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1. Bevezetés

Az €16 szervezetekben a kiralis molekuldk kiemelkedd jelentéséggel birnak. A
fehérjék, a fehérjéket alkotd6 aminosavak, a cukrok, az enzimek mind kiralis
vegylletek. A pontos magyarazat még ma sem ismeretes, de e molekuldk kép-
tiikkorkép parosabdl az esetek dontd tobbségeében csak az egyik forma fordul eld.

A kiralis molekulék vilagadban a kép és a tiikkorkép biologiai hatdsa nagymértékben
kiilonbozhet egymastdl, attdl fiiggetleniil, hogy az enantiomerek fizikai-kémiai
tulajdonsagaikat tekintve azonosak, kivéve hogy a polaris fényt milyen iranyban
forgatjak. Ennek magyarazata, hogy a kiralisan aszimmetrikus molekulak a biologiai
talalkoznak, melyek képesek megkiilonboztetni az enantiomereket.

A kiilonb6zd viselkedés megallapitasanak a kiralis gydgyszermolekulak esetében
oriasi jelentdsége van, hiszen amig az enantiomer molekula parok egyik tagja pozitiv
hatast fejt ki az emberi szervezetben, addig a masik hatastalan, rosszabb esetben akar
méreg 1S lehet, hisz farmakologiai tulajdonsagai, tgymint farmakodinamikai,
farmakokinetikai, lebomlasi, fehérjékhez kotddési és mérgezési hatasuk gyakran
eltérd. Ezért bir igazdn nagy fontossaggal a tiszta sztereoizomer molekulak szintézise
¢s az enantiomer molekulak elvalasztasa.

A racém mintéak elvalasztasara illetve a sztereoszelektiv szintézisek termékeinek
ellendrzésére megbizhatd, pontos és robosztus mddszerre van sziikség. Analitikai
modszerek koziil a kirdlis nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC) a
legszélesebb korben alkalmazott modszer, amely a fent emlitett kovetelményeknek

megfelel.

2. Celkitiizes

Munkank soran célul tliztiikk ki folyadékkromatografidas modszerek fejlesztését
kiilonboz6  bioldogiai  és  gydgyszeripari  szempontbol fontos  vegyiiletek
sztereoizomerjeinek elvalasztasdra, valamint 1) fejlesztésti kirdlis kolonndk

elvalasztoképességének tanulmanyozasat modell vegyiileteinkkel.



Vizsgalni kivantuk:
a) alifas és aromas f-2- és f-3-aminosav  enantiomerek elvalasztasat
makrociklusos glikopeptid alapu all6fazisokon,
b) tanulmanyoztuk ciklusos jaminosav enantiomerek retenciojanak
mechanizmusat makrociklusos glikopeptid oszlopokon,
C) alifas és aromas f-2-aminosav enantiomerek elvalasztasat modositott
koronaéter allofazison,
d) plaktdm enantiomerek elvalasztasat modositott poliszacharid kiralis
szelektort tartalmazo kolonnakon,
e) aminonaftol analéogok enantiomerjeinek elvalasztisat modositott

poliszacharid alapu allofazisokon.

Celul thztik ki, hogy kozvetlen kiralis folyadékkromatografias elvalasztasok
soran, a vizsgalt vegyiiletek ¢és a kirdlis szelektorok szerkezetének ismeretében a
kromatografidas korilmeények valtoztatasaval befolyasoljuk az elvélasztast. Ezzel
parhuzamosan a kromatografias adatok valtozasanak nyomon kdvetésével értelmezni
kivantuk az eluens mindségének és Osszetételének, a homérsékletnek és a vizsgalt

vegyiiletek szerkezetének hatasat a kiralis megkiilonboztetési folyamatokra.

3. Alkalmazott vizsgalati modszerek

3.1. Alkalmazott kolonnak, folyadékkromatografias berendezés

A kozvetlen kiralis folyadékkromatografias vizsgalatok soran tobb tipusa kiralis
allofazist alkalmaztunk, ezek kozott volt makrociklusos antibiotikum, koronaéter és
modositott poliszacharid-alapu kiralis szelektort tartalmazo kolonna.

A vizsgélatok sordn alkalmazott folyadékkromatograf a kovetkezd egységekbdl
épilt fel: Waters 1525 binaris HPLC-pumpa, 2487 kétcsatornas UV-VIS detektor,
Breeze adatfeldolgozo rendszer (Waters, Milford, MA, USA), Rheodyne 7125 20 pl-
es mintaadagolo (Cotati, CA, USA), MK 70 termosztat (Mechanik Priifgerate

Medlingen Németorszag).



3.2. Vizsgalt vegyiiletek

- f-2-aminosavak,
- [-3-aminosavak,
- y-aminosavak,

- f-laktamok,

- Betti bazisok,

- aminonaftolok.

4. Eredmények

Munkank soran f-2-, -3- és y-aminosav enantiomerek valamint, g-laktam, Betti-
bazis és aminonaftol sztereoizomerek kirdlis folyadékkromatografids elvalasztasara
dolgoztunk ki modszereket, illetve tanulmanyoztuk az elvalasztas folyamatat, a

koriilmények hatdsat.

41. Nem természetes aminosav enantiomerek elvalasztasa makrociklusos

glikopeptid szelektort tartalmazo alléfazisokon

Forditott fazisu korilmények Kkozott vizsgaltuk f-2-, (-3-, és paminosav
enantiomerek elvalasztasat makrociklusos glikopeptid szelektorral rendelkezd
allofazisokon. A glikopeptid-alapt kolonnak a Chirobiotic T, T,, TAG és R voltak. A
mozgofazis altalaban kiilonbozd dsszetételii 0,1% TEAA (pH=4,1)/MeOH rendszer
volt.

a) Az alkil oldallanccal rendelkezé f-aminosav esetén a MeOH térfogataranyanak
novekedésével parhuzamosan nagymértékben novekedett a retencios faktor. Ennek
magyarazata vélhetden a szolvatacids viszonyokban rejlik, melyet ujabban HILIC
(hydrophilic interaction) hatasként emleget az irodalom. Az aromas szubsztituenst
tartalmazo S-aminosavak esetén a k&’ értéker minimum jellegli gorbét irtak le. A

minimum pont utdni nodvekedés a £k’ értékekben a MeOH térfogatardnyanak



novekedésével, hasonldoan magyarazhat6, mint az alifas oldallanct vegyiileteknél. A
minimum el6tti csokkenés, pedig tipikus forditott fazisu viselkedés. A vizsgalt j-
aminosav mintak viselkedése a szerves moédositd térfogataranyanak valtozasaval
hasonl6 jellegli volt, mint az alifas oldallancad f-aminosavak esetén. A f-
aminosavakon 1év0 funkcios csoportok helyzetétdl, illetve az oldallanc helyzetétdl és
jellegétdl fiiggetleniil, az « és Rs értékekre altalanosan igaz volt, hogy a MeOH-ban
gazdagabb mozgofazis esetén nagyobbak. A[] yaminosav sztereoizomerek esetén a
szelektivitds kismértékli novekedésével a felbontas értékei hatarozottabban
novekedtek az eluens MeOH tartalmanak névekedésével.

b) A molekulaszerkezet és kromatografias viselkedés kozti 0sszefiiggést vizsgalva
a [ és y—aminosavakon 1évo oldallancok szerkezete €s azok elhelyezkedése illetve a
gylrli mérete nagymeértékben kihat a szelektorokon 1évd zsebek ¢s a molekulak
kozott kialakulo kolcsonhatas erésségére.

C) A szelektiv és nemszelektiv kolcsonhatasok megkiilonboztetése valamint a
teikoplaninon 1évé cukorrészek szerepének tisztazasa a kiralis elvalasztas jobb
megértésc¢het jarult hozza.

d) Az elvalasztasokat kiilonb6z6 hémérsékleteken végezve, a van’t Hoff egyenlet
kromatografidban hasznalt alakja segitségével termodinamikai jellemzdket
hataroztunk meg az elvalasztas mechanizmusanak mélyebb megértése érdekében. A
termodinamikai adatok nagyban fiiggtek a vegylletek ¢és a kirdlis allofazis
szerkezetétol.

e) Néhany esetben meghataroztuk az elicids sorrendet is, mely a f-aminosavaknal
(R)<(S) volt, mig 1 esetén az (1S,3R) és »3 esetén a (2R,4S) konfiguracioju

enantiomer elualodott el0szor.

4.2. f~Aminosav enantiomerek elvalasztasa koronaéter szelektort tartalmazé

allofazisokon

A [-2-aminosav enantiomerek elvalasztasat koronaéter alapu allofazison is



vizsgaltuk. Kisérleteink sordn arra a megallapitisra jutottunk, hogy a szilikagélhez
hosszu szénlanccal rogzitett koronaéter szelektor megfeleld ilyen tipust vegyiiletek
kiralis kromatografidgjahoz. A kromatografias viselkedés, értve ezalatt a retenciot,
szelektivitast, felbontast, nagymértékben fliggott az eluensben 1évo sav és alkohol
mindségétél és mennyiségétdl a HpO/alkohol (v/v)+ sav altalanos 0Osszetétell
elegyben.

a) A legnagyobb retencios faktor értéket HCOOH és AcOH alkalmazasa esetén
tapasztaltuk, mig TFA, HCIO,4 és H,SO, esetén ezek az értékek kisebbnek adddtak. A
szelektivitas €s felbontas értekek szamottevoen nem valtoztak a sav minOségének
valtozéasaval. A pH csokkenésével a £’ értekek jelentdsen csokkentek.

b) Az alkohol mindségének hatasat vizsgalva szabalyszerliséget a retencios faktor
valtozasa és az alkohol szénatomszama kozott nem lehetett megallitani, a legnagyobb
elicids 1d6 minden esetben a metanolhoz vagy etanolhoz volt kothetd. A szelektivitas
valtozasat vizsgalva az alifas oldallancu vegyliletek esetén altalaban a MeOH-hoz
tartozott a legkisebb a. Az aromas oldallanccal rendelkezé aminosavak esetén egy
minimum volt megfigyelheté, mely minimum a PrOH-hoz volt rendelhet6. Az Rs
értékek valtozasaban szabalyszerliség nem volt megallapithato.

c) Az alkohol (MeOH) tartalom fiiggvényében a retencios faktor valtozasa
minimumgodrbe jellegli volt. A vizes fazisban gazdagabb eluens esetén, a vizes fazis
mennyiségének novekedésével a retenciés faktor is novekedett a hidrofob
kolcsonhatasok hangsulyosabba valasaval. A szelektivitas és felbontas valtozasa
eltérd volt az alifas és az aromas oldallanccal rendelkezd vegyiiletek esetén.

d) A vegyiiletek szerkezete (alifas vagy aromas oldallanc jelenléte) befolyassal
volt mind a k’, a és Rg értékekre.

e) Hasonlé6 modon az antibiotikum allofazisokhoz, termodinamikai adatok alapjan
azt talaltuk, hogy az elvélasztds entalpiavezérelt, azaz az alacsony homérsékletii
elvalasztas a kedvezO. Az elucids sorrend, hasonldéan az aminosavakra vonatkozo

korabbi irodalmi adatokhoz, ezen a kolonnan (S)<(R) volt.



4.3. fLaktam enantiomerek elvalasztasa mddositott poliszacharid szelektort

tartalmazo allofazisokon

Kromatografidas moddszert fejlesztettiink A-laktdm enantiomerek kozvetlen
elvalasztasara, normal fazisu koriilmények kozott. Az alkalmazott mozgoéfazis n-
heptan/alkohol valtozo Osszetételli elegye volt. A kiralis analizist AmyCoat és
CelluCoat oszlopokon valositottuk meg, melyek szelektora amildz-trisz-(3,5-
dimetilfenilkarbamat) és celluloz-trisz-(3,5-dimetilfenilkarbamat) volt.

a) A mozg6fazisban 1évé alkohol mindségének és mennyiségének valtoztatasaval
optimalizaltuk a sztereoizomerek elvalasztasat, melynek eredményeként minden
esetben alapvonalra torténd elvalasztast sikeriilt elérni. A kromatografias adatokat
tekintve semmilyen 0sszefliggés nem volt megallapithatd az eluenst alkotd alkohol
szénatomszama ¢és a retencids faktorok kozott. A két kiillonbozo alldéfazis esetén,
MeOH jelenlétében lényegesen kisebb retencids faktorok adodtak az amildz alapt
allofazison a cellulozhoz képest. Az enantioszelektivitas (), a kiillonboz6é alkoholok
hasznélata esetén nem valtozott jelentésebb mértékben (a=1,0-1,3). A felbontast
érzékenyen érinti a polaris modositd valtoztatdsa, de ezen valtozasban altalanos
szabalyszerliség nem volt megallapithato.

b) Az alkohol aranyanak novekedésével parhuzamoOsan a retencios faktor
nagymértékben csokkent, mikozben a szelektivitas és felbontas értékeinek valtozasa
kiilonbozd volt. Az o értékek viszonylagos allandosdgot mutattak, értékiiket az IPA
mennyisége csak kis mértékben befolydsolta. Az Rs értékek a legtobb esetben az
oszlopon valo tartozkodas idejével parhuzamosan valtoztak.

c) A molekulaszerkezet és kromatografias viselkedés kozti kapcsolatot
allapitottunk meg. Azon vegyiiletek esetén, melyek kettds kotéssel vagy aromas
rendszerrel rendelkeztek, azaz képesek voltak a 7—rzkolcsonhatasok kialakitasara,
nagyobb visszatartast ¢és a legtobb esetben nagyobb szelektivitast €s felbontast
kaptunk. A szerkezet befolyasat a kirdlis felismerésre jol jelzi, hogy a para
helyzetben szubsztitualt vegyiiletnél nem volt 1ényeges kiilonbség a szelektivitasban

¢s felbontasban a két szelektort vizsgalva, mig az orto helyzetli szubsztiticio esetén a
7



CelluCoat oszlop, a meta helyzetli szubsztiticio esetén pedig az AmyCoat oszlop
bizonyult hatékonyabbnak.

d) Az eluciés sorrendet minden esetben meghataroztuk, de altalanos
szabalyszerliséget nem tudtunk megallapitani. Ezek a kolonndk rendkiviil jol

kiegészitették egymast.

4.4. Egy- (Betti-bazis) illetve két aszimmetriacentrummal rendelkezo
aminonaftol enantiomerek elvalasztasa mdédositott poliszacharid szelektort

tartalmazo allofazisokon

Normal fazist koriilmények kozott egy- €s két aszimmetriacentrummal rendelkezd
aminonaftol analogok sztereoizomerjeinek elvalasztasara dolgoztunk ki modszereket,
modositott poliszacharid alapu alloéfazisok segitségével. Az altaldnos mozgo6fazis
Osszetétel mindkét vegyiiletcsoport esetén n-heptan/alkohol/dietilamin volt. Az egy
kiralitascentrummal rendelkezd vegyliletek (Betti bazisok) enantiomerjeit 3,5-
dimetilfenilkarbamattal modositott celluloz alapta oszlopokon (Kromasil CelluCoat,
Chiralcel OD-H) valasztottuk el. A két kiralitiscentrumot tartalmazé aminonaftol
analdégok enantiomerjeit és diasztereomerjeit ugyancsak 3,5-dimetilfenilkarbamattal
modositott celluloz valamint amiléz alapti (Kromasil CelluCoat ¢é¢s AmyCoat)
kolonnakon sikeriilt elkiiloniteni.

a) Az eluensosszetétel, az alkohol mindségének és mennyiségének valtoztatasaval
optimalizaltuk az elvalasztast. Az els6ként elualddd enantiomerhez rendelhetd ki’
értékek nottek az alkohol szénatomszamanak novekedtével, kiilondsen abban az
esetben amikor az alkohol elagaz6 lancot tartalmazott, a legnagyobb retenciot az IPA,
BuOH ¢és t-BuOH alkalmazasa esetén kaptuk. A polaris modositd természetesen a
kiralis és nem kiralis k6lcsonhatasok aranyat is befolyasolhatja, hatast gyakorolva a
szelektivitasra és felbontasra is. Az alkohol mennyiségének novelésével tipikus
normal fazisa viselkedés volt tapasztalhatdo, azaz az eluens erdsségének
novekedésével csokkent a sztereoizomerek oszlopon vald tartozkodasanak ideje,

mikozben a szelektivitas és felbontdas valtozasa a CelluCoat és Chiralcel OD-H
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oszlopon eltérd volt.

b) CelluCoat és Chiralcel OD-H elvalasztoképességét Osszehasonlitva Betti-
bazisok esetén az eclsOként elualodd enantiomer retencios faktora (k;’) azonos
cluensosszetételnél kisebb volt a CelluCoat kolonnan. Ez a megallapitas a
masodikként elualédd enantiomer esetében (K,’) mar moddosult. A 2-naftoloknal
kisebb, mig az 1-naftoloknal nagyobb volt az oszlopon val6 tartozkodasi 1d6
CelluCoat esetén a Chiralcel OD-H-hoz viszonyitva. A szelektivitds ennek
megfelelden a 2-naftolok esetén a Chiralcel OD-H-n ad6dott nagyobbnak, mig az 1-
naftolok a CelluCoat oszlopon mutattak nagyobb szelektivitast

c) A molekulaszerkezet, a vegyliletek szubsztituenseinek mindsége, helyzete
jelentdsen befolydsolta a kromatografids viselkedést. Megéllapitottuk, hogy Betti-
bazisok esetén a szelektivitas, de foleg a retencids faktor értéke fligg az alkil-csoport
térkitoltésétol. A ki és a értékeket a Meyer (V) paraméter fiiggvényében abrazolva
Osszefiiggést allapitottunk meg az alkil-csoport mérete és k; " és a kozott. A nagyobb
szubsztituens gatolja a komplex kialakulasat, ezaltal csokkenti a visszatartast.

Két aszimmetriacentrumot tartalmazo aminonaftol analdogok esetén az aromas
gylri mérete (fenil, naftil) és a N-heteroatom helyzete jelentds hatassal volt a
kromatografias viselkedésre.

d) Betti bazisok esetén néhany esetben mig két aszimmetriacentruma aminonaftol
analogok esetén minden esetben meghataroztuk az elucidos sorrendet, de

szabalyszerliséget nem tudtunk megallapitani.
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