között a és e és bis-Dns-iizinek, valamint Dns-pep- 
tidek elválasztására. Alapvonal elválasztásokat értünk el ODS- 
Hypersil oszlopon MeOH-foszfát puffer eluenssel és Partisil-PAC 
10 oszlopon 1% ecetsavat tartalmazó acetonitril-víz keverékkel [398, 
399]. Az optimált módszert kitűnően tudtuk alkalmazni a szerkezet
kutatásban is:
1. Izopeptidek (melyekben az aminosavak nem a-peptid kötéssel 

kapcsolódnak egymáshoz) primer struktúrájának azonosítása mi
nőségéből következtettünk vissza a vagy izopeptid kötés jelen
létére [414], Lizin esetében az e-peptidek éles csúcsként a-Dns- 
lizint, míg az a-peptidek E-Dns-lizint adtak (25. táblázat). A 
módszer segítségével igazoltuk, hogy a lizinben gazdag klavice- 
pamin fehérjecsalád alapvető szerkezeti egységét lizin izopepti
dek képezik: klavicepamin mintából csak a-Dns-Lys mutatható 
ki a vizsgálat során, tehát az e-NH2 csoportjai vannak kötésben a 
poli-E-lizinhez hasonlóan [414-416],
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Idő (perc)

21. ábra. Dns-aminosavak elválasztása gradiens elúcióval [409]

Oszlop: Hypersil ODS-5 (150 x 4,6 mm)
Eluens: A: 10 % CH3CN-200 mM NH4HCO3, pH 7,8 

B: 45 % CH3CN-2OO mM NH4HCO3
Gradiens: lineáris szakaszok: 0-30%B, 25 perc, 

30-45%B, 20 perc, 
45-100%B, 15 perc, 
100%B, 15 perc

Sebesség: 1,0 ml/perc

2. Módszerünk alkalmazható volt elágazó láncú, poli-lizin alapú 
immuno-polipeptidek felszíni topográfiájának analízisére is. Ezen 
kísérletben kvantitatív adatokat szolgáltattunk a minta polipeptid 
"fésűfogainak" szubsztitúciós fokáról, a terminális aminosavakról 
és a "fogban" levő aminosaveloszlásról [417].

Hasonló stratégiát alkalmazott Levina és Nazimov [416] Ultra- 
sphere ODS oszlopon acetonitril-Na-trifluor-acetát (pH 7,6) eluens 
segítségével, hogy a Dns-aminosav HPLC analízist peptidek tiszta
ságellenőrzésében felhasználja. Adott mintából N-terminális amino- 
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savat 2,5 óra alatt tudtak meghatározni, míg a 20 fehérjealkotó ami- 
nosav 23 mono és di-Dns származékának szétválasztása, azaz a tel
jes aminosavanalízis 26 percet vett igénybe. 254 nm-nél detektálva 
100 pmólos érzékenységgel dolgoztak.

25. táblázat 
Peptidkötés meghatározása danszilezett származékok hidrolizátumának 

HPLC képe alapján [414]

Peptid HPLC csúcsok Peptidkötés

Dns-Lys Lys(Dns) Dns-Lys(Dns) egyéb

Lys-Lys - 4- 4- a
Lys(Lys) 4- — 4- £
Lys(Phe) + — - Dns-Phe £
Phe-Lys — 4- — Dns-Phe a
Lys(Gly) 4- - - Dns-Gly £
Gly-Lys - 4- - Dns-Gly a
poly(a-Lys) - 4- (+) a
poly(e-Lys) 4- - (+) £
poly-Lys(ala)m (+) 4- (+) Dns-Ala a, £
Klavicepamin 4- 4- £

6.2. FLUORESZKAMIN

A danszil-klorid hosszú reakcióideje miatt nem alkalmas oszlop 
utáni származékképzéssel történő detektálásra. A Weigele által ki
fejlesztett fluoreszkamin (FLURAM, 4-fenilspiro-[furán-2(3H)-l'- 
ftalán]-3,3'-dion) önmagában nem fluoreszkáló anyag [422], Primer 
aminocsoportot tartalmazó vegyületekkel (aminosavakkal, peptidek- 
kel, fehérjékkel) alkalikus pH-nál (pH 7-9), szobahőmérsékleten 
pillanatok alatt (reakció felezési ideje 200-500 ms aminosavakon) 
reagál, és fluoreszcens származékot ad (gerjesztés: 390 nm, emisz- 
szió: 475-490 nm) [419, 420], Aminosavak esetében két fluorescens 
származék képződik egy szekunder gyűrűzárás következtében (22. 
ábra), melyek el is választhatók [421 ], ezért aminosavaknál oszlop 
előtti származékképzésre nem alkalmas. Az aminosavanalízist (23. 
ábra) oszlop utáni származékképzéssel, azaz egy FLURAM "reak
tor" beiktatásával sokkal érzékenyebbé tették [422-426]. A felesleg
ben lévő reagens néhány másodperces felezési idővel elhidrolizál, s
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egy nem fluoreszkáló, vízoldható anyagot ad [419, 420], A fluoresz- 
kamin szekunder aminokkal (Pro, Glp) nem reagál' Szabad NH2- 
csoportok mind oszlop előtti, mind oszlop utáni származékképzéssel 
nagy érzékenységgel meghatározhatók.

22. ábra. Fluoreszkamin reakciója aminosavakkal

A FLURAM kitűnően használható peptidek jelölésére és detektá
lására mindkét kivitelezési módban: a FREl-iskola az oszlop utáni 
felhasználást dolgozta ki peptidhormonokra [427-429], míg 
UDENFRIEND és csoportja oxitocin és vazopresszin analízisét oldotta 
meg "pre-column" reakció felhasználásával [430-432], A származé
kokat pmól szinten Partisii ODS oszlopon, acetonitril gradienssel 
kromatografálták fluorimetriás detektálás mellett.

Natív kininek és metabolitjaik elemzésében a fluoreszkaminos 
jelzéssel 400-szoros érzékenységnövekedést értek el az UV-detektá- 
láshoz képest [435]. FLURAM-jelzett kininek analógjaik és metabo
litjaik HPLC analízisét Narayanan és Greenbaum kvantitatív 
módszerré fejlesztették [436].

Live [423] az [Arg8]-vazopresszin, az oxitocin és 16 analógjuk 
FLURAM-származékának HPLC analízisét oldotta meg Whatman 
Partisii-10 ODS oszlopon. Ezen peptidek elválasztását és oszlop 
utáni fluoreszkaminos detektálását a FREl-csoport normál és ioncse
rés fordított fázisú feltételek mellett is megoldotta. A FLURAM
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RP-HPLC használatát opioid peptidekre is kiterjesztették [433, 437]: 
a- és y-endorfint (500 ng) mértek Lichrosorb RP18 oszlopon n-pro- 
panol-1 M piridin-0,5 M ecetsav eluenssel kromatografálva oszlop 
utáni származékképzéssel [431].

23. ábra. Aminosavanalízis fluoreszkaminnal
Módszer: oszlop utáni származékképzés
Oszlop : Micro Pák AA
Minta: peptid hidrolizátum ( 5 nmól)
Eluens: A: Varian puffer 1 (pH 3,5, 0,2 M)

B: Varian puffer 2 (pH 7,4, 1,0 M)
Reagens: A: 0,1 M K-borát

B: 0,4 mg/ml FLURAM acetonban 
Sebesség: 0,3 ml/perc

Wu a különböző enkefalinok FLURAM-származékainak elvá
lasztását pBondapak C18 oszlopon Tris pufferben (pH 7,4), metanol 
gradiens alkalmazásával oldotta meg [438]. A fluoreszkaminos 
származékképzést nanogrammos érzékenysége teszi előnyösebbé a 
többi módszerhez képest.

Laboratóriumunkban az a-MSH metabolizmus vizsgálat előkészí
tése során azt találtuk, hogy a FLURAM megfelelő reagens az 
a-MSH 12 fragmensének jelölésére is. A származékok elválasztásá
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ra ODS-Hypersil oszlopot használtunk acetonitril-víz-0,1 % TFA 
gradiens elúcióval.

Fehérjék vizsgálatánál triptikus peptidtérképek készítéséhez 
mindkét változatban használják e reagenst: Yang oszlop előtti 
[439], KOHR oszlop utáni [440] származékképzést használt.

A FLURAM származékát nemcsak fluorimetriásan, de 254 nm
en UV-ben is lehet detektálni. A FLURAM-peptideknél erős sav 
hatására gyűrűzáródás következtében a fluorofór jelleg megszűnik, 
"csak" UV-elnyelést mutat a minta. Ennek következtében pl. a szi
lárdfázisú peptidszintézisben a kapcsolási lépések teljességének nagy 
érzékenységgel történő ellenőrzésére is használható (0,5% alatti sza
bad amino-terminálist is jelez) [441, 442]. A gyors, kvantitatív reak
ció miatt a nem kapcsolt peptidlánc blokkolására is alkalmas [443]. 
A HBr/TFA hasítással kapott téves és FLURAM-mal jelölt (blok
kolt) szekvenciák jól detektálhatok a keverék HPLC-jével [444].

A származékok fluoreszcenciájának stabilitása korlátozott [436, 
445, 446], ezért automatizálással próbáltak javítani a "pre-column" 
technikán. E módszerrel plazmából izolált lizintartalmú peptideknél 
30-50 fmól detektálási határt értek el [447],

A 2-metoxi-2,4-difenil-3(H)-furanon (MDPF) 
(O) reagenst is Weigele fejlesztette ki [448]. A szár- 

maztatott peptid-fluoro-fórok egyrészt stabilabbak 
a FLURAM- ból készülteknél (még szélsőséges 

[07 °ch3 pH-értékeknél is) [431], másrészt a vegyületek 
hidrofób karaktere is nagyobb (egy COOH és 

egy metoxicsoport különbség is van), mely kis peptideknél segíti az 
RP töltet alkalmazását [449], RUBINSTEIN Met- és Leu-enkefalint 
választott szét fordított fázisú oszlopon MDPF származékokon ke
resztül pikomól mennyiségben [450].

6.3. AROMÁS ALDEHIDEK

A ROTH által bevezetett o-ftálaldehid (OPA) szintén bázikus 
körülmények között, redukáló segédanyag (pl. merkaptoetanol) je
lenlétében gyorsan (felezési idő 4 s) reagál aminocsoportot tartalma
zó vegyületekkel. A termék szubsztituált izoindolszármazékok erős 
fluoreszcenciát mutatnak (gerjesztés: 340 nm, emisszió 455 nm) 
[451]. A reakciót és a származékok tulajdonságait SlMMONS és 
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JOHNSON vizsgálta részletesen [452-454], A reagenst az oszlopkro- 
matográfiába szintén Roth vezette be [455],

Hamar kidolgozták az OPA-származékon alapuló aminosavanalí- 
zist is [456-464], melyek túlnyomó többsége oszlop előtti szárma
zékképzést és RP-HPLC-t használ (25. ábra).

Az OPA a fluoreszkaminhoz hasonlóan nem reagál szekunder 
aminokkal, így Pro, HyPro detektálására közvetlenül nem alkalmas. 
Ezen aminosavakat először 1% nátrium-hipoklorit-oldattal OPA-re- 
aktív vegyületekké kell oxidálni (feltehetőleg 4-aminobutiraldelhid 
keletkezik a folyamat közben) [451, 465, 466]. A reagens ma már 
az aminosavanalizátorok alapvető segédanyaga, bár némi instabilitást 
mutat [458], A származékképzés körülményeit standardizálni kell, 
mert a fluoreszcencia "lecsengése" zavarná a kvantitatív meghatáro
zást [463], A jelenlegi aminosavanalizátorok teljes automatizálással 
oldják meg ezt a problémát [464]. A tökéletesített változatok már 
negyed óra alatt teljes aminosavanalízist adnak (hiba: 1%, de
tektálási határ: 50 femtomól) [467]. Az OPA-származékok előnye, 
hogy elektrokémiailag is detektálhatok [468], Biológiai minták ami- 
nosavtartalmának meghatározására is kitűnően felhasználható [469, 
470].

o-ftálaldehid

HjN-R+HSQ

R

Simmons-vegyület -C3H7

Q
-C(CH3)3
-ch2-ch2-oh

aminosavak

peptidek

-CH-COOH 
i 
R'

-NH-CH-CO-NH-<j:H-CO- 
R’ R*

-ch2-ch2-oh

-ch2-ch2-oh

24. ábra. o-Ftálaldehid reakciója aminocsoporttal
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25. ábra. Aminosavanalízis OPA alkalmazásával [462, 463]

Oszlop : Ultrasphere ODS-5 (150 x 4,6 mm) 
Eluens : A: H2O-Na-foszfát pH 6,5-CH3CN 72:20:8

B: H2O-CH3CN-MeOH-DMSÓ 42:30:25:3

1. foszfoszerin
2. aszparaginsav
3. glutaminsav
4. cisztin
5. a-amino-adipinsav
6. aszparagin
7. homocisztin
8. szerin
9. hisztidin
10. glutamin
11. etanol-amin-foszfát

Komponensek:
12. glicm
13. treonin
14. citrullin
15. arginin
16. 3-metil-hisztidin
17. P-alanin
18. alaninl9. taurin
20. tirozin
21. y-aminovajsav
22. etanol-amin
23. valin

24. metionin
25. triptofán
26. fenilalanin
27. izoleucin
28. leucin
29. hidroxilizin
30. omitin
31. lizin
ISI. homociszteinsav
IS2. homoszerin
IS3. norvalin
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Cisztein* és cisztin megbízható meghatározására Barkholt és 
Jensen dolgozott ki új módszert: 3,3'-ditiodipropionsavval előkezelt 
mintákat reagáltalak o-ftálaldehiddel az előzőek szerint [471].

Hazánkban Pintér [469] dolgozott ki eljárást szabad aminosavak 
OPA-származék formájában történő meghatározására. Peptidek ese
tén kimutatták, hogy a fluorogén detektálás a peptidek lizintartalmá- 
tól, azaz a szabad e-amino-csoportoktól függ [473].

A reagenst triptikus peptidtérképek készítésénél (5 nmól-10 
mmól mérettartományban) oszlop utáni reakcióban is használják 
[474]. A peptid-OPA származékok szeparálás utáni tömegspektro- 
metriás peptidszekvenciálásra is alkalmasak [475].

Az ELTE Szerves Kémiai Tanszék HPLC laborjában először az 
OPA-aminosav és peptidszármazékok szerkezetével foglalkoztunk 
[399], mert alkalmazásuk tulajdonképpen csak analógián alapult. 
Az izokinolingyűrűt NMR- és IR-spektroszkópiával azonosítottuk. 
Peptideknek OPA-val történő oszlop előtti származékképzési lehető
ségeit a továbbiakban a-MSH (26. ábra) és CCK fragmensek 
analízisével demonstráltuk: ODS-Hypersil-oszlopon 0,1% TFA-t 
tartalmazó acetonitril-víz eluenssel 0,1 -0,4 pg pepiidet tudtunk de
tektálni [398, 399],

Az OPA reagensnek több továbbfejlesztett változata ismeretes. A 
naftalin-2,3-dikarboxialdehid aminosavakkal cianidion jelenlétében 
erősen fluoreszkáló l-ciano-benz-[f]-izoindol-származékokat ad 
[476-478], melyek kémiai stabilitása nagyobb és gerjesztési maxi
mumuk a látható tartományba (420-440 nm) esik. Használatával 
ODS-Hypersil oszlopon, acetonitril-THF-foszfát puffer (pH 3,0) 
oldószerrendszerrel, gradiens elúcióval a teljes aminosavanalízis 
megoldható.

CN

NDA CBI - származék

Cys-peptidek szabad SH-csoportja egyébként oszlop előtti szelektív származék
képzése kitűnően felhasználható. A fenti eset az SH közvetett kihasználását jelentette 
OPA reagensen keresztül. Tioltartalmú minták (glutation, ciszteamin, cisztein és 
származékai, "Captopril") meghatározásának érzékenységét p-nitro-benzil-bromiddal 
(UV-detektálás) vagy ammónium-7-fluor-benzo-2-oxa-l,3-diazol-4-szulfonáttal (fluo- 
reszcenciás detektálás: gerjesztés 380 nm, emisszió 515 nm) való reakcióval növelték 
[472],
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Peptidek közül pl. az enkefalinok plazmában és agyban történő 
meghatározására használták a módszert (0,31 nmol/ml koncentráció
nál, 25 pmól injektálásnál, 4% hibával) [479, 480] az aminosavakra 
alkalmazott kromatográfiás körülmények között.

26. ábra. a-MSH fragmensek OPA-származékainak HPLC-je [398]
Oszlop: ODS-Hypersil (5 pm, 125 x 4 mm)
Eluens: MeCN-H2O-TFA

A: 15:85:0,1 B: 90:10:0,1
Sebesség: 1,4 ml/perc
Detektálás: Waters M20 fluoriméter 
Csúcsazonosítás 1: 0,3 pg H-9-10-OH,

2: 0,2 pg H-11-13-NH2
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Az eddigi fluorofór származék gerjesztési maximuma nem a 
rendelkezésre álló fényforrások optimumába esik, ezért újabb 
reagenseket is kifejlesztettek a detektálási érzékenység növelése cél
jából [481-485],

0 A 3-(2-furoil)kinolin-2-karbaldehid (FQCA)
Jí í—i aminosavszármazékok lézer-indukált fluoresz-
]rr cencia alapján (gerjesztés 488 nm) femtomólos

^/^/^cho detektálási hátánál mérhetők Clg oszlopon ace-
FQCA tonitril-trietil-ammónium-acetát gradiens rend

szerben. A reagens jelentős hidrofób jellege 
miatt tripeptidnél nagyobb peptidekre nem vált be [484],

A 3(4-karboxibenzil)-2-kinolinkarboxaldehidet (CBQA) triptikus 
fragmensek mérésére használták (gerjesztés: 442 nm, emisszió: 550 
nm), s 1018 mól detektálhatósági szintet értek el [485].

CBQCA

6.4. FLUORENIL-METIL-KLOROFORMÁT

Vannak a peptidszintézisben amino védőcsoport kiépítésére hasz
nálatos reagensek, melyek az oszlop előtti származékképzésben is 
kiválóan beváltak. A CARP1NO által Fmoc védelemre kidolgozott 
9-fluorenil-metil-kloroformát (Fmoc-Cl) primer és szekunder ami- 
nokkal egyaránt gyorsan (30" alatt) reagál [486]:
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Enyhe körülmények között készíthető Fmoc-aminosavak HPLC-s 
mérése, elválasztása és meghatározása teljes aminosavanalízist is 
jelent. Az Fmoc-védőcsoport nem poláros jellege folytán kitűnő 
RP-HPLC-re (20 perc analízis idő), fluorimetriásan (gerjesztés: 270 
nm, emisszió: 315 nm) és UV tartományban is (260 nm) nagy érzé
kenységgel (fmól) detektálható. A Fmoc származékok stabil vegyü- 
letek, csak a His-nél tapasztaltak időben lassú fluoreszcenciacsökke
nést [487-489], Az Fmoc-védett peptidek közvetlenül mérésre kerül
hetnek! Megjegyzendő, hogy a reagens is fluorofor, ezért feleslegét 
a minta előkészítése során el kell távolítani (pentán extrakció vagy 
hidrofób aminnal való reagáltatás) [489], Fiziológiás körülmények 
között előforduló szabad aminosavak mennyiségi meghatározására is 
megfelelő módszer [490]. A HPLC-s aminosavanalízisben sokszor 
OPA/Fmoc konbinációban alkalmazzák [491]. A reagens homológ 
változata a (+)-9-fluorenil-etil-kloroformát a királis aminosavanalí
zisben jelent megoldást (1. 7.2.3.3. fejezet).

6.5. AROMÁS NITROCSOPORTOT TARTALMAZÓ 
REAGENSEK

Az o-nitro-szulfenil (NPS) amino védőcsoport [492] lehetőséget 
ad Trp tartalmú peptidek komplex enzimatikus bontással készült 
peptidkeverékekből történő szelektív izolálására és meghatározására. 
A reagens a Trp 2-es helyzetben [493] való módosításával hidrofobi- 
citás és ezáltal kromatográfiás mozgékonyságváltozást okoz 
(pBondapak C18 oszlop, trifluor-ecetsav-tartalmú acetonitril gradi
ens, detektálás: UV (210 nm) és fluorimetria (gerjesztés: 287 nm, 
emisszió: 348 nm)).

A SANGER által bevezetett 2,4-dinitro-fenil-csoport [494] a szer
kezetkutatásban tölt be fontos szerepet az N-terminális, a szabad 
lizin e-aminocsoportok, a kötéstípus (a és izopeptid) és a szilárdfá
zisú szintézis téves szekvenciáinak meghatározása révén.

A 2,4-dinitro-fluor-benzol reagenssel, enyhe körülmények között 
keletkező acilezett aminosav és peptidszármazékok HPLC-vel köny- 
nyen szeparálhatók és 254 nm-en nagy érzékenységgel (nanogram 
szinten) detektálhatok.

SALLAY és csoportja DNP-peptideket választott szét pBondapak 
C18 oszlopon, 1% ecetsavat tartalmazó acetonitril gradienssel [444, 
495],
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DNP-HNCH-CO... NH-CH-CO... NH-CH-COOH 

R, R,
DNP

A fenti célokra 2,4,6-trinitro-fenil-csoport (TNP) is alkalmazható, 
melyet 1959 óta 2,4,6-trinitro-benzolszulfonsav segítségével építenek 
ki a molekulán [499]. Kvantitatív reakcióban jó kromofór (350 nm- 
nél) és jó elektrofór (amperometriás) származékot ad. TNP-aminosa- 
vak Biophase RP-HPLC oszlopon MeOH-foszfát-ecetsav-citromsav 
pufferben, vagy ioncserélő SAX oszlopon jól elválaszthatók [500].

Az újabb fluorogén reagensek közé tartozik a 4-klór-7-nitro- 
benzo-2-oxa-1,3-diazol (NBD-C1) és a nála egy nagyságrenddel 
gyorsabban reagáló 4-fluor-7-nitro-benzo-2-oxa-1,3-diazol [472, 
501-505]. Reakciójuk etanol-puffer (pH 8) elegyben, 60°C-on 1 perc 
alatt jó fluorofór NBD-aminosavakat ad (gerjesztés: 470 nm, emisz- 
szió: 530 nm):

O(F)

pH 8
60 °C .1 perc

Előnyük, hogy primer és szekunder aminocsoporttal is reagálnak, 
detektálási határ: 10 fmól aminosav. Egy aminosav-profil felvételé
hez 1,5 pg fehérjehidrolizátum is elegendő. E reagensek kisebb pep- 
tidek esetén is beváltak, azonban mivel a peptid hidrofób jellegét 
növelik, ezért használatuk erősebb organofil erejű eluenst kíván. 
pBondapak C18 oszlopon MeOH-THF-foszfát puffer, ill. puffer- 
MeOH-CH3CN rendszerekben a származékok jól szétválaszthatók 
[472, 501-505].

Mivel a peptidek detektálási érzékenysége 210 nm-en túl ala
csony ahhoz, hogy neuropeptideket szöveti extraktumokban mérni 
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lehessen, MEEK az érzékenység növelésére kisméretű, hidrofil, elekt- 
rokémiailag is könnyen detektálható, egységes terméket adó reagens
sel történő származék előállítására törekedett [288].

A legígéretesebbnek a 3,6-dinitro-ftálsavanhidrid (DNPT) és a 
2-karboxi-4,6-dinitro-fluor-benzol (CDNFB) bizonyult. Az utóbbi 
UV-ben 360 nm-nél detektálva 50-szeres, az előző elektrokémiai de
tektálással 500-szoros érzékenységnövelést jelent a kiindulási peptid 
UV-detektálásához képest. A származékok ODS-oszlopon foszfát 
puffer-acetonitril gradiens rendszerben jól szeparálhatók és mérhe
tők [288],

6.6. IZOCIANÁTOK

Az izocianát típusú származékképzők a peptidek és fehérjék 
szerkezetelemzésében és kutatásában kettős jelentőséggel bírnak: 
egyrészt érzékeny aminosavanalízist tesznek lehetővé, másrészt a 
szekvenciaanalízisben, pontosabban fogalmazva: a mikroszekvená- 
lásban kulcsszereppel rendelkeznek. Az első esetben karbamoilami- 
nosavak, a másodikban a szekvenálás során keletkező hidantoinok 
HPLC elválasztását és mérését oldják meg. A leggyakrabban hasz
nált reagens a fenil-izotiocianát (PITC), melynek mindenképpen 
előnye e kétcélú alkalmazhatóság: aminosavanalízisben a megfelelő 
fenil-tiokarbamoil aminosavakat, szekvenálásnál pedig a fenil-tiohi- 
dantoin (PTH) aminosavak keverékének szétválasztása jelenti az 
ultramikroanalízist [506-514]. Rutin analízis szintjén is sikerült kb. 
50-szeres érzékenységnövekedést elérni, valamint az analízis időt kb. 
20 percre redukálni (Waters PICO-TAG™ aminosavanalizátor, C8 v. 
C18 szilika oszlop, NH4OAc-CH3CN (v. MeOH) gradiens elúció, 
254 nm).

1-Naftil-izocianát alkalmazásával erősen fluoreszkáló (gerjesztés: 
238 nm és 305 nm, emisszió: 385 nm), stabil, UV-ben 222 nm-en is 
detektálható naftilkarbomoil aminosavak keletkeznek, melyek érzé
keny aminosavanalízist biztosítanak (C18 szilika oszlop, acetonitril 
foszfát puffer gradiens) [516].

Chang úgy módosította az Edman-reagenst, hogy a látható fényt 
is abszorbeálja [517], A dimetilamino-azo-benzol-izotiocianát segít
ségével N-terminális szekvencia-meghatározás és aminosavanalízis is 
megvalósítható.
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A reagens nagy hidrofobicitása miatt a termékek erősen hidrofó- 
bak lesznek (ha egy peptid kettőnél több reaktív aminocsoportot 
tartalmaz, a származék vízben oldhatatlan lesz), s így RP-kromato- 
gráfiával a vegyületek szeparálhatók (detektálási határ 2 pmól) [518- 
520]. Segítségével N-terminális szekvenciaanalízis subnanomól érzé
kenységgel valósítható meg. A keletkező dimetilamino-azo-benzol- 
tiohidantoinok maguk is színes vegyületek és RP-HPLCvel 1 pmól 
érzékenységgel meghatározhatók. Automatikus szekvenátor vagy 
radioaktívan jelzett reagens segítségével 1 nmólnál kevesebb peptid 
teljes szekvenciáját meg lehet így határozni [521],

A danszil-klorid analógiából kiindulva a megfelelő szulfonsav- 
klorid-származékot is elkészítették [522, 523]. A dimetil-amino-azo- 
benzolszulfoklorid reagens (DABS-C1) dabszil-klorid segítségével 
nagy érzékenységű aminosavanalízis valósítható meg. C18 oszlopon 
mind a 19 természetes aminosav szeparálható két különböző gradi
ens rendszer (acetonitril-puffer) alkalmazásával. 436 nm-nél detek
tálva 2-5 pmól aminosav is jól mérhető, és így a teljes aminosavana- 
lízishez csak 10-30 pg reagáltatott peptid hidrolizátumra van szük
ség. Egyszerűbb, de ugyanolyan érzékeny módszer, mint a fluorofór 
technikák és C-terminális meghatározásra is kitűnően bevált [524- 
526]. A megfelelő fluoreszcein-izotiocianát- és tiohidantoinszárma- 
zékokkal Tuzimura foglalkozott [261-262],

Az arginin guanidinocsoportja is lehetőséget ad származékkép
zésre. KAI és csoportja [532-535] benzoinnal angiotenzineket, leu- 
peptint és Arg-tartalmú peptideket határozott meg femtomólos érzé
kenységgel (Vydac C18 oszlopon, TEAP puffer (pH 8,5)-acetonitril 
gradiens, fluorimetriás detektálás (gerjesztés: 325, emisszió: 418 
nm)).

A benzoin A-szubsztituák guanidinekkel 2-szubsztituált amino- 
4,5-difenil-imidazolt ad. A módszert TÖMÖRI [861] véralvadásgátló 
Arg-tripeptidaldehidek vizsgálatánál alkalmazta.
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7. A HPLC ALKALMAZÁSI LEHETŐSÉGEI 
A PEPTIDKÉMIÁBAN

A peptidvegyész munkájának majdnem minden fázisában óriási 
segítséget jelenthet a HPLC. A teljesség igénye nélkül bemutatunk 
néhány példát és területet, ahol a HPLC sikeresen alkalmazható: 
— kiindulási anyagok, intermedierek tisztaságvizsgálata, 
— peptidkapcsolás nyomon követése (kvantitatív módon is), 
— reakciók optimálása, kapcsolási intermedierek felderítése, 
— védőcsoport eltávolítások ellenőrzése, peptidészter hidrolízisek, 
— mellékreakciók (transzpeptidáció, oxidáció, deszulfatálás, alkile- 

ződés, dezamidálódás, racemizációk, epimerizációk, ciklizáció 
stb.) kimutatása,

— optikai tisztaságvizsgálat,
— szilárdfázisú szintézissel készült termékek hibás peptidjeinek 

kimutatása,
— preparatív tisztítások kromatográfiás feltételeinek optimálása és 

ellenőrzése,
— szemipreparatív és preparatív tisztítások,
— szintetizált peptid végtermékek tisztaságvizsgálata,
— szerkezetanalízis, szekvenálás,
— aminosavanalízis, jellemzés, 
— új reagensek, kapcsolások minősítése (racemizációs tesztek).

7.1. HPLC ALKALMAZÁSA A PEPTIDSZINTÉZISBEN

VOELTER és mtsai azonnal felismerték a HPLC peptidkémiai 
alkalmazásában rejlő lehetőségeket [158-68]. Az ELTE Szerves 
Kémiai Tanszék és az MTA Peptidkémiai Kutatócsoport HPLC la
boratóriumában 1978 óta használják a HPLC-t a szintetikus munka 
támogatására [547-550].
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7.1.1. Kiindulási anyagok, intermedierek vizsgálata

A peptidszintézisek kiindulási anyagait jelentő amino-, ill. kar- 
boxil-védett aminosavszármazékok tisztasága RP-HPLC-vel jól el
lenőrizhető.

A kiindulási aminosavakhoz képest a védőcsoportokkal (uretán 
típusú -NH2, észter típusú -COOH és változatos oldallánc védőcso
portokkal) ellátott származékok retenciós ideje nagyobb és detektál- 
hatósági lehetőségei is javulnak. A Z, Boc, Tos mint amino védő
csoportok, és alkil (Me, Et, Bu') és benzilészter mint karboxil védő
csoportok nagy hidrofobicitásuk miatt fordított fázisú oszlopokon 
növelik a retenciós időt. Az aromás csoportok egyúttal kedvező kro- 
moforok is (250-280 nm).

Monoaminodikarbonsavaknál az a-észterek gyakran szennyezet
tek a>-észtenel és viszont. RP-HPLC-vel az N-benzil-oxi-karbonil- 
glutaminsav a-benzilészterben a megfelelő y-észter kvantitatíve 
meghatározható, s ez természetesen vonatkozik az a-észter szeny- 
nyeződésekre is [548], C]g-as analitikai oszlopon, MeOH-acetát puf- 
fer (pH 4) 1:1 eluensben, 254 nm-nél detektálva 3 perces (!) retenci
ós idő különbség van az a- és y-izomer között (27. ábra).

Arginin esetében az a-amino- és 8-guanidino-csoportot gyakran 
Z-vel védik. A Z-csoport jelenléte RP oszlopon növeli a retenciós 
időt, mely a Z-csoportok számától (1,2 vagy 3) függ. A TLC ada
tok és a HPLC kép összefüggését az 28. ábra mutatja.

Peptidészterek átészterezése jól követhető HPLC-vel az észtere- 
sítő alkoholok hidrofobicitás-különbsége alapján [551] (29. ábra). A 
védett peptid-benzilészter nagyobb retenciós idővel rendelkezik for
dított fázisú oszlopon, mint a metilészter.

Orn-peptidek oldallánc aminocsoportja guanidinezhető, így Arg- 
peptidekhez jutunk. A guanidinezési reakció Aquapore-RP oszlopon 
jól követhető. Enyhe CH3CN-TFA gradienssel az Orn és Arg pep
tidek jól elválaszthatók egymástól [552], ezáltal a különböző guani- 
dinező reagensek értékelésére lehetőség nyílik.

A-alkoxi-karbonil aminosavak, vegyes anhidridek és szimmet
rikus anhidridek HPLC profiljának elemzéseit BENOITON végezte el 
és megállapította a racemizáció mértékét is [553]. Az általuk kidol
gozott RP-HPLC rendszerben összehasonlította a különböző kloro- 
formátokat is racemizáció, kapcsolási hatékonyság és uretánképződé- 
si mellékreakció szempontjából [554, 555]. Mivel az RP-HPLC 
vizes rendszerei nem megfelelőek aktivált aminosavszármazékok 
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vizsgálatához, normál fázisú HPLC rendszert dolgoztak ki 2,4-di- 
szubsztituált-5(4H)oxazolonok, szimmetrikus és vegyes anhidridek 
és más aktivált formák szeparálására A-acil és 7V-alkoxikarbonil ami
nosavak esetén (Lichrosorb CN vagy pPorasil oszlop 1,5-5% terc- 
butanolt tartalmazó hexán eluenssel) [556] (30-31. ábra). Ugyaneb
ben a rendszerben oldották meg Fmoc-aminosavkloridok, vegyes 
anhidridek és észterek egymás melletti analízisét is [557].

27. ábra. Nz-védett glutaminsav és benzilészter 
elválasztása [414]

Oszlop: ODS-Hypersil-6 (125 x 4 mm)
Eluens: MeOH-4),01 M Na-acetát (pH 4,0) 

50:50 (v/v)
Sebesség: 1,1 ml/perc

Az a-MSH és ACTH fragmensek észterei jól megkülönböztet
hetők a szabad savaktól, mivel az észter -> COOH átalakulás hidro- 
fobicitás, s így retenciós idő csökkenéssel jár (26. táblázat).
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28. ábra. Z-védett Arg-származékok vizsgálata [414]

VRK: szilikagél 60 (Merck)
futtató: n-BuOH-AcOH-H2O 4:1:1 (v/v)

HPLC: oszlop: ODS-Hypersil-6 (125 x 4 mm)
eluens: MeOH-NH4OAc, 0,01 M pH 4

(50:50, v/v)
sebesség: 1,1 ml/perc

Minta: 1. Z-Arg(OH) II. Z-Arg(Z)OH III. Z-Arg^OH

Fmoc-aminosavaknál a 9-fluorenil-metil-kloroformáttal amino- 
savból történő előállítás során aminosavkondenzációs mellékreakci
ókból származó, vékonyrétegen nem látható dipeptid szennyezéseket 
(1-3%) C18 oszlopon MeOH-H2O-0,1 % TFA eluens rendszenei ki 
lehet mutatni [562]. Fmoc-nál valamivel stabilabb Mpc (2-[4-(metil- 
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szulfonil)-fenil-szulfonil]-etoxi-karboxil)-csoportot tartalmazó ami
nosavak esetén már a nyerstermék is tisztább HPLC képet mutat 
(detektálás 215 nm), mint a megfelelő Fmoc-származékok [563], ez 
vonatkozik a segítségükkel szilárdfázisú szintézisekkel készült pepti- 
dekre is.

29. ábra. Boc-lle-Gly-OBzl átészteresftése [551] 
(metanol, Ca-acetát, 3 óra, 38 °C)

Komponensek: 1 - benzil-alkohol
2 - átészteresített peptid
3 - Boc-lle-Gly-OBzl
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30. ábra. Fmoc-Val aktivált 
formáinak elválasztása [556]

Oszlop: pPorasil
Eluens: Bu'OH-hexán 1,5:98,5

31. ábra. Boc-Val aktivált 
formáinak analízise

Oszlop: LiChrosorb-CN
Eluens: BulOH-hexán 1,5 : 98,5

Aminolízisre és hidrolízisre érzékeny aktív észterekkromatográ- 
fiája RP-HPLC-vel jól megoldható, ha semleges vagy enyhén savas 
eluenseket használunk: Nachtmann [564, 565] Z-Glu-p-nitro-fenil- 
észtereket pH 7,0-nél, laboratóriumunk Z-Lys-p-nitro-fenil-észtereket 
pH 4,0-nél mért sikeresen [548], ráadásul a p-nitro-fenil-észter-cso- 
port igen hasznos kromofórnak bizonyult a detektálásnál.

Sok esetben elsősorban Pro és Gly végű peptideknél észterhid
rolízissel jutnak az aktiválható peptidhez: a-MSH-, ACTH-, enkefa- 
lin- és MIF-származékok adajai jól mutatják (26. táblázat), hogy a 
védett peptidsavak a megfelelő alkil-észterek előtt eluálódnak, mivel 
polárosabbak, mint a megfelelő metil-észterek (vagy amidok) [547- 
550].
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A peptidszintézisben intermedierként szereplő hidrazidok RP- 
oszlopon nagyobb retenciót mutatnak, mint az előállításokhoz hasz
nált alkilészterek:

Oszlop Eluens Peptid k'

ODS-Hypersil MeOH-H2O-CH,CN Z-Phe-Leu-OMe 1,6
50:10:40 (v/v) Z-Phe-Leu-NHNH2 2,4

Mivel a peptidszintézis lépései nem 100 %-osak, a termékek 
tisztaságának vizsgálatánál az összes intermedierre figyelemmel kell 
lenni. Az RP-HPLC teremtett lehetőséget arra, hogy a főtermékhez 
hasonló szennyezéseket kvantitatíve értékelni lehessen. Nachtmann 
[564, 565] az oxitocinszintézis valamennyi intermedierjének elvá
lasztását megoldotta, és a kidolgozott HPLC módszereket használta 
fel a lépések optimálására, hogy a lehető legnagyobb hozamot érjék 
el. Védett oxitocin fém Na/cseppfolyós NHvval történő redukcióját 
kombinált HPLC elektrokémiai módszer segítségével optimálták 
magyar kutatók, a nagyobb oxitocinhozam érdekében [566],

7.1.2. Kapcsolások nyomonkövetése

Peptidkapcsolások ellenőrzésében döntő tényező, hogy a telje
sen védett kapcsolási termékek nagyobb retenciós időt mutatnak, 
mint a kiindulási N és C terminális védett fragmensek. A 32. ábra 
gasztrinszármazék fragmenseinek kapcsolásán mutatja be, hogy az 
elúciós sorrend: kiindulási dipeptid Boc-Tyr(Br2)Gly-OH és tetra- 
peptid H-Trp-Leu-Asp-Phe-NH2 és végül a termék hexapeptid: 
Boc-Tyr(Br2)-Gly-Trp-Leu-Asp-Phe-NH2 [550].

A kapcsolásokban szereplő intermedierek, aktivált származékok 
közül BENOITON [553-556] a vegyes anhidrides kapcsolás HPLC 
követését oldotta meg; az aktívészterek kromatográfiájáról már emlí
tést tettünk [548, 564], a diciklohexilkarbodiimides módszer HPLC 
képét pedig egy lengyel kutatócsoport elemezte [567], Kvantitatív 
HPLC segítségével a kapcsolási reakciók kinetikája már könnyen 
megállapítható.
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Szegmens kapcsolások kitűnően követhetők HPLC-vel. Humán 
P-endorfin (1-27) analógoknál CHENG és YAMASHIRO [568], a szeg
mens és lépésenkénti szilárdfázisú szintézis reakció elegyeit tudta 
megbízhatóan analizálni és összehasonlítani.

32. ábra. Peptidkapcsolás analízise [550] 

Boc-Tyr(Br2)-Gly-OH (2) + H-Trp-Leu-Asp-Phe-NH2 (4) 
'L

Boc-Tyr(Br2)Gly-Trp-Leu-Asp-Phe-NH2 (6)

Oszlop: ODS-Hypersil-6 (125 x 4mm)
Eluens: MeOH-0,01 M foszfát puffer (pH 2) 3:6:4 (v/v) 
Sebesség: 1,3 ml/perc

Diszulfidhidat tartalmazó peptideknél a tiol/diszulfid reakcióke
verékek jól analizálhatók RP-HPLC-vel. Intermolekuláris diszulfid- 
hidak kialakulásakor a peptid méretének megváltozásával egyértel
műen változik (nő) a retenciós idő (pl. glutation-oxidált glutation).
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Intramolekuláris cisztinhidak kialakulásakor (pl. oxitocin, vazo- 
presszin) a még nem oxidált ditiol peptidek kapacitási faktora na
gyobb, jelezvén, hogy a lineáris peptid hidrofób oldalláncai erősebb 
kölcsönhatásba kerülnek a hidrofób állófázissal, mint a diszulfidhíd 
révén ciklusossá váló pepiidnél [858],

7.1.3. Védőcsoport eltávolítások ellenőrzése

Ahogy a védőcsoportok bevitele jól követhető HPLC-vel, úgy 
természetesen a védőcsoportok eltávolítása is: védett és szabad szár
mazékok lényeges k' különbséget mutatnak. VOELTER [543] a TRH 
egy szintetikus analógjának szintézise közben, a Boc-Phe- 
Glu(OBzl)-ProNH2 tripeptid forró trifluor-ecetsavas kezelésével, 
kationcserélő gyantát tartalmazó peptid-analizátorában 20 különböző 
terméket szeparált és izolált, majd szerkezetüket is meghatározta.

A fragmens kondenzációval készült szomatosztatinszintézis inter- 
medierjeinek tisztaságát VOELTER HPLC-vel ellenőrizte [538, 544]. 
Védőcsoportok használhatósága a hasítási kinetika kvantitatív adatai 
alapján ítélhető meg. Kinetikai adatokhoz könnyen juthatunk HPLC 
mérésekkel.

HPLC volt a fő metodika az l-(l-adamantil)-l-metil-oxi-karbonil 
(Adpoc) amino védőcsoport kidolgozásában, mikor a többi amino 
védőcsoporttal hasonlították össze. HPLC-vel állapították meg az 
Adpoc-védőcsoport acidolitikus eltávolítás! kinetikáját [538, 544, 
569-571] (27. táblázat).

27. táblázat
Adpoc-Trp vizsgálata különböző hasítási 

körülmények között [537]

Acidolitikus oldószer Hasítás (perc) *l
(perc1)50% 99,9%

3% TFA-CH2C12, 25°C 0,18 1,78 3,87
3% TFA-CH2C12, 0 °C 1.1 11,7 0,63
H2O-AcOH-HCOOH (83%) 

2:7:1 (v/v/v), 0 °C
10,8 10,7 6,42x10’2

H2O-AcOH-HCOOH (83%) 
2:7:1 (v/v/v), 25 °C

355 354 l,95xl0'2

AcOH 34 338 2.00x10’2
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Adpoc-Trp-Lys(Boc)OH dipeptid esetén optimálással meg tudták 
oldani, hogy NE-Boc Lys védőcsoport mellől szelektíve eltávolítsák 
az a-amino védőcsoportot [537-544] (33. ábra).

a, 6,5 perc b, 17,2 perc c, 72 perc

33. ábra. Adpoc-Trp-Lys(Boc)OH hasítási kinetikájának kromatogramja 
AcOH-HCOOH-H2O 7:1:2 eleggyel (40 °C-on) [537]

Oszlop: RP-8 (250 x 4 mm), 10 pm
Eluens: MeOH-H2O (pH 5,2) 90:10
Sebesség: 2,5 ml/perc

Felszabadult H-Trp-Lys(Boc)OH: a) 36,48% b) 65,99% c) 98,63%

Új arginin guanidino védőcsoport kifejlesztése során kétféle RP- 
HPLC technikát is alkalmaztak: a védett származékok jó UV-elnye
lést mutatnak, míg a szabad guanidino-csoport fluoreszcens színezé
ket képez a 9,10-fenantrénkinonnal, így a védőcsoport eltávolítása 
több módon is követhető: közvetlenül és oszlop előtti származékkép
zés segítségével (28. táblázat). A jelzett védőcsoport szelektív 
eltávolítását is HPLC segítségével optimálták [536].
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28. táblázat

Arg guanidino védőcsoportok hasításának összehasonlítása [536] 
(reakció mértéke 95%, ill. 99%)

Védőcsoport Reakcióidő (perc)
95% 99%

Z-Arg(Tip)-OH 60 180
Z-Arg(Pmc)-OH 130 180
Z-Arg(Mtr)-OH 140 175
Z-Arg(Mbs)-OH 225 290
Z-Arg(Mts)-OH 310 400

7.1.4. Mellékreakciók kimutatása

Péptidszintéziseknél az intermedierek sokrétűsége és a mellékter
mékeknek a kívánt végtermékekhez való hasonlósága számos elvá
lasztási problémát okoz, melyet HPLC-vel fel lehet deríteni és meg 
is lehet oldani. Mivel a szennyezések lényegesen befolyásolhatják az 
anyagok biológiai aktivitását, kimutatásuk és ellenőrzésük nélkülöz
hetetlenné vált. A szintézislépések során számos mellékreakció is 
felléphet, ezek HPLC-vel történő követése igen sok felvilágosítást 
ad a peptidvegyésznek.

7.1.4.1. Oxidáció: Met —» Met(O)

Peptidek metionin része könnyen oxidálódik a preparatív eljárá
sok során, elsősorban metionin-szulfoxiddá. a-MSH esetén a Met4 
helyzetben történő oxidációval keletkező szennyeződés jól szeparál
ható az anyavegyülettől (34. ábra) [550], Az elválasztási hatékonysá
got gradiens elúcióval lehet növelni. RP oszlopon a szulfoxidszár- 
mazék alacsonyabb retenciós idővel rendelkezik, mint a tiszta hor
mon, mert valamivel nagyobb á polaritása. VOSKAM Nucleosil C18 
oszlopon [572] calcitoninban és motilinben Met-szulfoxidot tartal
mazó szennyező pepiidet mutatott ki.
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34. ábra. Szintetikus a-MSH tisztaságvizsgálata [550]

Oszlop: ODS-Hypersil-6, 125 x 4 mm
Eluens: A: CH,CN-H2O-TFA 20:80:0,1

B: CH,CN-H2O-TFA 60:40:0,1
Gradiens: 1% B/perc
Sebesség: 1,4 ml/perc
Komponensek: 1. Met(O)4a-MSH 2. a-MSH

7.1.4.2. Deszulfatálás: Tyr(SO3H) —> Tyr

A kolecisztokinin peptidek szintézise két fő problémát hordoz 
magában: a Met-oxidációt (az előbb már említettük) és a tirozin rész 
szulfatálását, ill. deszulfatálását. A CCK peptidek HPLC analízis 
adatait a 29. táblázat tartalmazza. Az eredmények szerint a CCK- 
oktapeptidek a következő sorrendben eluálódnak: oxidált, szulfatált 
és szulfátmentes vegyület, egyezésben hidrofobicitás sorrendjükkel 
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[549, 550], A Boc és OBu' védett származékok megnövekedett re
tenciós idővel rendelkeznek ugyanabban a rendszerben [549], mely 
alkalmas arra, hogy különbséget tegyen a CCK fragmensek között 
is: a hidrofil aszpartil és szulfátészter egység beépítése gyorsabb 
elúciót okoz [550], A származékoknál jól látszik, hogy a C-terminá- 
lis amidcsoport cseréje a nagyobb hidrofobicitást jelentő feniletil- 
amid egységre jelentősen megnöveli a retenciós időt.

29. táblázat

CCK-peptidek retenciója különböző oszlopokon [550]

Peptid ZR k' Eluens

Hypersil ODS ’ 
Boc-CCK8-SE 16,7 15,6 Acetonitril-0,01 M Na-
Boc-CCK7-SE 2,8 1.8 acetát (pH 4) (15:85)

CCK8-SE 12,1 5,66
CCK7-SE 16,2 8,0 Acetonitril-0,01 M TEAP
CCK6 14,2 6,88 (pH 6,5) (25:75)

pBondapak ”
CCK8-SE 13,2 5,0

Met(O)-CCK8-SE 11,8 4,3
CCK8-SE 6,85 3,03 Acetonitril-0,01 M NH4-
CCK8 8,7 3,53 acetát (pH 4,2) (25:75)

Met(O)-CCK8-SE 6,1 2,60

Hypersil ODS "" 
Boc-CCK4 6,6 5,60 Acetonitril-0,01 M foszfát
Boc-CCK4-PEA 11.1 10,10 (pH 7,5) (30:70)

Boc-TyrtBr^'-LeiACCK6 18,8 17,8 Metanol-0,01 M foszfát
Boc-Tyr(Br2)-GIy-OH 2,8 1.8 (pH 2,1) (30:60:40)
Leu2-CCK4 1,8 0.8

oszlop: 250 mm x 4 mm, sebesség: 1,1 ml/perc
oszlop: 300 mm x 3,9 mm, sebesség: 1,3 ml/perc
oszlop: 125 mm x 4 mm, sebesség: 2,0 ml/perc

Arg-peptidek szilárdfázisú szintézisénél Mtr vagy Pmc guanidino 
védőcsoport használata esetén a gyantáról történt lehasítás után szul- 
fonált Arg egységeket találtak : CH3CN-TFA gradienssel C]g-szilika 
oszlopon a szulfonált peptid(ek) preparatíve is jól elválasztható(k) a 
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célterméktől és MS vizsgálatokkal azonosítható(k) [573]. Az elvá
lasztás izokratikusan is megoldható a kvantitatív meghatározások 
céljára.

A-terminális ciszteint tartalmazó Nn-Bom-His-peptidek hidrogén- 
fluoridos kezelésénél a fent neveze" védőcsoport hasításából 
származó HCHO a terminálist teljes egészében tiazolidin karbonsav 
egységgé alakítja: a cisztein-peptid, a tiazolidin-peptid és az esetleg 
oxidációból származó cisztin-peptid Nucleosil C]g oszlopon, lineáris 
CH3CN gradienssel (0,05% TFA-ban) jól szeparálható egymástól 
[574].

7.1.4.3. Dezamidálódás

Peptidamidok vizes oldatban (enyhe bázikus körülmények között 
vagy savas oldatban, így a feldolgozás során is) könnyen dezamidá- 
lódnak. Egyrészt a C-terminális amidcsoportok, másrészt a láncban 
szereplő Gin és Asn (ű-NH2 csoportjai hidrolizálódnak. A keletkező 
szabad COOH-csoportok jelentős változást okoznak polaritásban, s 
ennek következtében a szabad sav (ill. savanyú peptid) a peptid ami- 
doktól RP oszlopokon jól megkülönböztethető [549, 550],

Patel és Borchardt [575] Clg RP oszlopon 0,1% TFA jelenlé
tében metanol-víz eluenssel tudta szeparálni hexapeptid szinten a 
dezamidált termékeket az Asn-peptidektől. A HPLC módszer egyér
telműen jelezte, hogy savas oldatban direkt hidrolízissel történt a 
dezamidálódás. Semleges és bázikus pH-nál viszont jóval több csúcs 
jelent meg a kromatogramokon: a ciklikus imid intermedier és az 
izopeptid is. Ez azt bizonyítja, hogy egy másik mellékreakcióval, a 
transzpeptidációval is számolni kell.

7.1.4.4. Transzpeptidáció

Monoaminodikarbonsavak és izomerjeik közötti retenciós időkü
lönbség lehetővé teszi, hogy a transzpeptidációs mellékreakciót 
könnyen detektálni lehet. Glutamil peptideknél a —> y transzpeptidá- 
ció, aszpartil peptideknél a -» P (ranszpeptidáció történhet, mely 
izomerpeptidek keletkezésére vezet. Az RP-HPLC módszer alkalmas 
a peptid-izopeptid megkülönböztetésére [549], A kromatográfiás 
mérés a transzpeptidálási folyamat kinetikájának meghatározására is 
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alkalmas, a-Pepiidben 0,1-0,2% izopeptid szennyezés is biztonság 
gal kimutatható ily módon.

Az Asp monoészterek és Asp-peptidek (Z-aszpartám, DSIP) és 
izomerjeinek C18 tölteten történő elválasztásával egy kínai kromato
gráfiás csoport foglalkozott [576].

Asp és Glu a-tü származékok kromatográfiás adatai [549]

30. táblázat

Származék Oszlop Eluens
(«) (m)

Z-Glu(OBzl) ODS-Hypersil MeOH-NaOAc (pH 
4)

3,0 8,3 1,80

Z-Glu(OBzl)Lys ODS-Hypersil 50:50 10,2 6,3 3,20

Z-Asp-Phe-NH2 RP-18-Knauer MeOH-H2O-AcOH
60:40:2

2,0 3,5 1,25

Boc-Glu(EDA-Z) ODS-Hypersil MeOH-puffer 
70:30

2,3 1,4 1,76

Z-Asp(OMe) YQG-CH-C|8 MeOH-H2O-AcOH
30:70:2,5

2,2 2,5 1,25

Z-Asp-Phe(OMe) yqg-ch-c18 40:60:2,0 3,3 2,3 1.35

DSIP
(Trp-Ala- Gly- 
Gly-Asp- Ala- 
Ser-Gly-Glu)

yqg-ch-c18 70:30:0,5 1,5 1,0 1,25

Szekretin és analógjainak szintézisénél BEYERMAN és VOSKAMP 
szemipreparatív szinten is kidolgozta a HPLC tisztítás feltételeit 
[577], Azt találták, hogy elsősorban az Asp(OBzl)-Gly és Asp- 
(OBzl)Ser kötések érzékenyek transzpeptidációra.

TÖRÖK [578] nem fehérje alkotó bázikus glutaminsav-származé- 
kot tartalmazó szintetikus, biológiailag aktív peptideknél transzpepti- 
dációval keletkező aminoetil-glutamin, és izoglutaminszármazékot 
választott szét alapvonal-elválasztással, ODS-Hypersil oszlopon.

CAPASSO igazolni tudta, hogy a glutamin egység spontán 
dezamidálódása fiziológiás körülmények között gyűrűs imiden (a 
glutárimiden) át vezet glutamilszármazékokhoz [579].
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Glu, Asp

s>

—* I z1
(X)—HN \\ 

0

(CH2)—COOH

(X)—NH-CH-CO-NH—(Y)

a-izomer

(CH2)—CO-NH— (Y) 

(X)—NH-COOH

P (y)-izomer

35. ábra. Izopeptid és transzpeptidáció

Az Ac-Gln-Gly-NH-Me dezamidálását Cg oszlopon 0,2% 
CH3CN és 0,2% TFA-t tartalmazó eluenssel vizsgálták a kiindulási, 
a gyűrűs, az a és y-Glu peptid elválasztásával.

Schön, Rill és csoportjuk [581-584] megállapította, hogy asz- 
partilpeptidek esetében nemcsak transzpeptidáció, hanem epimerizá
ció is lejátszódik. HPLC segítségével az egyes sztereoizomerek 
mennyiségét kvantitatíve is megállapították, beleértve az amino- 
szukcinil gyűrűs intermediereket is. A meghatározásokat C18 
oszlopon (BST, 10 pm) CH3CN-TFA-0,001 M NH4OAc (pH 4,5) 
14,0-16,5 : 0,5 : 85,5-83,0 összetételű eluenssel végezték. Fmoc vé
dőcsoport esetén a piperidinoh'zis révén keletkező Asp-piperidineket 
Lichrosorb RP-18 oszlopon CH3CN-vizes Na2SO4 (5 mM) 7:18 
elegyével (mely 0,5 mM D-kámforszulfonsavat is tartalmazott) is 
szét tudták választani az említett sztereoizomerekre [581-584].

VADÁSZ [580] az Asp6-GnRH analógok szintézise során részlete
sen vizsgálta a vegyületek transzpeptidációs készségét. Az analógok 
átalakulását RP-HPLC segítségével követte és megállapította az ami- 
no-szukcinil pepiiddé alakulás sebességi állandóit. Kimutatta és azo
nosította valamennyi intermediert. Jelentős epimerizációt állapított 
meg a mellékreakciók közben az epimer származékok elválasztásá
val (36. ábra).

Szilárd fázison szintetizált hGH 6-13 pepiidben az aszpartamid 
intermediert Robson Clg tölteten, nagyon enyhe (10-20%, 10-30%) 
CH3CN gradiens alkalmazásával mérte ki, és megállapította, hogy 
az 4:1 arányú keverékké hidrolizál [585],
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36. ábra. fa [p-Asp6-OMe]-GnRH(l-9)-EA (II) hidrolízisének 
(pH 7,3, 37 "C, 180 perc) HPLC analízise [580]

Oszlop: Shandon ODS Hypersil 5 pm, 250 x 4,6 mm
Eluens: metanol-0,25 M TEAP (pH 3,0), (47:53, v/v)
Sebesség: 0,6 ml/perc
Komponensek: I: [Asu6]-GnRH(l-9)EA

VI: [p-Asp6]-GnRH(l-9)-EA
VII: [Asp6]-GnRH(l-9)-EA

7.1.4.5. A Ikileződés

Boc és -OBu‘ csoportot tartalmazó peptidek védőcsoport lehasítá- 
sánál a triptofán egységek terc-butileződést szenvedhetnek az indol- 
gyűrűn [586-589], A Boc-kémián alapuló szilárdfázisú szintézis le
hasító lépése legtöbbször hidrogén-fluoridos acidolízis, melyben ki
tűnő lehetőség nyílik erre a mellékreakcióra. Trp-származékok analí
zisére a SAS-Hypersil töltetet találtuk alkalmasnak. Az oszlopról a 
Trp-származékok a szubsztituensek hidrofób karakteréből adódóan a 
terc-butil-csoportok számának megfelelő sorrendben eluálhatók (37. 
ábra).
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TFA 
^(CH3)3

H-Trp-(Bu')x

x=0
x=1
x=2
x=3

2-Bu’-Trp
2,4 - di - Bu1 ■ Trp 
2’57 tri-Bu‘-Trp

37. ábra. terc-Butil-triptofán-származékok analízise [48]

Oszlop: SAS-Hypersil-5 (125 x 4 mm)
Eluens: MeOH-H2O-AcOH 64:14:2 (v/v/v)
Sebesség: 1,1 ml/perc

A Trp-t tartalmazó ACTH fragmensek is hasonló viselkedést 
mutattak [547].

ZECH és munkatársai [590] az alkilezett triptofánszármazékok 
analízise mellett azok RP-8 oszlopon történő szemipreparatív HPLC 
izolálását is megoldották gradiens elúció alkalmazásával. A szárma
zékok szerkezetmeghatározására 'H-NMR-t és 13C-NMR-t alkalmaz
tak.

7.1.4.6. Ciklizáció, N-terminális gyűrűzáródás

Az /V-terminális glutamil egységet tartalmazó peptidláncok 
könnyen záródnak piroglutamil-gyűrűvé. Glu(OMe)-Val-OMe elő
állításánál piroglutamilszármazék és szabad sav is képződik. A kom
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ponensek szilika oszlopon (Chromspher-Sil) elválaszthatók MeOH- 
CH3CN-0,01 M Na-acetát puffer (pH 4) 7:7:6 elegyével [549] (31. 
táblázat).

Glutaminil-peptideket és a megfelelő piroglutamilszármazékokat 
(melyek szilárdfázisú szintézis közben képződnek) Merrifield la
boratóriumában pBondapak Clg oszlopon lineáris MeOH gradienst 
alkalmazva választották el [591].

37. táblázat

Glu és pGlu dipeptidek retenciós adatai [549]

Peptid tR (perc) *■

Z-pGlu-Val-OMe 3,6 1,0
pGlu-Val-OMe 3,9 1.1
Glu(OH)-Val-OMe 4,0 1,2
Glu(OMe)-Val-OMe 7,4 3,1

Mivel a lineáris és gyűrűs peptidlánc különböző kromatográfiás 
viselkedést mutat, a melléktermékek, így lineáris peptid szintézisénél 
a diketopiperazin-gyűrű vagy nagyobb tagszámú gyűrűs vegyület, 
ciklikus peptid szintézisénél a lineáris kiindulási peptid HPLC-vel 
könnyen meghatározható. RP oszlopon a retenciós viselkedés alakí
tásában nem a gyűrű tagszáma a döntő tényező. (Pro-Gly) cik- 
lopeptidek retenciós adatai azt mutatják (32. táblázat), hogy a tag
szám növelése csak kis változásokat okoz a retenciós időkben [549].

(Pro-Gly)n gyűrűs peptidek retenciós adatai [549]

32. táblázat

(Pro-Gly)n tK (perc) *'

hexa 4,2 4.2
hepta 4,4 4,5
okta 5,0 5,2
deka 4,6 4,7

Oszlop: ODS-Hypersil 125 x 4 mm
Eluens: MeOH-H2O 15:60 (v/v)
Sebesség: 1,3 ml/perc
Detektálás: UV, 215 nm
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HUNTER a TRH szintézis egyik melléktermékét és in vivő meta- 
bolitját, a His-Pro-diketopiperazint (és diasztereomerjeit is) izolálta 
Partisil-ODS oszlopon, 0,1% NH4OAC-acetonitril 10:90 (v/v) elu- 
enssel [592],

Diketopiperazinok szilika oszlopon (pl. Polygosil 60-S) kloro
form-metanol 8:1 (ylv) eluenssel, tömegspektrometriás detektálást 
alkalmazva is jól mérhetők és azonosíthatók [593].

7.1.4.7. Kapcsolási mellékreakciók

Takuma a DCC-s kapcsolás (24 órás, Z-Phe-Val-Pro-OBu1 szin
tézis 49,3%-os kapcsolási hozam) HPLC vizsgálatánál MW-diciklo- 
hexil-V(benzil-oxi-karbonil-fenilalanil-valil)-karbamidot azonosított 
és izolált is (26,8% termeléssel) [594],

Görög, Lőw és Herényi [595] normál fázisú oszlopon V-védett 
aminosavak Tyr(O-4-nitro-benzil)-OCH3-rel való DCC-s kapcsolá
sok melléktermékeit: az A-Z-Ser(Bu‘)-diciklohexil-karbamidot és az 
N-terminális dicikhohexil-guanidin-származékát azonosította a 
kroma-togramon.

Vegyes anhidrides kapcsolás során melléktermékként képződő 
uretánok csak nagy elválasztási hatékonyság esetén mutathatók ki 
[596],

7.1.5. Hibás szekvenciája peptidek kimutatása

A szilárdfázisú szintézis termékei a szintézis stratégiából és a 
nem 100%-os reakciólépésekből következően sokféle szennyeződést 
tartalmazhatnak: hibás, hiányos, blokkolt, részlegesen védett szek
venciák is előfordulhatnak közöttük.

Egy hagyományos szilárdfázisú szintézissel készült pepiid minő
ségellenőrzése megköveteli a HPLC hatékonyságát, és a kromato- 
gram még olyan meglepetést is tartogathat a preparatív vegyész szá
mára, hogy a főterméket esetleg nem tudja megkülönböztetni a 
melléktermékektől. Természetesen nem ez az általános eset. A sze- 
mipreparatív és preparatív méretű tisztításokhoz mindenképpen szük
séges a HPLC.
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38. ábra. Szilárdfázisú szintézissel készült Leu-Arg-Ala-Leu-Arg-Gln-Met 
peptid (LM8) nyerstermék HPLC képe

Oszlop: Waters Delta-Pak C18-3OO Á, 300 x 3,9 mm
Eluens: A: 0,1% TFA (H2O)

B: 0,1% TFA (H2O)-CH3CN 20:80
Sebesség: 1,2 ml/perc
Gradiens: 15-60%, 45 perc
(készítette: Bősze Szilvia, ELTE, Peptidkémiai Kutató

Csoport 1991)

Már az először megtartott peptidszimpóziumi HPLC kerekasztal 
megbeszélésen (1974) bemutattak egy Merrifield módszerrel készült 
mioglobin oktapeptid kromatogramot (H-Val-Thr-Val-Leu-Thr-Ala- 
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Leu-Gly-OH), mely felhívta a figyelmet arra, hogy szennyezésként 
téves szekvenciák is jelen vannak a nyerstermékben.

SálláY és Oroszlán [444, 495] N-2,4-dinitro-fenilezés segítsé
gével módszert dolgozott ki arra, hogy a Merrifield-módszert végig 
kontrollálni tudja. A nem teljes kapcsolási lépéseket dinitro-fenile- 
zéssel vagy fluoreszkaminnal jelzik, majd a jelzett vegyületeket kro- 
matografálták. A mintaelőkészítést, a téves szekvenciákat és az elvá
lasztást mutatják a 39-41. ábrák.

KA,-®

| BOC.A2/DCC

BOC.A^A^—(R) + H.A^—®

(1) DNFB
(2) TFA
(3) DIEA

H.A2.Ai—®+ DNP.A!—®

|boc.a3/dcc

BOC.A3.A2.A1—® + H.A2.A1 + DNP.A^—®

(1) DNFB
(2) TFA 

. (3) DIEA

H.A3.A2.A1—® + DNP.A2.A1—® + DNP.A!—®

|boc.a4/dcc

BOC.A4.A3.A2.A^ —® + H.A3.A2.A1—® + DNRAj-A,—®+DNPAj—® 

(1)DNFB
(2) TFA
(3) DIEA

H.A4.A3.A2.A1-® + DNP.A3.A2.A1-®+ DNP.A2.A1—® ♦DNP.A1—®

joNFB

DNP.A4.A3.A2.A1—® + DNP.A3.A2.A1 —® + DNP.A2.A1—® * DNP.A.| —® 

|hBf/TFA

DNP.A4.A3.A2.A1 ♦ DNP.A3 A2 A, ♦ DNP.A2.A1 ♦DNP.A1

I II III IV

39. ábra. A HPLC analízisre kerülő mintakészítés lépései
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40. ábra. Az analízis alapját képező DNP-aminosavak elválasztása

7.1.6. Szintetizált peptidek tisztaságvizsgálata

A kromatográfia fejlődése révén egyre többször tapasztalták a 
gyakorlatban, s így peptidkémiában is, hogy a vékonyréteg-kromato- 
gráfiásan egységes (TLC-pure) peptidek HPLC képe ("pattern") he
terogenitást mutat. Fokozatosan bevezetésre került a HPLC-tiszta 
("HPLC-pure") peptid fogalma. Ma már tudjuk, hogy egy peptid 
egységességének, tisztaságának ellenőrzése messzebb vezet a HPLC- 
nél és többféle analitikai technikát igényel.

A HPLC-ről ma azt mondják, hogy a leghatékonyabb módszer 
szintetikus és izolált peptidek tisztaságának megállapítására és ellen
őrzésére. E. WÜNSCH azért óva int az elbizakodottságtól: a HPLC- 
nek is vannak korlátái, úgy, mint minden megelőző analitikai mód
szernek: a pontosság és hatékonyság erősen függ a kísérleti körül
ményektől [597].

Napjaink legmodernebb elválasztástechnikai módszereit figye
lembe véve nemegyszer előfordul, hogy RP-HPLC rendszerben egy 
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csúcsként jelentkező anyag (HP)CZE vizsgálva nem egységes és 
fordítva. Az 1990-es Európai Peptidszimpóziumon már minden izo
lált vagy szintetizált peptid, fehérje stb. egységességét három képpel 
demonstrálták: HPLC, HPCZE kromatogram és tömegspektrum. Ez 
az előrelépés csak azt a tényt támasztja alá, hogy mindig a módsze
rek összessége adja a megbízható eredményt.

DNP. A
DNP. V —A

DNP. L----------A
DNP. L — V — A

DNP. I----------------- A
DNP. I----------V—A
DNP. I—L----------A
DNP. I—L— V — A

41. ábra. DNP-peptidek, hibás szekvenciák és HPLC elválasztásuk

Előfordult, hogy egy polipeptid mikroheterogenitását peptidtérké- 
pezés segítségével találták meg az RP-HPLC és HPCZE triptikus 
peptidtérkép különbözősége alapján (Hancock-módszer).

A termékek tisztaságának megbízható ellenőrzésére a HPLC ma 
már nem elég*. Bayer tömegspektrometriás mérésekkel "HPLC 
tiszta" szintetikus peptidek inhomogenitásáról számolt be [598],

Megjegyzendő, hogy eddigi ismereteink szerint is csak többféle, és ortogonális 
HPLC rendszerben végzett vizsgálat után lehetett csak nyilatkozni az illető peptid 
tisztaságáról: ioncserés, gél, normál és fordított fázisú, többféle izokratikus vagy 
gradiens elúció esetén többféle hullámhosszal detektált (205, 254 és 280 nm vagy 
diódasoros UV-detektálással nyert többdimenziós) kromatogram segítségével. Azt 
mindenképpen hangsúlyozni kell, hogy a gyakorlatban legtöbbször használt RP-HPLC 
tisztaság egy peptid esetén szükséges, de nem elégséges feltétel,
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Rivier pedig 30-40-nél nagyobb tagszámú peptidek analízisére nem 
találta elégségesnek az RP-HPLC-t: kis átmérőjű IEC és HPCE-vel 
30% szennyezést is talált egyébként HPLC-tiszta termékekben 
[599]!

Kontroll

0 2 4 6
Idő (perc)

ugyanazon minta 
HPLC képe

"VRK-tiszta" enkefalin- 
származék képe

0 2 4 6 
Idő (perc)

"HPLC tiszta" minta
HPLC tisztítás után

42. ábra. Az enkefalin kromatogramjai

Lap: Kieselgel-60 (80x40 mm)
Futtató:BuOH-Pyr-AcOH-H2O

(30:20:6:26)

Oszlop: ODS-Hypersil-6,125 x 4 mm
Eluens: MeOH-H2O-CH3CN 

(30:20:40, v/v/v)
Sebesség: 1,2 ml/perc
Detektálás: 224 nm

TREGEAR már 1972-ben demonstrálta a kritikai hozzáállás jelen 
tőségét: a PTH aminosavak HPLC-jével kialakított Edman-lebontás 
(ill. a kifejlesztett szekvenátor) a legérzékenyebb, legpontosabb és 
kvantitatív módszer egy szilátjdfázisú szintézis [600, 601] tennék 
egységességének, azok homogenitásának ellenőrzésére és igazolásá
ra. A legmegnyugtatóbb tesztként ezt a módszert kell a peptidve- 
gyésznek felhasználni. E módszerrel a téves szekvenciák, a nem 
hasított védőcsoportok és a melléktermékek is jól detektálhatók. A 
szintézist akkor tekinthetjük sikeresnek, ha ilyeneket nem találunk, 
továbbá a biológiai aktivitással sincs probléma [597, 600, 602], A 
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szilárdfázisú szintézis értékelésére Matsüeda kvantitatív szilárdfázi
sú Edman-lebontást dolgozott ki [603],

Ahhoz, hogy meggyőzően bizonyítani tudjuk egy szilárdfázisú 
szintézissel készült peptid tisztaságát, a következő módon kell doku
mentálni:

1. RP-HPLC kép
2. IEC kép + HPCZE kép
3. tömegspektrum

4. aminosavanalízis
5. szekvenálás
6. peptidtérkép-készítés

Ezen módszerek segítségével az ún. mikroheterogenitások is megta
lálhatók a vizsgált peptidmintában.

7.2. PEPTIDEK OPTIKAI TISZTASÁGVIZSGÁLATA

A biológiailag aktív, szintetikus peptidekkel szembeni legfonto
sabb követelmény a sztereokémiái egységesség, amit az optikai (ki- 
rális, enantiomer) tisztasággal jellemzünk. A DL-thalidomid (Conter- 
gan) intő példája figyelmeztet arra, hogy optikai izomerek eltérő 
biológiai hatása milyen veszélyeket rejt magában. BLASCHKE [604] 
1979-ben választotta szét enantiomerekre ezt a gyógyszert, és az 
S-izomerről állapították meg, hogy teratogén tulajdonságú. Napjaink
ban egyre inkább tendenciális az a követelmény, hogy minden 
gyógyszerkészítmény királisan is egységes legyen.

Peptidek (hormonok, antibiotikumok stb.) esetében már az első 
lépésnél a szintézis megköveteli a kiindulási aminosavak, ill. amino- 
savszármazékok teljes optikai tisztaságát. A peptidszintézisben az 
egyik leggyakrabban előforduló mellékreakció éppen a racemizáció 
(epimerizáció). Nem véletlen tehát, hogy aminosavak és peptidek 
királis tisztaságának meghatározása a peptidkémiában óriási jelentő
ségű. Jelenleg az optikai forgatóképesség, NMR, enzimatikus és GC 
módszereket messze felülmúlva a HPLC a leggyakrabban alkalma
zott módszer erre a célra. A racemizáció (epimerizáció) diasztereo- 
izomer (epiiner) peptidek (LD, LL; DD, DL, LLL, DLL, LDL, LLD 
stb.) képződéséhez vezet, és ezeket a peptideket ma már a megszo
kott, általános (konvencionális) HPLC körülmények között nagy 
hatékonysággal lehet szeparálni és kvantitatíve meghatározni.
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Szennyezés C% = —— x 100
LL + LD

Racemizáció = 2 x C%

ahol LD és LL a diasztereomerek csúcs alatti területének mérőszá
mai.

7.2.1. Diasztereomer peptidek szétválasztása

LUNDANES és GREIBROKK MeOH-vizes NH4OAc rendszerben 
két Clg RP-oszlopon drámai effektusokat talált diasztereoizomer 
peptidek elválasztásában [46]. A Phenil-Sil-X oszlop gyengén szepa
rálja a diasztereoizomereket, s a nitril és amino kötött fázisok sem 
sokkal jobbak. Az ODS oszlopoknál, pl. Leu dipeptid esetén LL-LD 
keveréknél 3,39 és 13,8-as ^'-értéket találtak [46] (33. táblázat). Az 
ODS-Hypersil nagyobb feloldással rendelkezett, mint a Spherisorb 
ODS.

Kroeff és PlETRZYK [605] di- és tripeptid diasztereomereket 
szeparáltak C8 fordított fázison etanol-vizes foszfát pufferrendsze- 
rekben. A pH-függést vizsgálva azt találták, hogy a retenciós idő 
bármelyik izomerre az izoelektromos ponton minimális; a pH csök
kenésével nő a k', valamint az elválasztási tényező (a).

(L-Ala)3 tripeptid esetén nemcsak a D-Ala egység változtatja 
meg a retenciós időt, hanem a D-Ala helyzete is fontos (LLL, LDL, 
LLD). A hidrofobicitási sorrendet (LLL < LLD < LDL) a peptidlán- 
con levő CH3-csoportok térhelyzete szabja meg, amely alternáló az 
LLL pepiidben (34. táblázat).

ÍSKANDARANA1 és PlETRZYK [606] porózus polisztirol-divinil- 
benzol kopolimer (fordított fázisú) adszorbensen (PRP-1) dolgozott 
ki diasztereomer elválasztásokat. Módszerük előnye, hogy az alkal
mazási pH-tartomány jóval szélesebb (1,5-11) az RP-szilikákhoz 
képest (2-7,5). GÖRÖG, HERÉNYI és LŐW [595] a D és L-O-4-nitro- 
benzil-tirozin-metilészter diasztereoizomer peptidjeit választotta szét 
normál fázisú HPLC-vel a kapcsolási reakcióban fellépő racemizáció 
meghatározása céljából.
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33. táblázat

Diasztereomer peptidek retenciós adatai [46]

Dipeptid Konfiguráció
30% MeOH

k'
10% MeOH NH4OAc

Ala-Ala L,L + D.D 0,42 0,58 0,67
L.D + D.L 0,42 0,72 1,08

Ala-Leu L.L + D.D 0,89 1,78
L.D + D.L 1,44 5,28

Ala-Val L,L + D.D 0,61 0,83 1,17
L.D + D.L 0,83 1,86

Leu-Ala L,L + D.D 0,78 1,39 4,11
L.D + D.L 1,47 5,67

Leu-Leu L.L + D.D 3,39 13,00
L.D + D.L 13,80

Leu-Phe L.L + D.D 6,97
L.D + D.L 13,00

34. táblázat

Diasztereomer tripeptidek retenciójának pH-függése [605]

Tripeptid
pH 2,10

kapacitási faktor
pH 7,89pH 3,32 pH 5,57

L-Ala-L-Ala-L-Ala 0,68 0,62 0,09 0,26
D-Ala-D-Ala-D-Ala 0,69 0,63 0,09 0,27
L-Ala-L-Ala-D-Ala 1,59 1,14 0,22 0,59
L-Ala-D-Ala-L-Ala 3,32 2,58 0,69 1,18

Japán kutatók a Z-Ala-Val-OH + H-Val-OMe és Z(OMe)-Gly- 
Ala-OH + H-Phe-OBzl kapcsolások epimer eloszlását vizsgálták 
HPLC-vel [594],

Rill, Schőn és Szirtes [581-584] a transzpeptidációs mellékre
akciót kísérő epimerizációt tudták feltérképezni az optikai izomerek 
(diasztereoizomerek) HPLC-s elválasztásával.

Laboratóriumunkban a Z-Phe-Orn izopeptid sztereoizomereket 
(LL, DD, DL) Hypersil ODS oszlopon direkt választottuk szét 
MeOH-Na-acetát (pH 4,0) eluens segítségével [548].
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KRUMMEN foglalta össze először a farmakológiailag jelentős 
peptidek HPLC-analízisét és szeparálását, nagy súlyt fektetve a dia- 
sztereomerek elválasztására [607].

Larsen és munkatársai kidolgozták az oxitocin epimerek szepa
rálását [608, 609], Az oxitocin és 7 sztereoizomerjének, nevezetesen 
a [1-hemi-D-cisztin]-, [2-D-tirozin]-, [4-D-glutamin]-, [5-D-aszpara- 
gin]-, [6-hemi-D-cisztin]-, [7-D-prolin]- és a [8-D-leucin]-oxitocin 
analógok olyan elválasztását oldották meg RP-oszlopon (35. táblá
zat), melyet megoszlási kromatográfiával sikertelenül kíséreltek meg 
[609],

Oxitocin diasztereomerek HPLC vizsgálata [608]
35. táblázat

Oxitocin diaszte
reomerek

10 % THF
90% 0,05 M NH4OAc

18 % CH,CN 
82% 0.01M NH4OAc

k' a k' a

oxitocin 7,73 1,00 7,31 1,00
4-D-Gln 9,12 1,18 8,33 1,14
7-D-Pro 9,12 1,18 10,4 1,42
6-Hemi-D-Cys 9,66 1,25 9,43 1,29
5-D-Asn 11,1 1,44 9,28 1,27
1-Hemi-D-Cys 13,1 1,69 14,6 2,00
8-D-Leu 13,3 . 1,72 12,0 1,64
2-D-Tyr 17,7 2,29 10,7 1,46

Az elválasztást befolyásoló tényezők (puffer pH-ja, szerves oldó
szer fajtája,az eluens össztétele) vizsgálatával C18-as oszlopon opti
málni tudták a módszert. Az epimerek elúciós sorrendje az eluens 
szerves oldószer komponensének minőségétől lényegesen függött. 
Az opti-mált feltételek között egy oxitocin-származék, a [3-DL- 
(2-!3C)leucin]-oxitocin sztereoizomerjeinek preparatív elválasztását 
is sikeresen megoldották [610]. Módszerüket az arginin vazopresszin 
peptid diasztereoizomerek elválasztására is kiterjesztették [611].

VOELTER [543] DC-1A kationcserélő gyantán (18 pm) 0,2 M 
piridin-acetáttal TRH és D-His2-TRH diasztereoizomereket hasonlí
tott össze. Anyaga 8% természetes hormonnal volt szennyezve, ezért 
mutatott biológiai aktivitást. A kromatográfiásan (és királisan) tiszta 
D-His2-TRH teljesen inaktívnak bizonyult. BüRGUS és R1V1ER RP-18
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oszlopon az L-TRH-ban 0,7% D-His-TRH-t tudott meghatározni 
[612]. Enkefalin, LH-RH és szomatos atin analógok optikai tiszta
ságellenőrzését p-Bondapak fenil, CN és C18 oszlopokon [618-623] 
végezték.

Bakkum [L-Ala4] és [D-Ala4]-des-His-szekretineket választott 
szét ecetsavtartalmú metanol vizes eluenssel [613], míg Voskamp 
epimer szekretinekkel trifluor-ecetsav-tartalmú rendszerekben dolgo
zott [614], Hunter az ODS és cianopropil-szilika tölteteket hasonlí
totta össze diasztereomer peptidek elválasztása szempontjából [615]. 
Ligandcsere kromatográfiával a L-piroglutamil-L-3,3-dimetil-prolin- 
amid izomerjeit (LLD, LDL, LLL és DLL) választotta szét 
Spherisorb-CN (5 pm) oszlopon, acetonitril-0,01 mM Cu(II)-acetát 
eluenst (30:70, v/v) használva [592],

Az aszpartám prekurzor (Z-Asp(OBzl)-Phe-OCH3) négy sztereo- 
izomerjét (LL, LD, DL és DD) királis oszlopon (Chiralcel OD) izo- 
propanoi-n-hexán (1:1) eluenssel LlN [616] szépen elválasztotta. 
Egy kínai csoport a különböző diasztereoizomer V-Z-tripeptid metil- 
észterek RP-HPLC-jét oldott meg [617] Cosmosil 15-C18 oszlopon.

Fentiek azt demonstrálják, hogy ha egy peptidláncban egy helyen 
megváltozik az illető aminosav konfigurációja, az RP-HPLC-ben 
jelentős retenciós különbséget okoz, így az epimerizáció detektálási 
lehetősége kiváló.

7.2.2. Racemizációs tesztek

A peptidszintézis kapcsolási módszereinek értékelésére különbö
ző racemizációs teszteket (Anderson-, Young- 1„ 2., Izumiya-, 
Kemp-, Kenner-, Taschner-, Bodánszky-, Halpern-Weinstein-, Bér 
ger-teszt) alkalmaznak, melyek modellpeptidek szintézisén és a ke
letkezett diasztereoizomer peptidek elválasztásán alapulnak. A 
HPLC elválasztási hatékonyságának felismerésével egyrészt a neve
zett módszereket a HPLC alkalmazásával modernizálták, másrészt 
ezen az elven új módszereket állítottak be. Már az első peptidszim- 
pózium HPLC kerékasztalnál terítékre került ez a téma GOODMAN 
jóvoltából [624]:

Bz-L-Phe-L-Ala-OBzI
Bz-L-Phe + L-Ala-OBzI ---------* +

kapcsolás Bz-D-Phe-L-Ala-OBzl
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Tökéletesített HPLC módszerükkel (60 cm hosszú Microporasil 
oszlop, 0,6% EtOH kloroformban) a reakcióban 0,5% alatti racemi- 
zációt is tudtak detektálni [625] (36. táblázat). Megállapították azt 
is, hogy szilárdfázisú szintézisben az első aminosav (Boc-Ala) gyan
tára való kapcsolásánál, és a szilárdfázison történő kapcsolással gya
korlatilag nem történik racemizáció (<0,2%).

Kusumoto és társai [626] a Boc-L-Phe-L-Ala-OH és L-Val- 
OBu' modellkapcsolást tesztelték több módszerrel. A trifluor-ecet- 
savval kezelt mintákat Nucleosil 7C18 oszlopon CH3CN-0,l M fosz
fát puffer eluenssel választották szét.

Peptidkapcsolások racemizációs jellemzői [625]

36. táblázat

Kapcsoló 
reagens

Oldószer % Bz-D-Phe-L-Ala-OBzlx

szilárdfázis* ekvimoláris 
oldat

4 x felesleg Bz-Phe 
oldatban

DCC CH,C1, 30 ±2 50 ±2 5± 1
DCC/NHS CH,C1, 0,5 ± 0,1 0,8 ±0,1 na
DCC DMF 40 ± 10 30 ±2 na
DCC/NHS DMF 0,8 ± 0,1 1,0 ±0,1 na
MA CH,C1, 1,2 ± 0,8 25 ± 5 0,0
MA DMF 37 ±4 24 ±9 3
MA THF 0,2 ± 0,1 0,8 ± 0,1 0,1
EEDQ CH2C12 0,3 ± 0,1 0,3 ± 0,1 0,1
EEDQ DMF 19 ± 5 1,0 ±0,1 1
EEDQ THF 0,8 ± 0,2 0,6 ± 0,1 na
WRK DMF 10 ± 2 0,3 ± 0,1 1 ±0,1
Azid EtOAc <0,5

* az SPPS-ben négyszeres feleslegű Bz-Phe-OH-t és kapcsolóreagenst alkalmaztak 
x a DL izomer százalékos mennyisége a Bz-Phe-OH + Ala-OBzl kapcsolásban 

na nem kimutatható mennyiség

Takuma [594] Z-L-Phe-L-Val-OH + ProOBu1 kapcsolás haté
konyságát és racemizációját analizálta SN 01 oszlopon 0,02 M vizes 
NH4-formiát-metanol (5:95 v/v) eluens segítségével (37. táblázat). A 
detektálási határ a D-izomerre kb. 0,01% volt.

Az 1964-ben bevezetett Young racemizációs tesztet WODECKl és 
mtsai modernizálták Pirke oszlopon (DNB-L-Leu aminopropil-szili- 
kát) etanol-hexán eluenssel [627],
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BENOITON racemizációs tesztekben Z-Gly-L-X-t (X= Alá, Leu, 
Phe, Val, He) kapcsolt L-Lys(Z)-OBzl-vel, s a védőcsoport eltávolí
tása után nyert diasztereomer tripeptideket vizsgálta [628], Csoport
ja 53 epimer N-szubsztituált di-, tri- és tetrapeptid sav és észter 
HPLC vizsgálata alapján (pBondapak-C|g oszlop, acetonitril- 
metanol-pH 4,4 vizes puffer eluenskeverékek) az N-Z-Gly-XXX- 
Val-OEt (XXX= Alá, Val, Leu és Phe) sorozatot ajánlotta racemizá
ciós tesztvizsgálatokhoz [554].

37. táblázat
Peptidkémiai kapcsolások racemizációs jellemzői [594]

Kapcsolási módszer tCC) Idő (óra) Hozam (%) D-izomer (%)

DPPA-TEA 0 4 8,68 2,2
DEPC-TEA 0 4 87,6 1,4
DCC 0 24 49,3 19,3
DCC-HOBt 0 24 46,9 4,7
Ph3P-2,2'-dipiridil-diszulfid 0 24 80,6 40,4
v.a.ClCO2Bu-NMM -20 4 29,9 6,8
azid (Rudinger) 0 24 61,9 2,3
"stepwise"-DPPA 0 24 82,3 0,3
"stepwise"-DEPC 0 24 79,6 0,1

A 38. táblázat néhány védett pepiidre kidolgozott racemizációs 
teszt gyűjteményét tartalmazza.

7.2.3. Királis elválasztások

Peptidek racemizációjának vizsgálata visszavezethető az őket 
felépítő aminosavak vizsgálatára. A polipeptidhidrolízis után nyert 
enantiomer aminosavkeverék elválasztása a konvencionális HPLC 
körülményei között közvetlenül nem oldható meg (ez vonatkozik 
enantiomer peptidek elválasztására is), királis kölcsönhatás igénybe
vételével viszont igen.

Lehetőségek:
— királis oszlop (állófázis),
— királis eluens (mozgófázis) vagy királis adalék az eluensben, 
— oszlop előtti származékképzés királis reagens segítségével.
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38. táblázat 

Racemizációs tesztek

HPLC rendszer Védett peptid Irodalom

fordított fázis Mbe-Gly-Ala-OBzl [629]
Z-Gly-Phe-Val-OMe [630]
Z-Gly-XXX-Val-OEt [554]

* Z-Gly-Xaa-Xbb-OMe [631]
normál fázis Bzl-Phe-Ala-OMe(OBzl) [625]

Z-Ala-Phe-Val-OMe [632]
Z-Ala-Phe-Gly-Phe-Gly-OMe [633]

•• Bz-Phe-Leu-OMe [634]
Ac-Phe-Leu-OMe [635]
Bzl-Val-Leu-OMe [635]
Bzl-Val-Phe-Leu-OMe [635]

7.2.3.1. Királis oszlopok

Királis állófázisokat aminosavak, ill. származékaik [636-642] 
vagy fehérjék (pl. szérumalbumin, a^savas-glikoprotein) szilikához 
kapcsolásával állítanak elő [643-647].

Racém aminosavszármazékok (amidok, karbamidok és hidantoi- 
nok) szilika alapú királis oszlopokon (Apex AP, AL, AU) CHC13- 
hexán, izopropanol-hexán elegyekkel enantiomerekre választhatók 
szét [648].

D és L aminosavak szeparációját sokan megoldották különféle 
királis töltetek [553, 555, 557, 649-655] segítségével. Vannak tölte
tek, melyek optikailag aktív aminosavat (peptidet) tartalmaznak a 
szilikagél felületéhez kötve (4. táblázat). A módszerek közül kiemel
kedik a ligandcsere kromatográfia [656], melynél vagy királis komp
lexképzőket alkalmaznak, vagy maga az állófázis ilyen (gyanták), 
vagy a normál és fordított fázisú tölteteket ilyenné alakítják [657- 
672],

Rogozhin és Davankov közölt először teljes racém prolin re- 
szolválást egy királis gyanta (klórmetilezett polisztirol L-prolinnal 
aminálva) Cu(II) komplexén [657]:
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A királis ligandot normál fázisú töltethez (szilikához) és fordított 
fázisúhoz is kötötték [673, 674] és racém aminosavkeveréket szepa
ráltak rajtuk.

7.2.3.2. Királis eluensek [675-681]

A királis töltetek jól helyettesíthetők a hagyományos oszlopok
kal, ha a mozgófázishoz királis komplexképző adalékot adunk pl. 
Cu(II)-só és egy királis szelektor formájában [682],

7.2.3.3. Királis származékképző reagensek

Királis reagenssel történő oszlop előtti származékképzés segítsé
gével kovalens kötésű diasztereomer származékok elválasztására 
vezetődik vissza a feladat, mely az előbbiek szerint konvencionális 
HPLC segítségével is megoldható.

E reagenseknek a következő feltételeknek kell eleget tenniük:
— diasztereomer vegyületpár képzésével megfelelő rezolválást 

biztosítsanak,
— aminosavakkal kvantitatíve reagáló reaktív funkciós csoport

tal rendelkezzenek,
— a detektálási érzékenység növelése érdekében egyben megfe

lelő kromofórt (vagy fluorofórt) is jelentsenek,
— nagy optikai tisztasággal rendelkezzenek ( 99,95%).

A racém aminosav szeparálásban használatos királis reagenseket 
a 43. ábra tartalmazza.

FURUKAWA publikált először (1975-ben) enantiomer aminosav- 
származék (p-nitro-benzil-észterek) elválasztásokat (+)-10-kámfor-
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14. D v. L-Tyr(p-NO2Bzl)OMe
15. Marfey-reagens
16. Dns-L-Pro
17. Ser-L-PheOMe
18. Gly-L-PheOMe
19. Z-L-Val-Aib-Gly-OSu

20

43. ábra. Királis származékképző reagensek

szulfonilklorid (3) reagens segítségéve] Micropak Si-5 és Micropak 
NH2 oszlopokon [683, 684],

Aminosavakat COOH-csoportjukon is módosítottak királis szár
mazékképzéssel ((+)-!-aminoetil-4-dimetil-amino-naftalin) (8), így 
Macetil-DL-aminosavakat tudtak szeparálni RP-18 oszlopon [685], 

A Mosher-típusú naftalinszármazékokból (1, 2) képződő diaszte- 
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reomer amidok normál fázisú oszlopon szebb elválásokat mutatnak, 
mint fordított fázison [686]. UV-ben 10 pg aminosav is jól detektál
ható, sőt, fluorimetriás mérésnél az érzékenység még tízszer na
gyobb (p-Porasil oszlop, ciklohexán-etil-acetát eluens).

Az izotiocianát reagensek (4-7) nagyon enyhe körülmények kö
zött kvantitatíve, zavaró melléktermékek nélkül reagálnak, s a kép
ződő tiokarbamidszármazékok 254 nm-nél érzékeny UV-detektálást 
tesznek lehetővé [685, 687-689],

Fordított fázison valamennyi enantiomer kompletten rezolválható 
szénhidrát alapú izotiocianátokkal (6-7) és izocianátokkal készült 
származékok segítségével (Develosil ODS-5, MeOH-0,01 M K- 
foszfát, pH 2,8, 250 nm, 5pg detektálási határ). Tökéletes rezolválást 
biztosít a "Fmoc" védőcsoportra emlékeztető (+)-l-(9-fluorenil)etil- 
kloroformát (13) is [690], melynek hátránya, hogy a reagenst optika
ilag tiszta formában nehéz előállítani. Származékképzésre a N-l-(2- 
naftilszulfonil)-2-pirrolidinkarbonsavklorid (20) is használható [691].

Számos, királis aminosavat tartalmazó reagenst is kifejlesztettek. 
Az o-ftálaldehidet alkilmerkaptánok helyett A-védett ciszteinnel (9), 
tiocukrokkal vagy más optikailag aktív merkaptánokkal reagáltatva 
királis aminosavanalízis végezhető (44. ábra) [692-698].

Boc-aminosav-A-hidroxi-szukcinimidészterek (10) és az A-kar- 
boxi-leucin-anhidrid (11) is megfelelő reagensnek bizonyultak [699, 
700], A danszil-L-prolint ugyancsak használták már erre a célra 
[701]. A-védett aminosavak és aktív észtereik optikai tisztaság ellen
őrzésére Görög, Herényi és Lów [595] az L- vagy D-O-(4-nitro- 
benzil)tirozin metilésztert (14) ajánlották. A képződött diaszte- 
reomereket szilika oszlopon, n-hexán-izopropanol eluenssel alapvo
nal elválasztással szeparálták és a főtermékben 0,5 % antipódot meg 
tudtak határozni.

SPAHN és csoportja királis aktivált 2-aril propionsavakat: az 
S(+)-flunoxaprofénkloridot (21) és az S(-)-flunoxaprofénizocianátot 
használta származékképzésre, s a terméket fluoreszcenciásan mérték. 
A származékok szilikaoszlopokon n-hexán-CHCl3-etanol eluens- 
rendszerben jól elválaszthatók [702-705].

Benziloxikarbonil aminosavak királis szeparálására Yamada és 
csoportja Gly-L-Phe-OMe-t (18), ill. Sar-L-Phe-OMe-t (17) használt 
[706, 707], A kiindulási aminosavak optikai tisztaságának közvetlen 
megállapítását Z-L-Val-Aib-Gly-ONSu-val (19) oldották meg [708].
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44. ábra. DL-aminosavak HPLC elválasztása [698]

Oszlop: ODS-Hypersil-5 pm, 250 x 4 mm
Eluens: A: 23 mM Na-acetát, pH 6,0

B: MeOH-CH3CN 600/50
Gradiens: lineáris (75 perc)
Sebesség: 1 ml/perc
Származék: OPA + N-izobutiril-L-cisztein
Detektálás: fluorimetriás 230/445 nm

1= L-aszparginsav
2= D-aszparginsav 
3= L-glutaminsav 
4= L-aszparagin
5= D-glutaminsav
6= L-szerin
7= D-aszparagin
8= D-szerin
9= L-glutamin
10= D-glutamin
11= L-treonin
12= glicin

Komponensek:
13= D-treonin
14= L-hisztidin
15= D-hisztidin
16= L-alanin
17= L-arginin
18= D-alanin
19= D-arginin
20= L-homoarginin
21= L-tirozin
22= D-tirozin
23= L-valin
24= L-metionin

25= L-triptofán
26= D-metionin
27= D-valin
28= L-fenilalanin
29= L-izoleucin
30= D-triptofán
31= D-fenilalanin
32= D-leucin
33= D-izoleucin
34= D-leucin
35= L-lizin
36= D-lizin
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7.2.3.4. Marfey-reagens

Napjaink leghasználatosabb királis segédanyaga a Marfey-rea
gens [709], melynek használatával az Applied Bioscience kutatói 
már komplett királis aminosavanalizátort is kifejlesztettek. A 
Marfey-reagens l-fluor-2,4-dinitro-fenil-5-L-alanin-amid, (a neve
zéktan szerint: (N2-5-fluor-2,4-dinitro-fenil)-L-alanin-amid, a Sanger 
-reagens királissá alakított változata) az aminosavak optikai izomer- 
jeivel diasztereomer A-aril származékokat ad, melyek RP-HPLC 
módszerrel szeparálhatók (45. ábra).

♦ h2n-ch-cooh 
r

D L
arilezés
NaHCO^aceton
90 perc, 40°
1,4- 1,6 : mólarány

LD

45. ábra. A Marfey-reagens reakciója aminosavakkal

A származékok nagy UV-abszorpciós együtthatóval rendelkeznek 
(E340nm ~3xl04), így magas érzékenységgel detektálhatok. MARFEY 
először öt aminosavra (Alá, Asp, Glu, Met és Phe) demonstrálta a 
nagy retenciós idő különbségeket (és alapvonal elválasztásokat) 
Clg-as oszlopon acetonitril-gradiens rendszerben. A reagenst (3R)- 
és (3S)-P-leucin elválasztására is használták [710], valamint az 
összes fehérjealkotó aminosav és sokkomponensű aminosavkeverék 
analízi-sére is kiterjesztették [711, 712].

BrüCKNER optimálta e reagenstípust, s intramolekuláris hidro
génkötések feltételezésével és modellezésével értelmezni tudta a 
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diasztereomerek elúciós sorrendjét és az elválasztás mechanizmusát 
[713, 714], Hasonló módon királis monoklór-s-triazin (22) reagen
seket is kidolgozott [715] cianurkloridból kiindulva.

Csoportunk elsők között alkalmazta és fejlesztette tovább a 
Marfey-módszert a peptidkémiai gyakorlatunkban előforduló racemi- 
zációs problémák megoldására [716-718]. A származékképzésre 
alkalmas minták különböző peptidek, fehérjék és aminosavszárma- 
zékok hidrolízisével nyerhetők. Módszerünk szerint a diasztereomer 
A-aril-származékok ODS-Hypersil oszlopon RP-HPLC feltételek kö
zött magas szeparációs tényezővel (a) és nagy feloldással (/?,) 
szeparálhatók (46. ábra). A rendszert alapvonal elválasztásokig opti
máltuk (39. táblázat).

Aminosavak Marfey-származékainak HPLC adatai

39. táblázat

Amino- 
sav

k' a R, Eluens rendszer (v/v)
L D

Phe 7,9 29,5 4,1 7,3 MeOH-puffer (45:55)
Phe 36,2 43,8 1,2 3,9 MeOH gradiens 80:20-ban
Alá 2,1 6,1 2,9 3,0 MeOH-CH3CN-puffer

20:10:70
Leu 21,1 45,4 2,1 14,6 20:10:70
Lys a 5,1 7,2 - - 20:10:70

£ 8,9 8,0 - - 30:10:60
bis 30,3 36,0 - - (D-származékokra)

Val 9,0 40,0 4,4 12,9 20:10:70
Thr 5,8 25,0 4,3 19,2 gradiens
Ser 5,6 10,0 1.7 6,2 MeOH-puffer 20:80
His 11.7 13,8 1,1 11,3 gradiens
Met 3,0 34,5 4,3 17,6 20:10:70
Asp 1,4 3,7 2,6 4,0 20:5:75
Glu 1,8 4,2 2,3 3,4 20:10:70
Gly 8,1 8,1 MeOH gradiens* 80:20
Arg 9,8 15,4 '1,5 2,7 20:10:70

* A: 0,02 M Na-acetát puffer (pH 4)-metanol 4:1 (v/v) ; B: metanol, 
sebesség: 1 ml/perc, lineáris gradiens 1,5% B/perc, 9 perc után

Az L-diasztereomerek mindig a megfelelő D izomer előtt eluá- 
lódnak és az egyes aminosavpárokra 4-nél nagyobb a, ill. 19-nél na
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gyobb /?v-érték is található (!) rendszerünkben már 0,1% D-amino- 
sav is kimutatható, s a detektálási határ 5-8 pmol.

46. ábra. Gradiens elúció DL-aminosavak Marfey-származékainak HPLC 
elválasztásában [712]

Oszlop: ODS-Hypersil-6 (125 x 4 mm)
Eluens: A: MeOH-0,02M Na-acetát puffer (pH 4) 20:80 (v/v)

B: MeOH
Gradiens: lineáris (9 perctől)

A racemizáció (epimerizáció) meghatározásánál a következő 
lépéseket alkalmaztuk:
— hidrolízis (savas v. enzimatikus, optimált körülmények között),
— származékképzés,
— HPLC-elválasztás,
— kvantitatív kiértékelés, "háttér" racemizáció kiküszöbölése [717].
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A módszert eddig a következő területeken alkalmaztuk:
— kiindulási aminosavak optikai tisztaságának meghatározása,
— N és C-védett aminosavszármazékok tisztaságának meghatá

rozása
— szintetikus, biológiailag aktív peptidek (timopoietin és FMDV 

fragmensek, tuftszin analógok) királis tisztaságának ellenőrzé
se [718, 719],

— elágazó láncú polipeptidek (polilizin-alapú) oldallánc enantio- 
mer összetételének meghatározása [720],

— peptid aktívészterek racemizációja [712],
— avas és lúgos hidrolízis okozta racemizáció meghatározása,
— mellékreakciók (pl. transzpeptidáció) sztereokémiái következ

ményeinek meghatározása,
— gyűrűs és nyílt láncú endotiopeptidek racemizációja,
— kormeghatározás,
— új kapcsoló reagensek vizsgálata [721],
— oldallánc védett aminosavszármazékok tisztaság kontrollja.

Ez utóbbiak mérése szabad a-NH2-csoport esetén közvetlenül 
megvalósítható, ami egy sor új Marfey-származék (pl. Ser(Bzl), 
Thr(Bzl), Arg(Tos) stb.) HPLC feltételeinek kidolgozását jelentette 
(40. táblázat). Védett NH2-csoport esetén (Boc, Z, Fmoc stb.) a min
taelőkészítés a védőcsoportok lehasításával kezdődik, így a feladat 
visszavezetődik az előző megoldásra (pl. Boc-Ser(Bzl)-OH, Fmoc- 
Arg(Tos)OH vizsgálata) [722].

Peptidek esetében alkalmazott hidrolitikus előkészítési lépés 
maga is forrása lehet racemizációnak, mert a savas hidrolízisek kö
rülményei között eltérő mértékben ugyan, de valamennyi aminosav 
racemizálódik [723-725]. A legérzékenyebb az aszparaginsav [726, 
727]: a klasszikus (6 M HC1, 24 óra, 110°C) körülmények között 
11,8% D-Asp tartalmat határoztunk meg mérési módszerünkkel. 
Nehezíti a meghatározást, hogy a racemizáció szekvenciafüggő 
[728],

A "háttér" racemizációt a mérési körülmények optimálásával, a 
korrekció pontos figyelembevételével, enzimatikus hidrolízisek és a 
legrövidebb hidrolízis idők (2-4 perc ultrahanggenerátorban) beveze
tésével [729] tudtuk kizárni [717, 730]. A racemizációt megbízható
an 0,1%-ig, és 0,03% pontossággal tudtuk mérni.
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8. PEPTIDMETABOLIZMUS VIZSGÁLATA 
HPLC-VEL

A RIA (radioimmunoassay) és a biológiai értékmérések megfele
lő információt adnak egy peptid inaktiválódásának, ill. felhasználásá
nak mértékéről és helyéről. Mindezek mechanizmusának, valamint a 
különböző transzformációk mikéntjének feltárása megköveteli a pep
iidből keletkező fragmensek, ill. metabolitok szeparálását és azonosí
tását, melynek kitűnő segédeszköze lett a HPLC. Segítségével a 
peptidhormonok felezési ideje is meghatározható, de szerepe a meta- 
bolizmus felderítésében nélkülözhetetlen [731]. Az analízist a vizs
gálatra kerülő minták összetettsége (vér, agy és szöveti homoge- 
nátumok, gyomornedv stb.) nehezíti. A mintaelőkészítés szerepe így 
döntő fontosságúvá vált. A szilárdfázisú extrakció bevezetése pepti- 
dek izolálására nagy jelentőségű volt [732, 733]. A C18-szilika fordí
tott fázisú töltet vizes oldatokból fehérjék mellől is erősen adszor- 
beálja a peptideket (melyek általában aromás aminosavakat is tartal
maznak). A fehérjék egyrészt méretük miatt nem juthatnak a töltet
mátrixba, másrészt hidrofil felszínükkel nem mutatnak nagy aktivi
tást a hidrofób szemcsék felé. A megkötött peptidek kevés elektroli
tot (pl. TFA) tartalmazó vizes acetonitril, vagy metanol segítségével 
eluálhatók, s a nyert frakciók HPLC-vel vizsgálhatók.

Bennett a hipofízis neuropeptidjeinek vizsgálatánál fejlesztette 
magas szintre ezt a módszert [731]. A biológiai minták alacsony 
peptidhormon-tartalma miatt a szilárdfázisú extrakció a minta kon
centrálását is elősegíti. További segítséget jelent radioaktívan jelzett 
anyagok használata, mert így a detektálás érzékenysége nagymérték
ben növelhető [734], Számos peptidhormon esetében végeztek már 
in vivő és in vitro metabolizmusvizsgálatokat a fenti módszertani 
újításokkal [735-751],
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További jelentős szerep jut a HPLC-nek az enzimes hasítások 
feltérképezésében is, hiszen a folyamatot a keletkező fragmensek 
nyomonkövetésével is bizonyítani lehet (1. enzimes peptidtérképezést

i-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg

I
Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro + Phe-Arg

I
Arg-Pro-Pro + Gly-Phe-Ser-Pro

Arg-Pro-Pro-Gly-Phe 
+

Ser-Pro-Phe-Arg

47. ábra. Agyi endopeptidázok hatása a bradikinin lebomlására [740]

Oszlop: ODS-SIL-X-1
Eb-ens: A: 15% MeOH-0,05 M KH2PO4 puffer (pH 2,0)

B: MeOH
Gradiens: 2 % B/perc
Sebesség: 2 ml/perc
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WlLK és Orlowski [740] a bradikinin endopeptidázos hasítását 
(47. ábra) már 1979-ben felderítette. Azóta a neuropeptidek többsé
gének, így pl. az enkefalinok, a vazopresszin, az oxitocin stb. 
metabolizmusát is tisztázták [303, 752, 753], valamint vizsgálták a 
CCK agyi átalakulásait [754]. BUCKLEY hipofízis extraktumból 
Partisii C|8 oszlopon a-MSH-t és a-[Ser-(Ac)']-MSH-t határozott 
meg [755],

Enzimaktivitások peptidszubsztrátok használatával nemcsak tiszta 
enzimmel, de vérben, plazmában, szervekben és szövetekben is 
meghatározhatók. Az angiotenzin-konvertáló enzim aktivitása pl. 
biológiai mintákban jól mérhető egy egyszerű szintetikus szubsztrát, 
a hippuril-His-Leu segítségével. Az enzim hatására lehasadó hippur- 
sav Nucleosil C,8 oszlopon könnyen elválasztható a szubsztráttól és 
a felszabaduló dipeptidtől [756], Az arginin-észteráz aktivitás méré
sére Soeda [757] dolgozott ki RP-HPLC módszert.
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9. PEPTIDTÉRKÉPEK KÉSZÍTÉSE

A peptidtérképezés a polipeptidek, fehérjék szerkezetéről ad érté
kes információkat. Aminosavsorrend meghatározási munkákban a 
peptidtérképek alapján lehet megállapítani az enzimatikus bontás 
(emésztés) teljességét, a peptidek számát és a tisztítás feltételeit. A 
legtöbb esetben csak igen kis mennyiségű fehérje (mikrogram vagy 
kevesebb) áll rendelkezésre, így peptidtérképek készítésénél — 
szemben az eddigi papírkromatográfia-elektroforézis kétdimenziós 
eljárásokkal — a HPLC mérések kerültek előtérbe.

HANCOCK [758, 759] fehérje emésztmények gyors analízisét 
fordított fázisú ionpár kromatográfiával oldotta meg (pl. 44 pmól 
acilhordozó proteint könnyen tudott ezúton jellemezni). Foszforsav 
ionpárképző használatával 200 nm-nél detektált, így minden pepiid 
látható volt a kromatogramon a peptidkötések abszorpciója révén. 
Izokratikus elúciónál nincs gyakorlati probléma az oldószerekkel 
(MeOH vagy CH3CN), de gradiens elúciónál nehézségeket okoz 
alkalmazásuk. Az RP-rendszer rezolváló ereje kiváló, 3 különböző 
összetételű (pl. 20, 50, 80% CH3CN) eluenssel már széles tarto
mányban lehetséges a különböző polaritásé peptideket észlelni. A 
retenciós idők összehasonlításával a nem peptid jellegű kompo
nenseket anomális viselkedésük miatt ki lehet szűrni. A módszer 
nagy érzékenysége miatt a csúcs azonosításához szintén nagyérzé
kenységű aminosavanalizátor szükséges. A több hullámhossznál 
történő detektálás további felvilágosítást ad a peptidek természetéről, 
ami a diódasoros felvételekkel még fokozható [760],

ISOBE [761] analitikai térképezéshez és preparatív elválasztáshoz 
fejlesztett ki HPLC rendszert sztirol-divinil-benzol típusú makforeti- 
kuláris kationcserélő gyantát (Hitachi-Gel 3013C, 6 ± 1 pm részecs
ke méret és 35% keresztkötés) használva (eluensek: A: 0,4 M NH4- 
metánszulfonát (pH 6,2), B: 0,4 M NH4-metánszulfonát-50% 
CH3CN-25% izopropanol, lineáris gradiens, 70 °C, detektálás: 210 
nm). A kiváló csúcsfeloldás mechanikai és kémiai stabilitással járt 
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együtt. Az S-aminoetil Bence-Jones fehérjék triptikus bontásának 
analízise (nanomól-mikromól méretben) 2 órát vett igénybe. Az izo
lált peptidek sótalanítás után vagy közvetlenül kerültek aminosav- 
analízisre és szekvenálásra.

Később kétdimenziós eljárást fejlesztettek ki egy ioncserélő és 
egy RP-oszlop automatizált sorba kapcsolásával, komplex peptidke- 
verékek (így triptikus emésztmények, agyi extraktumok) nagy felol- 
dású analízisére [762]. A peptidtérképezés RP-HPLC feltételeit töb
ben optimálták alternatív álló és mozgófázisok alkalmazásával [763- 
765].

Fehérjék triptikus peptidtérképeinek nagyérzékenységű (pikomól 
tartomány) elkészítését Rubinstein fluoreszkaminos detektálást al
kalmazó módszere tette lehetővé [766], Nagyhatékonyságú, jól 
reprodukálható, komplex peptidkeverék elválasztására is megfelelő 
RP-HPLC rendszert dolgozott ki. A "marker" peptidek elúciós hely
zete hónapok múlva sem változott és a visszanyerés hozama 90%- 
nál magasabb volt. Ok ismerték fel a módszer automatizálhatóságát 
és a kvantitatív mérési lehetőségeket, s a frakciógyűjtést is megol
dották.

DRAY [767] összehasonlító vizsgálatai szerint a HPLC-vel izolált 
triptikus peptidek aminosavanalízise szebb eredményeket adott, mint 
a TLC-vel nyerteké (ez utóbbiak általában extra aminosavakhoz 
vezettek), s az izolálás hozama is nagyobb volt. HPLC-t használva a 
háttérszennyeződés is jelentősen csökken. (Ha az eluens NH4-acetát 
puffért tartalmaz, az aminosavanah'zis természetesen magas ammó
niatartalmat jelez.)

Shively [768] és munkacsoportja mikroszekvencia-analízishez 
készítette elő a triptikus peptidtérkep mintákat RP-HPLC-vel. Elu- 
ensként TFA-acetonitril rendszert (detektálás: 206 nm) vagy piridin- 
formiát (vagy piridin-acetát) és n-propanol keverékét használták 
oszlop utáni fluoreszkaminos származékképzéssel. Legjobb megol
dásnak az alkilfenil oszlopokat találták TFA-acetonitril eluenssel.

Wilson és Hughes [40, 769, 770] is a HPLC-t találta a legmeg
felelőbbnek fehérjék, többek között a hemoglobin variánsok bróm- 
ciános hasítással és tripszines bontással készült peptidtérképeinek 
analízisére.

Peptidtérképek készítése az RP-HPLC nagy felbontóképességét 
használja ki és ez a módszer ma már nélkülözhetetlen a protein
analízisben [771-774] és szerkezetkutatásban [775].
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hidrolízis kimozinnal 
(pH 5,5, 37 “C), 116 óra 

hidrolízis kimozinnal 
(pH 3,5, 37 °C), 7 óra 

hidrolízis pepszin-A-val 
(pH 3,0, 37 “C, 24 óra)

48. ábra. P-A-2 Kazein proteolitikus peptidtérképei [775]
Oszlop: pBondapak Cn
Eluens: A: TFA-H2O 1,115:1000

B: TFA-CH,CN-H,0 1:600:400
Sebesség: 2 ml/perc
Detektálás: UV, 220 nm, 280 nm
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10. SZEKVENÁLÁS

A HPLC nemcsak az izolálásban, hanem továbbmenőleg, a szer
kezetkutatásban is nélkülözhetetlen módszerré fejlődött. A HPLC 
bevezetésével peptidek és fehérjék mikroszekvenálása is lehetővé 
vált [776, 777]. A mikroszekvenálásában egyrészt a pg-nyi minták 
kinyerésénél (1. pl.enzimatikus peptidtérképek készítése), másrészt az 
izolált peptidek lebontásánál nyert PTH-aminosavak ultramikro-ana- 
lízisében lett döntő szerepe az HPLC-nek.

Az N-terminálisról induló Edman-lebontáson [778] alapuló szek- 
venátorok alapeleme egy kiváló minőségű HPLC készülék [779, 
780]. A fehérjealkotó aminosavak PTH származékai egymástól, va
lamint az oldallánc védett, Edman-stabil PTH aminosav komponen
sektől HPLC-vel jól elválaszthatók [781], A PTH aminosavak garan
tált és automatizálható HPLC elválasztásaival, szekvenátorok kifej
lesztésével óriásit fejlődött ez a terület [782].

H2NCHCONHCHCONHCHCO------  + ®-N=C=S

Ri r3 itc

®-NH-C-NH-CHCONH  —ü

x s x
+

+ H3N-CHCO—••

R2

tiohidantoin-aminosav

TH
tiokarbamil-származék

TC

49. ábra. Edman-lebontás
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PTH aminosavak RP-elválasztását sok tölteten megoldották [783- 
793], beleértve a DuPont Zorbax ODS [794-796], a Waters pBonda- 
pak C18 [797], Ultrasphere ODS [798], DuPont Zorbax CN [799] és 
Waters pBondapak fenil-alkil [800] oszlopokat (41. táblázat). Az 
eljárásokat sokszor módosították (izokratikus, gradiens elválasztások, 
organikus oldószerek (MeOH, CH3CN, THF stb.) használata stb.) 
[801-807],

41. táblázat

Kromatográfiás körülmények PTH-aminosavak HPLC-jében

Oszlop Eluensrendszer

Zorbax CN A: NH4OAc 20 mM
B: CHjCN
C: MeOH
5 fokozatú gradiens program, 1 ml/perc

Zorbax ODS A: 20% CH,CN-80% foszfát puffer (pH 4,5) 
B: 75% CH,CN-25% foszfát puffer (pH 3,0) 
gradiens 7-95% B, 1,3 ml/perc

Ultrasphere ODS A: 25% CH,CN-75% foszfát puffer (pH 3,0) 
B: 75% CH,CN-25% foszfát puffer (pH 3,0) 
gradiens u.a.

pBondapak C|g/Corasil H2O-CH,CN
lineáris gradiens 0-40%, 0,6 ml/perc

Ultrasphere ODS A: 5% THF 4 mM NaOAc-ban (pH 5,16)
B: 10% THF CH,CN-ben 
gradiens program, 1,3 ml/perc

detektálás: 254 nm

SHIVELY és csoportja a mikroszekvenálásban értek el kimagasló 
eredményeket: 0,5-1,0 nmól peptid (ill. proteinéből 30-60 lebontási 
ciklust végig tudnak elemezni [246-248], Szintetikus termékek szek- 
venálása ma már a tisztaságvizsgálatnál elengedhetetlen követel
mény. Az oldallánc védett aminosavak PTH származékainak HPLC 
analízisét Schlesinger [781] oldotta meg. így a szennyezések 
kimutatása mellett a szilárdfázisú szintézissel készült védett peptid 
téves szekvenciáinak felderítése is könnyebb lett.
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SZEKVENCIA ANALÍZIS 

(EDMAN-LEBONTÁS)
, SZILÁRD FÁZISÚ 

SZINTÉZIS

NH24f)He)H5)-(c)--(b)--(Á)—COOH KORREKT AMINOSAV SORREND

nh2—©—(§)—©—(b)—(a)— cooh HIBÁS SZEKVENCIA

PITC 
LEBONTÁS

50. ábra. Edman-lebontás a hibás szekvenciák felderítésében

A szekvenálás jelentősége:
— izolált, új peptidek szerkezetének (aminosavsorrendjének) 

megállapítása,
— szekvencia összehasonlító tanulmányok,
— szilárdfázisú szintézis termékeinek kritikai értékelése,
— mikroheterogenitások felderítése.

Ami az optikai tisztaság ellenőrzést illeti, már királis Edman- 
reagensekkel is próbálkoztak a szekvenálás továbbfejlesztése során 
[811].
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51. ábra. Oldalláncvédett aminosavak PTH származékainak analízise 
Zorbax-ODS oszlopon [781]
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11. KRITIKUS PEPTIDELVÁLASZTÁSOK A 
HPLC-BEN

A peptid HPLC nagy hatékonysága révén számos példát szolgál
tat kritikusnak nevezhető elválasztási problémák megoldására. A 
teljesség igénye nélkül ide sorolhatjuk a következő eseteket:

— peptidizomerek megkülönböztetése (1. transzpeptidáció méré
se, izopeptidek elválasztása),

— sztereoizomer peptidek elválasztása (1. racemizáció mérése), 
— peptidhomológok, analógok megkülönböztetése, 
— bázikus v. savas hidrofil peptidek kromatográfiája, 
— a-p anomer glikopeptidek szeparálása,
— foszfopeptidek és izomerjeik szétválasztása stb.

A következő eseteket mutatjuk be példaként:
— Lizin izopeptid intermediereket és analógjaikat ODS-Hypersil 

oszlopon izokratikusan MeOH-0,01 M Na-acetát puffer (pH 
4,0) eluensrendszerrel (42. táblázat) jó hatékonysággal tudtuk 
szétválasztani [414], 
Goertner és PuiGSERVER [812] a Met-Lys izopeptidek sze
parálását Lichrosorb Clg oszlopon CH3CN gradienssel érték 
el 0,1% H3PO4-0,l M NaC104 (pH 2,2) vagy 0,005 M 
NaH2PO4 (pH 7,4) eluensben.

— Egy peptidcsalád tagjainak elválasztása (pl. a, P és y endorfi- 
nok) szeparálása könnyen megvalósítható [813-819], a dez- 
Tyr'-származékok szeparálása azonban már problémát jelen
tett. Ezek elválasztása Nucleosil 5C,g oszlopon, NaH2PO4- 
Na2SO4-CH3CN gradienssel 40°C-on megvalósítható, s a 
szeparáció Ultrasphere ODS-5 töltet használatával még javít
ható [820].

— A csak egy-két aminosavban különböző, 51 tagú inzulin poli- 
peptidek eredetének (humán, szarvasmarha, sertés) meghatá
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rozása HPLC elválasztáson alapszik, melynek kritikus jellegét 
még növeli, hogy a 21-dezamido-származékok (Asn helyett 
Asp) is mindig jelen vannak. A problémát az CH3CN gradi
ens optimálásával Ultrasphere Cl8 oszlopon tetrametil-ammó- 
nium-foszfát pufferben sikerült megoldani [820, 821].
Rivier [822] nagy pórusátmérőjű (300 A) szilikából készített 
C4-es töltetet (Vydac C4) használva 8 különböző inzulint tu
dott szeparálni két különböző eluens rendszerben: 0,1% TFA- 
acetonitrilben vagy trietil-ammónium-foszfát (pH 2,25)— ace- 
tonitrilben.

42. táblázat

Izopeptidek elválasztása [414]

Peptid IR(perc) Jellemzők

L-Om
Z-L-Phe--------------- 1

L-Om
Z-D-Phe--------------- 1

8,9

8,4

Oszlop: ODS-Hypersil-6
125 x 4 mm

Eluens: MeOH-0,01 M Na-acetát
Z-Glu-OBzl Lys

l________________ l

Z-Glu-OBzl Om
i________________ l

13,4

14,2

(pH 4,0), 50:50 (v/v)

Sebesség: 1,1 ml/perc

Detektálás: UV, 254 nm

Lys
Z-Glu-------------------- 1 20,2

LOBzl

Met-Lys 4,5 Oszlop: Lichrosorb Clg, 7 pm
250 x 4 mm

Lys
Met---- 1 9,6 Eluens: CH,CN gradiens 1,5%/perc 

0,1% H,PO4-ban és
Ac-Met-Lys-Ala-NH2 14,6' '0,005 M NaH;PO4-ban

Lys-Ala-NH; 16,r Sebesség: 1 ml/perc
Ac-Met —1 Detektálás: UV, 214 nm
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52. ábra. Inzulinok szeparálása [822]

Oszlop: V-1830-4, Vydac C4
Eluens: A: 0,1% TFA vízben

B: 0,1% TFA acetonitril-víz (60:40)-ben
Sebesség: 2 ml/perc
Gradiens: 45 - 50% B, 25 perc
Detektálás: UV, 210 nm
Komponensek: 5-5 pg A csirke, B marha, C birka D nyúl, 

E humán, F sertés, G patkány1, 
H patkány" -inzulin

— Egy módosított ACTH fragmens, a H-Met(O2)-Glu-His-Phe- 
D-Lys-Phe-OH szintézise során a His-nél racemizálódott, 
amit a megszintetizált H(MetO2)-Glu-D-His-Phc-D-Lys-Phc- 
OH összehasonlító segítségével igazolni lehetett. HPLC-vel 
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így 0,1% racemizáció volt megállapítható [820] (Nucleosil 
Cm-10 pm oszlop, eluensek: A: 0,1% H3PO4, B: 0,05 M tet- 
rametil-ammónium-foszfát puffer (pH 2,8)-MeOH (50:50)).

— Bázikus hidrofil peptidek, pl. Arg-Arg-Ala-Ser-Val, Arg-Lys- 
-Asp, ACTHn.16 stb. esetén RP oszlopokon még tiszta vizes 
eluens esetében is csak nagyon gyenge retenciót lehet elérni, 
lonpárképző pentán- vagy hexánszulfonát-só alkalmazásával 
olyan retenció-növekedés érhető el [823-826], hogy gradiens 
elúcióval még a pepiid diasztereo izomerek is elválaszthatók 
lesznek.

— Savas, hidrofil peptideknél az előzőhöz hasonló kromatográ
fiás viselkedés miatt RP oszlopokon ionpárképző tetraalkil- 
ammónium-sók alkalmazása ajánlott [827]. Sok esetben a 
szilika oszlop használata is megoldást jelenthet [828], pl. 
nagyon hidrofil Pro, Gin, Ser tartalmú tetra és pentapeptidek 
trietil-amin-trifluor-acetát-H2O-i-PrOH, NH4ÓAc puffer- 
i-PrOH eluenssel szilika oszlopon jól kromatografálhatók.

— Az emberi neurofilamens fehérje több szerint tartalmazó al
egységének szintézise során a különböző módon O-foszfori- 
lezett peptideket Ötvös [829] Ultrasphere ODS oszlopon 
0,1% TFA-CHjCN eluenssel, gradiens elúcióval tudta szétvá
logatni.

— Boc-X-Ser-NHCH, (X: Pro, Vai) dipeptidek 2,3,4,6-tetra-O- 
acetil-D-glüko-, D-galakto- és D-manno-piranozidjainak ano- 
mer-keverékeit tudtuk RP-18 oszlopon MeOH-H2O izokrati- 
kus rendszerrel analizálni és szemipreparatíven tisztítani 
[830].
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12. CSÚCSFELHASADÁSOK A PEPTID-HPLC-BEN

Polygosil-C,8 oszlopon, CH3CN-foszfát puffer 7:93 eluenssel 
BAJUSZ [860] véralvadásgátló Árg-tripeptid aldehidje, a pH 6,8-nál 
egy csúcsot mutató D-Phe-L-Pro-L-Arg-H savas mozgófázis (pH 
2,2) esetén három csúcsban eluálódik. Ezek az aldehid, aldehid-hid
rát és a ciklikus aldiminhidrát formák között fennálló egyensúly 
komponenseinek felelnek meg. Optikai tisztaságvizsgálat során a 
DLL és DLD konfigurációjú anyag 3-3 csúcsot mutatott (pH 2,2) 
[831, 832, 861].

Lassú konformációs egyensúlyok, melyek a retenciós idő nagy
ságrendjébe esnek, hőmérsékletfüggő csúcsszélesedést vagy csúcsfel
hasadást mutatnak középméretű peptidek RP-HPLC-jében. Pro-Pro 
kötést tartalmazó lineáris peptidek, valamint prolinokat tartalmazó 
ciklopeptidek mutatják ezt a jelenséget. 50 °C körüli hőmérsékleten 
egységes csúcs alacsony hőmérsékleten (0, -10 °C) teljes kettőződést 
mutathat, mely cisz és transz peptidkötés jelenlétével magyarázható 
[833]. HENDERSON biológiailag aktív Pro tartalmú peptideknél 
ugyanezt tapasztalta [834],

iV-metil-aminosavakat tartalmazó kolecisztokinin analógok RP- 
HPLC képe -17 °C-on a cisz-transz származékok egyensúlyát bizo
nyítja [835],

Konformációs izomerek polipeptidek kromatografálásánál megje
lenhetnek [836-838],

186



13. MIKRO-HPLC

A HPLC érzékenységének növelése és az eluensszükséglet csök
kentésének igénye vezetett az oszlopátmérő csökkentéséhez. Ilyen 
oszlopokat PTH-aminosavak, danszil-aminosavak és peptidek analí
zisénél, a neuropeptid vizsgálatokban már alkalmaznak is "micro- 
bore", "narrow-bore", "kapilláris" HPLC elnevezéssel.

A módszer pikomól tartományban teszi lehetővé az LC elválasz
tásokat és méréseket [839-845]. Használatukkal 20-100-szoros érzé
kenységnövekedés érhető el az analitikai HPLC-hez képest. Ezen 
oszlopokkal ma már nanopreparatív izolálások és tisztítások váltak 
lehetővé [846, 847],

A "microbore" oszlopok megjelenése jelentős változtatásokat 
hozott a HPLC rendszer felépítésén (pumpa, detektor, mikrogradiens 
rendszer stb.) [848-849]. Jelentős szerephez jutott a peptidek jellem
zésében, hiszen a mikroszekvenáláshoz minták tisztítása [841, 850], 
valamint triptikus peptidtérképek [846, 848] készítését lehet megol
dani segítségével, s így 400 pmól vagy még kevesebb peptidminta 
elegendő lehet a teljes szerkezetmeghatározáshoz (aminosavanalízis, 
mikroszekvenálás, peptidtérképek stb.).

HPLC oszlopok összehasonlítása

43. táblázat

"Kapilláris” "Microbore" ’Narrowbore" "Analitikai"

Oszlop belső átmérő (mm) 0,2-0,3 1,0 2,0 4.6
Sebesség (pl/perc) 1-10 50 200 1000
Érzékenység (mAV) 200 20 5 1
Kapacitás (mg) lff'-10’ 0,1 0,4 2
Csúcstérfogat (pl) 5 25 100 500
Eluens szükséglet (ml/40 óra) 2,4-24 120 480 2400

Az alacsony átfolyási sebesség egyszerűbbé teszi számos detek
torral, pl. a tömegspektrométerrel való csatlakoztatását, valamint meg
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könnyíti a különböző elválasztási technikák kapcsolását a multidimen- 
ziós kromatográfiában.

Oszlop: 4,6 x 150 mm
Sebesség: 1,0 ml/perc
Minta: 200 pmol

Oszlop: 1,0 x 150 mm
Sebesség: 0,05 ml/perc
Minta: 200 pmol

Oszlop: 1,0 x 150 mm
Sebesség: 0,05 ml/perc
Minta: 10 pmol

ldö (perc)

PLRp.j 3^ P'Laktoglobulin triptikus peptidtérképeinek összehasonlítása 
0 tetű oszlopokon HPLC-vel különböző készülékeken [846] 

Pl
A:0,l%TFA, B: 0.1% TFA-acetonitril 

üdíens: 0-50% B, 50 perc
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* Ára: 504- Ft 12% áfával

A KÉMIA ÚJABB EREDMÉNYEI 
79. KÖTET
SZERKESZTI 
CSÁKVÁRI BÉLA

Szókán Gyula és Janáky Tamás : Nagyhatékonyságú folyadékkromato- 
gráfia (HPLC) a peptidkémiában c. monográfiája a könyvsorozatban 
megjelent peptidkémiai tárgyú munkák spektrumát szélesíti. A nagyha
tékonyságú folyadékkromatográfia nagyszámú és egyre bővülő területek, 
modellek körében nyert alkalmazást. A peptidkémiai kutatások hazai 
színvonala és várható további fejlődése, azok interdiszciplinális jellege 
(kémia, biológia, orvostudományok, agrárkutatás) indokolja a speciális 
témaválasztást, mely széles körű olvasótábor érdeklődésére számíthat.
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