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Az értekezésben hasznalt gyakori roviditések

AcOH: ecetsav

Bz: benzoil-véddcsoport

CD: ciklodextrin

CE: kapillaris elektroforézis

DEA: dietil-amin

DNB: 3,5-dinitro-benzoil-védbcsoport

DNZ: 3,5-dinitro-benziloxi-karbonil-véddcsoport
EtOH: etanol

FDAA: N-a-(2,4-dinitro-5-fluorofenil)-L-alanin-amid
GC: gézkromatografia

GITC: 2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-gliikopiranozil-izotiocianat
Gly: glicin

Hex: hexan

IPA: 2-propanol

HPLC: nagyhatékonysagt folyadékkromatografia
KAF: kiralis all6fazis

KSR: kiralis szarmazékképzo reagens

KMFA: kiralis mozg6fazis adalék

MeCN: acetonitril

MeOH: metanol

NHsOAc: ammoénium-acetat

NIFE: N-(4-nitrofenoxi-karbonil)-L-fenilalanin-2-metoxietil-észter
Phe: fenilalanin

TEA: trietil-amin

TEAA: trietil-ammonium-acetat

TFA: trifluor-ecetsav

Z: benziloxi-karbonil-véddcsoport



1. Bevezetés
1.1. A Kkiralitas és a Kiralis elvalasztasok jelentosége

A természetben kiilondsen fontos szerepet jatszik a szimmetria és aszimmetria illetve a
hozzajuk kapcsolddo és az altaluk meghatarozott fizikai, biologiai és kémiai tulajdonsagok.
Molekularis szinten meghatiroz6 a kiralitds szerepe, az €16 szervezeteket felépitd szerves
anyagok nagy része kiralis, konnyen érthetd tehat hogy a szervezetbe jutd kirdlis anyagok
enantiomerjei eltéréen 1épnek kdlcsdonhatasba a szervezetben taldlhato kirdlis vegyiiletekkel,
ezért a bioldgiai rendszerek sztereospecifikusan felismerik a kiralitdscentrumot tartalmazé
molekuldkat. Ezekbdl kovetkezdéen biologiai rendszerekben a gyogyszerek kiilonbozo
sztereoizomerjei eltérd hatést fejtenek ki, illetve metabolizmusuk is eltérhet.

Ariéns ¢és mtsai. kimutattdk, hogy gydgyszerek esetén az eltérd hatasmechanizmus
kiilonb6z6 hatasokat eredményezhet [1]. Amellett, hogy az egyik enantiomer hatasos
(agonista), a masik lehet hatastalan, ellentétes hatast (antagonista) vagy toxikus is. Az
utébbira szomora példa a Talidomid (Contergan™) nevii szer jol ismert esete. Ez egy, a
varandos ndk reggeli rosszulléteit csillapitani hivatott, kirdlis gyogyszerhatéanyag volt, amely
racém formaban keriilt piacra. Egyik enantiomerje jotékony hatdsu volt, azonban a masik
enantiomer karos mutacidkat hozott 1étre a magzatokban.

A fent emlitett okok miatt az utobbi néhdny évtizedben megndtt az igény a kiralis
gyogyszeralapanyagok  enantiomer tisztasdgu formdban torténd  eldallitdsara  és
forgalmazasara. Stinson 2000-ben megjelent kozleménye szerint 1999-ben a vilagszerte
forgalomba hozott enantiomer tisztasagi készitmények forgalma elérte a 115 milliard
amerikai dollart. Ez a teljes gyogyszerforgalom 32%-at teszi ki, és becslések szerint tovabb
novekszik [2].

A gyogyaszati alapkutatasok egyik f0 teriilete a receptorkutatds, ismerniink kell
ugyanis a receptorok szerkezetét, ha specifikus gyogyszereket akarunk késziteni. Ennek
megismerésének egyik moddja, ha specifikus térszerkezetli vegyliletekkel vissziik oket
kolcsonhatasba, igy a vegylilet térszerkezetébdl kovetkeztethetiink a receptor térszerkezetére.
Az altalunk legtobbet vizsgalt vegyliletek a peptidek altalaban flexibilis molekulak,
melyeknek térszerkezetét nagyban befolyasolja kornyezetiik, igy eléfordulhat hogy a peptid
térszerkezete eltérd a receptor kdzelében és tavollétében. A peptidek térszerkezete azonban
merevithetd Un. sztérikusan gatolt aminosavak beépitésével. A természetben is megtalalhato
egy ilyen kiilonleges aminosav, a prolin. A véltozatosabb konformaciok 1étrehozasahoz mas,

hasonl6 tulajdonsagi aminosavakra is sziikség van, igy a szintetikus szerves kémia egyik



fontos 4ga lett az ilyen aminosavak eldallitasa €s peptidekbe épitése. A pontos konformaciok
létrehozasahoz elengedhetetlen a kiralisan tiszta aminosavak hasznalata.

Az enantiomerek eldallitdsanak tobb lehetdsége van, példdul az enantioszelektiv
szintéziseljarasok alkalmazasa (egyre nagyobb teret nyer az enantioszelektiv katalizatorok
alkalmazasa is), vagy racém keverékek eldallitdsa, majd az enantiomerek elvalasztisa. Az
elvalasztds torténhet hagyomanyosan rezolvalassal, vagy preparativ kiralis kromatografias
eljarasokkal. A kiralis kromatografidnak a hasonld termékek mindségbiztositasaban is fontos
szerep jut. A kromatografias eljarasok ugyanis altalaban gyorsak, reprodukalhatoak, konnyen
kivitelezhet6ek €s automatizalhatoak.

Enantiomerek kromatografias elvalasztasat el6szor Gil-Av és mtsai. hajtottak végre
gazkromatografiaval (GC) [3]. Késobb Blaschke €és munkatarsai valositottdk meg a fent
emlitett Talidomid sztereoizomerjeinek elvalasztasat [4]. Mostanara szamos vegyiiletcsoport
enantiomerjeinek elvalasztasdit megoldottdk nagyhatékonysagi folyadékkromatografia
(HPLC) alkalmazasaval. Ez annak koszonhetd, hogy az elmult évtizedben szamos kiralis
szarmazékképz6 reagens (KSR) és kiralis allofazis (KAF) fejlesztése és kereskedelmi
bevezetése tortént meg. Egyre nagyobb teret nyernek a sztereoizomerek analitikajaban a

kapillaris elektroforetikus (CE) elvalasztasok is.

1.2. Célkitiizéseink

o Céljaink kozt szerepelt egy kiralis, antitumor hatasi gyogyszerhatdanyag €s
ennek kiindulasi és koztitermékeinek kiralis kromatografias elvalasztasa. Munkatarsaink egy
Uj enantioszelektiv szintéziseljarast dolgoztak ki a prosztatadaganatok kezelésére hasznalt
bikalutamid eldallitasara [5]. Olyan kozvetlen folyadékkromatografias eljarasokat dolgoztunk
ki, amelyekkel a szintézishez sziikséges kiralis alapanyagok, a kiralis melléktermékek
valamint a bikalutamid kiralis tisztasaga is nyomonkdvethetd.

o Céljaink kozé tartozott néhany nem természetes, sztérikusan gatolt aminosav
enantiomerjeinek elvalasztasa. Ezek kozott talalhatdak gyiris, szabadgyokot tartalmazod
aminosavak ¢és kiilonbozd, specidlisan szubsztitualt glicin és alanin szarmazékok. Ezen
aminosavaknak fontos szerep jut a peptidomimetikaban és a peptid alapti receptorkutatasban
[6, 7].

o Célul tiztik ki egy Kkinin-alapti anioncserélé tipusi KAF retencids

tulajdonsagainak vizsgalatat valamint a lehetséges retenciés mechanizmus elemzését. E célbol



kiilonb6z6 glicin és alanin analdég aminosavak acilezett szarmazékainak retencids adatait

mértiik kiillonboz6 hémérséklet és mozgodfazisosszetétel alkalmazasa soran.

2. lrodalmi attekintés

2.1. A kiralis folyadékkromatografia alapvetéo modszerei

Egy vegyliilet enantiomerjei fizikailag nehezen kiilonboztethetdk meg egymastol,
hiszen csak egyetlen fizikai tulajdonsagukban, az optikai forgatoképességiik iranyaban térnek
el. Ebbdl az is kovetkezik, hogy hagyomanyos kromatografias modszerekkel az enantiomerek
nem valaszthatdak el egymastol. Feltétleniil sziikséges kiralis kornyezet létrehozasa az
enantiomerek megkiilonboztetéséhez. A folyadékkromatografids modszerek ebbdl a
szempontbol két nagy csoportra oszthatok: a kozvetlen és a kdzvetett modszerekre.

A kozvetett mddszer 1ényege abban all, hogy a kromatografias analizis elétt egy
kiralis, de enantiomer tisztasagu, a vizsgalni kivant vegyiiletiinkkel reakciora képes anyaggal
(kiralis szarmazékképzd reagens, KSR) reagaltatjuk a mintat. Igy a racém keverékiinkbdl egy
diasztereomer keveréket hozunk létre, akarcsak a jol ismert rezolvalds esetén. Tudva 1évo,
hogy a diasztereomerek tobb fizikai tulajdonsagukban is eltérnek egymastol (pl. oldhatosag)
ellentétben az enantiomerekkel, igy hagyomanyos akirdlis kromatografids modszerekkel is
elvalaszthatoak.

A kozvetlen modszerek tovabbi két részre oszthatdoak, de elméleti hatteriik hasonlo.
Ebben az esetben nincs sziikség az analizist megel6z6 elokészitésre (oszlop eldtti
szarmazekképzés) ellentétben a kozvetett mdodszerrel. A kozvetlen modszerek alkalmazasa
soran a kiralis kornyezetet az allofazis, vagy a mozgdfazisba kevert kiralis adalék biztositja.
Kozvetlen analizis sordn tehat a diasztereomer parokat nem kémiai kotéssel hozzuk 1étre,
hanem maésodlagos kotderdk alakitanak ki intermolekularis diasztereomereket.

Kiralis mozgofazis adalék (KMFA) alkalmazasakor elegendé a hagyomanyos akiralis
oszlopok hasznalata, hisz a mar 1étrejott diasztereomerek elméletileg akiralis kornyezetben is
elvalaszthatoak. Ez a modszer az utobbi években veszitett jelentdségébdl, felhasznalasat
korlatozza a nagy adalékanyag igény, illetve az adalékanyag oldhatosdga a kiilonb6z6 eluens
rendszerekben. A kapillaris elektroforetikus modszerekben azonban a moédszer jelentGsége
valtozatlan.

A kirdlis allofazis alkalmazdsa megkdveteli specialis kromatografids oszlopok

alkalmazasat, azonban ebben az esetben sziikségtelen barmiféle specialis eldkészités vagy



kiralis adalékanyag alkalmazasa. Ebben az esetben a mintamolekulak a megosztéfazis kirdlis
molekulaival alakitanak ki eltérd stabilitdsu diasztereomer parokat. Amelyik enantiomer
stabilabb adduktumot képez az allofazissal, az kés6bb fog elualodni az oszloprol.

Mind a kozvetlen, mind a kozvetett modszereknek megvannak az elényei és a
hatranyai. A kozvetett modszerek eldnyei kozé tartozik olcsosaguk, a sziikséges feltételek
egyszerli megteremthetdsége, az elucios sorrend megvaltoztathatosaga, illetve ha sziikséges a
detektalds als6 hatara csokkenthetd kromofor csoportot tartalmazd szarmazékképzo
alkalmazasaval. Hatranyaik kozt emlithetd, hogy a képzddott diasztereomerek molaris
abszorpcids egyiitthatoja kiilonbozhet, racemizacid Iéphet fel a szarmazékképzési reakcio
soran, esetleg kinetikai rezoliicidt tapasztalhatunk. A kromatogram bonyolultabbd valhat a
reagensfeleslegbdl szarmazd csucsok miatt, a szarmazékképzési reakcid iddigényes lehet,
illetve az enantiomerek visszanyerése tovabbi miiveleteket igényel.

A kozvetlen modszerek elonye, hogy a kiralis szelektor kiralis tisztasaga nem kritikus,
az enantiomerek azonos moldris abszorbanciaval rendelkeznek, reakcidoképes funkcids
csoporttal nem rendelkezd vegyiiletek enantiomerjei is elvalaszthatdak, preparativ célra is
hasznosithato, illetve a racemizacio lehetdsége gyakorlatilag kizarhatdo az analizis soran.
Hatranya hogy draga, nincsen univerzalisan hasznilhaté KAF, az analizis altalaban
hosszadalmas, altalaban kicsi az elméleti tAnyérszam.

Osszevetve a két modszer eldnyeit és hatranyait talan kevésbé érthetd, hogy a
kozvetett modszer miért szorult hattérbe az utébbi néhany évben. Igazsidg szerint a két
modszer inkabb egymds kiegészitéjének tekinthetd, nem pedig konkurensének. Az utdbbi
évtizedben azonban a kiralis kromatografias oszlopok és allofazisok fejlesztése Oriasi
lendiilettel folyt és folyik, igy egyre inkabb lekiizdik a kézvetlen modszerek gyengéit. Ennek
koszonhetden a gyogyszerkonyvi eldirdsok is eldnyben részesitik manapsag a kozvetlen

modszerek alkalmazasat.

2.2. Az altalunk alkalmazott kiralis szarmazékképzé reagensek

A kiilonb6zd funkcids csoporttal rendelkezd kirdlis vegyiiletek sztereoizomerjeinek
elvalasztasara kiillonbozo tipusi KSR-t fejlesztettek ki, igy a piacon szamos vegyiilettipus
kiralis elvalasztasara alkalmas szarmazékképzoszer talalhat6. A forgalomban 1évé KSR-ek
nagy szama miatt most szeretnénk kizdrdlag az aminosav analitikdban hasznalt
szarmazékképzOk targyalasara szoritkozni, kiilonds tekintettel az altalunk alkalmazott KSR

tipusokra.



Az aminosavaknak legalabb két reagaltathat6 funkcios csoportjuk van, az amino- és a
karboxilcsoport. Ezek koziil kétség kiviill az aminocsoporton torténd szarmazékképzés a
jelentésebb. Erre tobb lehetdség nyilik, tobbek kozt savhalogenidek, izocianatok,
tioizocianatok, aktiv észterek, masik kiralisan tiszta aminosav, vagy orto-ftalaldehid (OPA) és
valamilyen kiralis tiol alkalmazasaval.

Munkank soran harom, kiilonb6zo tipusi KSR-t alkalmaztunk az aminosavak
aminocsoportjanak szarmazékképzésére. Ezek mindegyike jol ismert és széleskoriien
alkalmazott a kiralis aminosav analitikdban.

A harom KSR koziil talan a legkdzismertebb az ugynevezett Marfey reagens, N-o-
(2,4-dinitro-5-fluorofenil)-L-alanin-amid (FDAA), ez egy aktiv fluoridot tartalmazé reagens,

mely kozismert nevét fejleszt6jérdl kapta (2.2.1. abra). Széles korben alkalmaztak régebben

2.2.1. abra
Az alkalmazott kirdlis szarmazékképzo reagensek szerkezetei

0 H3C 0
CHs—C—C—NH,
4 HO
NH H H,C o N=C=s OTN/
NO, 0 ‘
M /©/ OH OCH
O,N 3

NO,
FDAA GITC NIFE

crer

ugyanis tartotta magat az a nézet, hogy az FDAA szarmazékok elucids sorrendje kizarolag
(S)<(R) lehet. Ezt azzal magyaraztak, hogy az (R)-enantiomerek FDAA szarmazékai esetén
egy erdsebb intramolekularis hidrogén kotés létrejottét tételezték fel, mint az (S)-
enantiomerek esetén, mely kevésbé hidrofob molekulat eredményezett [8]. 1995-ben Péter és
mtsai. eldszor irtak le a fent emlitettdl eltérd elucids sorrendet, majd a késObbiekben tobb
rendellenesen viselkedé aminosavat is leirtak [9-12]. Népszertisége ellenére a Marfey reagens
szamos hatranyos tulajdonsaggal rendelkezik. Rendkiviil hosszu lehet példaul a reakcididd,
sztérikusan gatolt aminosavak esetén egy hetes reakcididével sem lehet 100%-0s konverziot

elérni. Kiemelkedden elény0Os sajatsaga azonban, hogy szarmazékai a lathato tartomanyban,



360 nm-es hullamhosszon detektalhatoak. Ez jelentésen csokkenti a modszer kimutatasi
hatdrat és szelektivitasat.

A kovetkez6 reagens, melyet vizsgalataink soran hasznaltunk a 2,3,4,6-tetra-O-acetil-
B-D-gliikopiranozil-izotiocianat (GITC) (2.2.1. abra), az izotiocianat tipusu szarmazékképzok
csoportjaba tartozik. Ez a szintén széles korben alkalmazott KSR szamos kedvezd
tulajdonsaggal rendelkezik. Ezek kozé tartozik a rovid reakcidoidé (2-3 ora), az enyhe
reakciokoriilmények (pH 8-9, szobahdmérséklet), és a jo detektalhatosdg (250 nm). Tovabbi
elény0s tulajdonsaga, hogy sztérikusan gatolt aminosavakkal szemben a Marfey reagensnél
nagyobb reakciokészséget mutat [12].

Az tugynevezett NIFE-t, azaz N-(4-nitrofenoxi-karbonil)-L-fenilalanin-2-metoxietil-
észtert, kifejezetten sztérikusan gatolt aminosavak szarmazékképzésére ¢és kiralis
elvalasztasara fejlesztették ki (2.2.1. abra) [13-16]. Nagy elonye a fent emlitett KSR-kel
szemben a nagy reakciokészség és a rovid reakcioidé (30 perc). Hatranya, hogy oldatban
viszonylag instabil, viszont szilard allapotban, szaraz helyen hossza ideig tarolhatd. Tovabbi
hatranyai kozé tartozik, hogy csak alacsony hulldmhossz tartomanyban detektalhat6 (205 nm),
illetve hogy viszonylag sok melléktermék keletkezik a reakcid soran (altalaban harom
jarulékos csucsra kell szamitani). A melléktermékek hidrofobicitasi tulajdonsidgai azonban
altaldban kedvezéek a képzddd diasztereomerekhez képest, ugyanis a melléktermékek a
kromatogram elején és végén eludlodnak. Ha mégis zavarjak a diasztereomerek detektalasat,
glicin hozzdadasaval a zavar6 reakciok mértéke csokkenthetd [13,14]. A fent emlitett nagy
reakciokészségébol kovetkezik, hogy olyan aminosavak is reagaltathatoak és mérhetéek vele,

amelyek vizsgalatdra mas szarmazékképzdk alkalmatlanok.

2.3. Az altalunk hasznalt kiralis allofazisok attekintése

A kirélis allofazisok fejlesztése az 1970-es évek végeén kezdddott, néhany kutatd Gttérd
munkassaga alapjan [17-20]. Késobb ez a kutatasi teriilet komoly teret hoditott, és mara a
kiralis analitika egyik vezetd dgazatava nétte ki magat. Napjainkban a fejlodés rohamosan
folytatodik, ezt az e témaban megjelent publikiciok nagy szdma is bizonyitja, melyek koziil
most csak néhanyat emlitiink [21-24].

Az elsé fejlesztések kozé tartozd KAF-ok koronaéter-, valamint peptid-alapu és
ligandumcserés allofazisok voltak [17-20]. Mara szamos kiralis vegyiiletcsoportot kiprobaltak
¢és rogzitettek kiralis allofazisként, ezek koziil sokat mar sikerrel forgalmaznak évek ota. A

kirdlis allofazisok fobb tipusai a kovetkezOk: peptid-, koronaéter-, celluloz-, amiloz-,
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ciklodextrin- és makrociklusos antibotikum-alapu, valamint ligandum- és ioncserélii alapt

allofazisok. Ezek koziil részletesebben csak az altalunk hasznalt tipusokat fogjuk targyalni.

231, dbra Elsoként a celluloz alapu oszlopok fébb

A Chiralce/™ OD-H és OD-RH jellemzdit szeretnénk ismertetni. Okamoto
oszlopok allofazisanak szerkezete

¢s munkatarsai 1984-ben fejlesztették ki az
elsé celluloz alapu allofazisokat [25,26].

— - Mostanra széles korben alkalmazzak a

PR celluloz kiilonbozé szédrmazékait kiralis

_ 0 allofazisként. Rendelkezésiinkre allt két
RO OR O\\ azonos szelektorral rendelkez6, celluloz

- -n alapi oszlop (Chiralcel " OD-H és OD-
szilikagél RH). A kiilonbség a két kolonna kozott az

hogy az egyikiik normdl, mig a masik

forditott fazisban hasznalhaté. Mindkét

CH, oszlop Aallofazisa  szilikagélen  kotott
H\N Q celluloz-tris-(3,5-dimetil-fenil-karbamat)
R = 4\< (2.3.1. 4bra). A két &llofazis elsésorban m-
0 CH,

savas mintak elvalasztasara alkalmas

a m-bazikus dimetil-fenil-csoport jelenléte miatt. Jelentések lehetnek normal fazisban még az
aromas gyuriik kozotti m-n magneses kdlcsdnhatasok is.

Szintén szénhidrat alapu allofazisok a ciklodextrin (CD) szarmazék KAF-ok. A
ciklodextrinek gliikkopiran6z monomerekbdl o-(1,4) kotésekkel felépiilé oligoszacharid
molekuldk. Harom alapvetd tipusukat kiilonboztetjiik meg aszerint, hogy hany monomer
egységbdl allnak. Az a-CD hat, a B-CD hét, mig a y-CD nyolc gliik6z egységbdl épiil fel. A
monomer egységek egy csonka gila alaku, alul és feliil nyitott szerkezetet alkotnak. 0,47-0,53
nm, 0,60-0,65 nm és 0,75-0,83 nm a belsd liregek atmérdje rendre az a-, B- és y-CD esetén
[27]. Rontgendiffrakcios vizsgalatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a szekunder
hidroxilcsoportok a kup palastjan kiviilre, mig a primer hidroxilcsoport (igy a metiléncsoport
szintén) az lireg belsejében helyezkedik el csakigy, mint az éter-szerli kdtésben 1évd oxigén.
Ily modon a ciklodextrin csonka gula paldstjanak kiilseje hidrofilld, mig az iireg hidrofobba
valik [28]. Azok a molekulak képesek visszatartast szenvedni a ciklodextrin alléfazisokon,

melyek illeszkednek az adott CD iiregébe, igy képesek zarvanykomplexet kialakitani. A
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mintamolekuldk a nativ ciklodextrin tiregében hidrofob-hidrofob, dipolus-dipdlus vagy
gyenge diszperzios kolcsonhatasok, illetve hidrogénkotések kialakitasara képesek.

Munkank soran o- és B-ciklodextrin alapt alléfazisokat hasznaltunk, melyek normal,
forditott, polaris-szerves és poldris-ionos moddban is haszndlhatoak. A polaris-szerves és
polaris-ionos modszereket az utobbi években fejlesztették ki. Polaris-szerves mod soran
mozg6fazisként valamilyen polaris, szerves oldoszert alkalmazunk, altaldban metanolt vagy
acetonitrilt. A polaris-ionos modszer alkalmazasa soran, pedig a metanolhoz vagy
acetonitrilhez jégecetet vagy trietil-amint adagolunk, ezzel bedllitva az eluens ionerdsségét.
Ezek kozott talalhatd olyan kolonna, melynek allofazisa nativ ciklodextrin, de vannak olyanok
is, melyek kiilonb6zé moddositd, a jarulékos kolesonhatdsokat erdsitd funkcids csoportokat
tartalmaznak. A Cyclobond™ I 2000 tipusi oszlop kiralis szelektora nativ B-CD. A
Cyclobond™ 1 2000 RSP és SN tipusjelii oszlopok all6fazisa hasonlé az imént emlitetthez,
azonban ezen kolonnak esetében mar modositott B-CD-t kotottek a szilikagélhez. Az RSP
oszlop eléallitasa soran (R,S)-2-hidroxi-propiléter-, mig az SN oszlop eldallitasa soran (S)-
naftil-etil-karbamat modositd csoportot kétottek a ciklodextrinhez. A Cyclobond™ III tipusa
oszlop kiralis szelektora nativ a-ciklodextrin [29].

A vizsgalatainkhoz hasznalt kiralis szelektorok kovetkezé tipusa a makrociklusos
glikopeptid alapt allofazisok. Armstrong és mtsai. 1994-ben alkalmaztak elészor
makrociklusos antibiotikumokat kiralis allofazisként [30]. Els6ként vankomicin, rifamicin B
¢és tiosztrepton molekulakat rogzitettek kovalensen szilikagélhez, ezek koziil a vankomicin
bizonyult a leghatékonyabbnak. Kés6bb mas antibiotikum molekuldkat is bevontak a
fejlesztésekbe, példaul a teicoplanint, a risztocetin A-t, illetve az a- és B-avoparcint [31-33].
Vizsgalataink soran a vankomicin tartalmi Chirobiotic™ V, a vankomicin aglikon tartalmu
Chirobiotic™ VAG, a teicoplanin illetve teicoplanin aglikon tartalmi Chirobiotic’ T és TAG
valamint a risztocetin A tartalm Chirobiotic’” R oszlopokat alkalmaztuk. Mindegyik kolonna
multimodalis, azaz normal, forditott, polaris-szerves €s polaris-ionos modban is hasznélhato.

A vankomicin harom makrociklusos gytriibdl allo glikopeptid molekula, mely két
cukoregységet, 06t aromas gyiriit, szamos hidroxil- és metilcsoportot, egy karboxil- és egy
primer aminocsoportot tartalmaz. A makromolekulan 18 kiralitascentrum talalhato (2.3.2.
abra) [34]. Ezek a tulajdonsagok képessé teszik ezt a KAF-t a kirdlis vegyiiletek széles
skaldjanak analizisére. A molekula makrociklusai kosarszerti szerkezetet alkotnak, mely

hidrofob-hidrofob kdlcsonhatasok kialakitasara ad lehetdséget. A szamos funkcids csoport
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2.3.2. abra
A vankomicin molekula szerkezete kozremiikodésével létrejohetnek  ionos,

HaC

b

dip6lus-dipolus, sztérikus kdlcsonhatdsok
illetve hidrogén-kotések.

A vankomicin aglikon molekula a
vankomicin ~ moédositott  szarmazéka.
Minddssze annyiban  tér el a

vankomicintél, hogy a cukorrészeket

eltavolitottak a molekularol.

A teicoplanin molekulat négy makrociklusos gylirli alkotja, melyekben hét aromas
gyuri taldlhatdo peptid kotésekkel Osszekapcsolva. A molekuldhoz harom cukoregység
kapcsolodik, melyek koziil az egyiken egy alifds lanc is taldlhat6. Ez a szelektor is
rendelkezik szdmos hidroxilcsoporttal, illetve egy karboxil- és egy primer aminocsoporttal is.
A molekulan 23 kiralitascentrum talalhatdo. A szelektoron talalhatd funkcidés csoportok
valtozatossdga ¢és nagy szama miatt ez a molekula is szdmos vegyiiletcsoport kiralis
elvalasztasara alkalmas (2.3.3. dbra) [34]. Berthod és mtsai. kimutattak, hogy nem védett
aminosavak, vagy egyéb deprotonalhatd csoportot tartalmazd vegyiiletek esetén az elsddleges
kolcsonhatas a KAF primer aminocsoportja és a mintamolekula deprotonalt csoportja kozott
jon 1étre. Ezt bizonyitandd Cu?*-ionokat tartalmazo mozgofazist hasznaltak olyan vegyiiletek

analizisére, melyek enantiomerejeinek elvalasztasat mar elézéleg sikeresen megoldottak.

2.3.3. abra Megfigyelték, hogy réz tartalma eluens

A teicoplanin molekula szerkezete , , . .
alkalmazasa soran az enantioszelektivitas

" jelentdsen csokkent vagy megsziint. Ez

ch.oH minden bizonnyal a teicoplanin primer

CHOH g N
H 4\1:-3:Ht§‘e;l‘r/
O H

Q
BM_T H
HOOC

aminocsoportja ¢és a rézionok kozott
NFe létrejott  komplex — képzodése  miatt

kovetkezett be [35]. Szamos jarulékos

Ko kolesonhatas 1étrejotte is kedvezményezett,

példaul a hidrogén-kotések, hidrofob-

hidrofob-, dip6olus-dipdlus- és  sztérikus
kolcsonhatasok, illetve normal fazisban az aromas gytiriik kozott 1étrejové m-m magneses

kolesonhatasok.
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A Chirobiotic™ TAG oszlop kiralis szelektora a teicoplanin aglikon molekula. Ez
gyakorlatilag egy cukorrészeitdl megfosztott teicoplanin molekula, mely szamos esetben

hatékonyabbnak bizonyult a teicoplaninnal (2.3.4. 4bra). Ez azzal magyarazhatd, hogy a

2.3.4. dbra
A teicoplanin aglikon molekula szerekezete makrociklusos gytirik a teicoplanin esetén
H

is hidrofob liregeket alkotnak, amelyekben
1étrejovo kolesonhatasok jelentdsen segitik
N a vegyliletek visszatartasat ¢s elvalasztasat.
Ezeket az iiregeket a szénhidrat egységek
lefedik, igy sztérikusan gatoljak az ott

fellepd kolesonhatasok 1étrejottét.

Az aglikon molekuldrdl ezeket a gatld részeket eltavolitottdk igy ott a kiralis felismerésben

jelentds részt vallaldé hidrofob molekularészletek konnyebben hozzaférhetéek [36].

235, 4bra A risztocetin A molekula (2.3.5.

A risztocetin A molekula szerkezete abra) alapvaza hasonlo a teicoplanin
OH

oK alapvazahoz, szintén négy makrociklusos
gylrli alkotja, mely hét aromas gyfriit
tartalmaz. A makrociklusokhoz azonban
nem harom, hanem hat cukoregység

kapcsolodik, igy a kiralitascentrumok

| 4 0H
10 H\ﬁ' szama is 38-ra novekszik. Jelentds
D NH: kiillonbség még, hogy a molekula a
2 karboxilcsoport helyett egy metil-észter-
CH; OH

csoportot tartalmaz. A molekulan talalhatd

primer aminocsoportnak hasonléan fontos

OH

szerep jut, mint a teicoplanin esetében.

A két molekula hasonl6 felépitése miatt a kdlcsonhatasok mibenléte is hasonlo, kivéve azt
hogy a karboxilcsoport hianya miatt a pozitiv t6ltésii mintamolekulak elvalasztisa nem

kedvezményezett.

A kinafa alkaloidjait kiralis savak rezolvalasara és sztereoszelektiv szintézisek

katalizatoraként is hasznaljak [37-39]. Kiralis szelektorként els6ként Petterson és mtsai.

14



alkalmaztak kinint és kinidint, el6szor kirdlis mozgdfazis adalékként [40], majd szilikagélhez
kotott kiralis allofazisként [41]. A legutobbi fejlesztések soran Lindner és mtsai. a kinin és
kinidin ~ kiillonb6z6  karbamat  szdrmazékait alkalmaztdk  HPLC-ben, kapillaris

kromatografiaban és kapillaris elektroforézisben. Az altalunk alkalmazott kiralis 0szlop

5 3.6. 4bra (Prontosil™ 120-5 tBuCQN) szelektora

A Prontosil-tBuCQON kirdlis szelektoranak kinin  molekula, melyhez  hidroxil-

szerkezete . . .
csoportjan  keresztil egy  terc-butil-

karbamat csoportot kotottek (2.3.6. abra).
Ezen tipusti molekuldk rendelkeznek egy

tercier aminocsoporttal, mely a megfeleld

Szilikagél

pH-n  pozitiv  toltési és  gyenge

anioncseréld tulajdonsaggal rendelkezik.

Ebbol  kovetkezOen kizardlag anionos

vegyiiletek  elvalasztasara  alkalmas,
ezek analizise viszont nagy hatékonysaggal elvégezhetd [42-44]. Kivaldoan alkalmas még N-
védett aminosavak enantiomerjeinek elvalasztasdra is. A fent emlitetten kiviil egyéb
kolesonhatasok kialakulasara is lehetdéség nyilik, példaul a kinolin gyliri m-bazikus
sajatsaganak koszonhetden m-sav m-bazis kolcsonhatisok alakulhatnak ki a KAF és a
mintamolekulak kozott. Létrejohetnek még azonban dipolus-dipolus kolcsonhatasok ¢és

hidrogén-kotések is.

3. Kisérleti rész

3.1. Az alkalmazott késziilékek

Folyadékkromatogrdfias késziilékek:

I. rendszer: M-600 jelii alacsony nyomasu gradiens pumpa, M-996 jelii fotodiodasoros
detektor, Millenium 32 jel- és adatfeldolgozo szoftver (Waters, Milford, USA).

II. rendszer: 1525 jelii nagynyomasu binaris pumpa, 487 jelii kétcsatornas detektor,
717 jelii automata mintaadagolo, in-line gaztalanitdé rendszer, Breeze jel- és adatfeldolgozo
szoftver (Waters, Milford, USA).

Mindkét rendszer tartalmaz egy-egy 7125 jeli 20 ul térfogati manuélis adagolot is
(Rheodyne, Cotati, USA).
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Termosztat:
MK-70 jelt, hiitd-fiité termosztat (Mechanik Priifgerdte, Medlingen, Németorszag)
pH méro:

420 A tipusu precizids digitalis pH-méter (Orion, Beverly, USA)

3.2. Kromatografias oszlopok

Cig alapu oszlop:
Vydac 218TP™ Series 5 um, 250 mm x 4,6 mm 1.D. (Grace Vydac, Hesperia, USA).
Kiralis kolonnak:

Celluléz-alapu oszlopok: Chiralcel™ OD-H és OD-RH, mindkettd allofazisa celluldz-

tris-(3,5-dimetilfenil-karbamat) 5 um, 150 mm x 4 mm I.D. (Daicel, Tokio, Japan).

Ciklodextrin-alapu oszlopok: Cyclobond™ 12000, allofazisa szilika gélen kétott B-CD,
Cyclobond™ 1 2000 RSP, allofazisa (R,S)-2-hidroxi-propil-éterrel moédositott B-CD,
Cyclobond™ I 2000 SN, allofazisa (S)-naftil-etil-karbamattal mddositott B-CD, Cyclobond™
111, allofazisa a-CD, az oszlopok dimenzidi és gyartdja megegyezik, 5 um, 250 mm X 4,6 mm
I.D. (Astec, Whippany, USA).

Makrociklusos antibiotikum-alapt oszlopok: Chirobiotic™ V, allofazisa vankomicin,

Chirobiotic™ VAG, alléfazisa vankomicin aglikon, Chirobiotic’ T, allofazisa teicoplanin,
Chirobiotic™ TAG, 4all6fazisa teicoplanin aglikon, Chirobiotic™ R, 4ll6fazisa risztocetin A, az
oszlopok dimenzioi és gyartdja megegyezik, 5 um, 250 mm x 4,6 mm |.D. (Astec, Whippany,
USA).

Kinin-alapu, anioncseréld tipusu all6fazis: Prontosil™ 120-5 tBuCQN, allofazisa kinin

terc-butil-karbamat szarmazék, 5 um, 150 mm x 3 mm L.D. (Bischoff Chromatography,

Leonberg, Németorszag)

3.3. Felhasznalt vegyszerek

A mozgofazis készitéshez hasznalt HPLC-s tisztasagl szerves olddszerek, metanol
(MeOH), acetonitril (MeCN), etanol (EtOH), 2-propanol (IPA), és hexan (Hex) Merck
gyartmanyuak voltak (Darmstadt, Németorszag). A forditott fazisu eluensek készitéséhez
ugynevezett Milli-Q vizet hasznaltunk, melyet felhasznalds eldtt 0,45 pm-es porusatmérdji
HV tipusu szlirén sziirtiink (Millipore, Milford, USA). A kiilénb6z6é mozgdfazis adalékok
kozil a trietil-amin (TEA), a dietil-amin (DEA), a jégecet (gl. AcOH), a trifluor-ecetsav
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(TFA), az ammonium-acetat (NH4OAC) és a foszforsav Merck (Darmstadt, Németorszag),
mig a kalium-hexaflouoro-foszfat (KPFs) pedig Aldrich (Steinheim, Németorszag)
gyartmanyu, illetve valamennyi analitikai tisztasagu Volt.

Az aminosavak acilezésére hasznalt reagensek koziil az N-benziloxikarboniloxi-
szukcinimidet (Z-OSu), az N-3,5-dinitro-benziloxikarboniloxi-szukcinimidet (DNZ-OSu), és
a 3,5-dinitro-benzoil-kloridot (DNB-CI) a Flukatol (Buchs, Svajc), mig az N-benzoiloxi-
szukcinimidet (Bz-OSu) (Fiiggelék 6. abra) a Bachemt6l (Bubendorf, Svajc) szereztiik be. A
kiralis szarmazékképz6é reagensek koziil az N-a-(2,4-dinitro-5-fluorofenil)-L-alanin-amidot
(FDAA) és a 2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-gliikopiranozil-izotiocianatot (GITC) a Sigma (St.
Louis, USA), mig az N-(4-nitrofenoxi-karbonil)-L-fenilalanin-2-metoxietil-észtert a Solvay-
Peptisyntha (Briisszel, Belgium) allitotta el6.

Az eluenseket a komponensek jelzett térfogatanak keverésével allitottuk eld, majd ha
sziikséges volt a pH-t titralassal a megfeleld értékre allitottuk. Ezt kovetéen 0,45 pm-es
porusatmérdji, HV tipust szlirén szirtiik, majd ultrahangos fiirdében eltavolitottuk az oldott
gazokat. A mérések alatti gaztalanitasra He atbuborékoltatdst vagy in-line gaztalanitot

........

TEA oldat jégecetes titralasaval nyertiik.

3.4. Mintaelokészitési és szarmazékképzési eljarasok

crer

azokat. Ha sziikséges volt, a mintakat eluenssel tovabb higitottuk az optimalis mérési
tartomany eléréséhez.

Az acilezési ¢és szarmazékképzési reakciokat jol megalapozott és 4ltalanosan
alkalmazott eljarasok alapjan végeztik [8, 13, 45, 46], melyeket néhany esetben ha
sziikségesnek bizonyult, médositottunk ( lasd késobb).

Az oszlopok holt idejét 0,001 M-o0s kalium-bromid oldat injektalasaval hataroztuk
kinin alapu oszlop esetén 0,01 M-os tio-karbamid oldatot alkalmaztuk, mig a cellul6z alapt
oszlopok holt idejének meghatirozasdhoz eltérd Osszetételi eluenst fecskendeztiink a

mozg6fazis dramaba.
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3.5. Vizsgalt vegyiiletek

A vizsgalt vegyiiletek 6t csoportra oszthatoak, a vegyiiletek pontos elnevezését €és a
beszerzési forrasukat illetve az eléallitasukra vonatkoz6 hivatkozasokat itt, mig szerkezetiiket
a ,,Fiiggelék™-ben tiintetjiik fel.

Az elsé csoportba sorolhatdbak a bikalutamid ¢és gyartasanak kozti- illetve
melléktermékei. A vegyiiletek elnevezése és szamozasa: (+) és (—)-bikalutamid (1), (£) és (-)-
3-klor-N-(4-ciano-3-trifluormetil-fenil)-2-hidroxi-2-metil-propansavamid (2), () és (-)-N-(4-
ciano-3-trifluormetil-fenil)-2-metil-oxiran-karboxamid (3), () és (—)-4-fluor-fenil-szulfonil-
2-hidroxi-2-metil-propionsav (4), (£) és (—)-3-hidroxi-N-(4-ciano-3-trifluormetil-fenil)-2-
hidroxi-2-metil-propansavamid (5) [73-75] (Filiggelék 1. abra). A vegyiileteket munkatarsaink
allitottak eld a jelzett szabadalmak alapjan.

A masodik csoportba a pirrolidin és piperidin gyliriit és egy szabad gyokot tartalmazo
B-aminosavakat soroltuk: (3R,4R)- ¢és (3S,4S)-transz-3-amino-1-oxil-2,2,5,5-tetrametil-
pirrolidin-4-karbonsav  (6), (3R,4R)- ¢és (3S,4S)-transz-3-N-(fluorenil-metiloxikarbonil)-
amino-1-oxil-2,2,5,5-tetrametil-pirrolidin-4-karbonsav (7) (POAC), (3R,4R)- és (3S,4S)-cisz-
4-amino-1-oxil-2,2,6,6-tetrametil-piridin-3-karbonsav (8), (3R,4R)- és (3S,4S)-cisz-4-amino-
1-oxil-2,2,6,6-tetrametil-piridin-3-metilészter (9), (3R,4R)- ¢és (3S,4S)-cisz-4-N-(fluorenil-
metiloxikarbonil)-amino-1-oxil-2,2,6,6-tetrametil-piridin-3-karbonsav (10) (B-TOAC) [47,
48] (Figgelék 2. abra). A vegyiileteket munkatarsaink allitottak el6 a jelzett publikaciok
alapjan.

A harmadik csoportba a szekunder o-aminosavak, az Ugynevezett iminosavak
keriiltek: a (2R,4R)- és (2S,4S)-4-hidroxi-pirrolidin-2-karbonsavat (11) és a racém piperazin-
2-karbonsavat (17) az Aldrichtodl (Steinheim, Németorszag) szereztiik be. A racém o-metil-
prolint (12) [49], az (S)-1,2,3,6-tetrahidropiridin-2-karbonsavat (13) [50] (a racém keverék
eldallitasat az (S)-izomer 2 M-os NaOH oldatban torténé refluxaltatasaval hajtottuk végre), az
(R)- és (S)-piperidin-2-karbonsavat (14) [51], a racém és (2S,4R)-4-hidroxi-piperidin-2-
karbonsavat (15) [50, 52], a racém és (2S,5R)-5-hidroxi-piperidin-2-karbonsavat (16) [50, 53],
a racém 5-metil-piperazin-2-karbonsavat (18) [54], a racém és (S)-morfolin-3-karbonsavat
(19) [51, 55] és a racém és (S)-tiomorfolin-3-karbonsavat (20) [56, 57] munkatarsaink
allitottak eld a jelzett hivatkozéasok alapjan (Fiiggelék 3. abra).

A glicin anal6g aminosavakat a negyedik csoportba soroltuk. A racém és az (S)-fenil-
glicint (21), az (R)- és (S)-hidroxi-fenil-glicint (22), a racém tienil-glicint (24) és az (R)- és
(S)-leucint (26) az Aldrich cégtdl szereztiik be (Steinheim, Németorszag). Az (R)- és (S)-
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indanil-glicint (23) [58] és a racém metallil-glicint (25) [59] munkatarsaink allitottak elé a
jelzett publikaciok alapjan (Fiiggelék 4. abra).

Az 6todik csoportba a fenilalanin és analogjai keriiltek, melyek koziil az (R)- és (S)-
fenilalanint (27) a Sigmatol (St. Louis, USA), a racém és (S)-4’-fluor-fenilalanint (34) és a
racém 3’-fluor-fenilalanint (35) az Aldricht6l vasaroltuk. A tobbi aminosavat munkatarsaink
készitették az alabb jelzett kozlemények alapjan: (R)- és (S)-4’-metil-fenilalanin (28) [60],
(R)- és (S)-2’-metil-fenilalanin (29) [61], racém 2’,4’-dimetil-fenilalanin (30) [62], racém
2°,4°,6’-trimetil-fenilalanin (31) [63], racém eritro- (32) és treo-3-B-metil-fenilalanin (33)
[64], (R)- és (S)-2°,3°,4°,5,6’-pentafluor-fenilalanin (36) [65] valamint racém 1-naftilalanint
(37) [66] (Fiiggelék 5. abra).

4. Kisérleti eredmények és értékelésiik

4.1. A bikalutamid és szarmazékai kiralis kromatografias vizsgalata

4.1.1. Irodalmi attekintes

A prosztatarak az egyik legelterjedtebb rak tipus. Magyarorszdgon ez a harmadik
leggyakoribb daganatos betegség a tiido- ¢és a borrak utdn [67]. A prosztatardk azonban egy
viszonylag jol kontrollalhatd és kezelhetd betegség. Huggins és mtsai. 1941-ben figyelték
meg és bizonyitottak, hogy az androgének (férfi nemi hormonok) elvonasa gatolja a
prosztatadaganat fejlodését [68]. Munkassaguk folyaman kimutattdk, hogy a tesztoszteron
termeld mirigy (here) eltavolitasa 70-80%-kal javitotta az eldrehaladott prosztatarakos beteg
¢letkilatasait. Kutatasaik elismeréseként 1966-ban Nobel-dijat kaptak.

A prosztatarak kezelésére tobb lehetdség kinalkozik. A betegség korai stadiuméban a
daganat még eltdvolithatd, vagy sugarterapidval eredményesen kezelhetd. A betegség
elérehaladott stadiuméban sebészeti vagy kémiai kasztraciot alkalmaznak. A kémiai
kasztracid azt jelenti, hogy megsziintetik a szervezetben az androgének termelését, igy azok
prosztatara gyakorolt hatasat. Ebbdl a célbol un. LHRH (luteinizing hormone-releasing
hormone) agonistat juttatnak a szervezetbe, mely csokkenti, majd megsziinteti az agyalapi
mirigy (hipotalamusz) altal termelt luteinizald hormon (sargatest serkenté hormon) herékre
gyakorolt hatasat, igy azokban a tesztoszteron termelése megsziinik. A kémiai kasztracio
szamos elénnyel bir a mitéti kasztracioval szemben, ezek koziil a legfontosabbak, hogy ez a
modszer reverzibilis és a paciensek szamara pszichikailag kevésbé megterhel6. A kezelés
soran azonban sziikség van a prosztatin az androgén kotOhelyek blokkolasara, mivel a

mellékvesekéreg szintén termel androgént, igy csak ekkor kiiszobolhetd ki teljesen az
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androgének daganatra gyakorolt hatasa, ezt az eljarast kombinalt androgén blokaddnak nevezik
[69].

Az androgén érzékeny kotOhelyek blokkolasara manapsag nem-szteroid-alapt
antiandrogén vegyiileteket hasznalnak, ezek koziil a legjelentésebbek a flutamid, a nilutamid
és a bikalutamid (Casodex®) (1). Mindhdrom vegyiiletet a kombinalt androgén blokad
kezelések soran hasznaljak, azonban a bikalutamid (1) monoterapias alkalmazasaval
kapcsolatban kedvezd ¢és igéretes klinikai kisérletek zajlottak le [70]. Az antiandrogének
monoterapias alkalmazéasanak legfobb elonye a kasztracidval szemben, hogy a paciensek
megorizhetik szexualis potencidjukat a kezelés sordn. A flutamid és nilutamid monterapids
alkalmazasa ellenjavallt, ezek ugyanis nemcsak specifikusan a prosztata szovetein, hanem az
agyalapt mirigy androgén érzékeny szovetein is kotddnek, ezaltal egy Ongerjesztd
tesztoszterontermeld folyamatot generalva. A flutamid és a nilutamid ezek szerint csak a

kombinalt androgén blokad kezelésben alkalmazhato [71].

4.1.1. abra
A bikalutamid (1) sztereoszelektiv eléallitasanak sémaja
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Korillmények: (i) 68% (m/m)-os NaOH acetonban, (ii) 43% (v/v)-os AcOH metanolban, (iii) 62% (m/m)-os
tetrabutil-ammonium-bromid metanolban, (iv) és (v) kromatografias elvalasztas a reakcioelegyt6l [73-75].
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A bikalutamid az el6z6 két vegyiilet hatasaval szemben csak kismértékben kotodik a
prosztatan kiviili androgén érzékeny szdvetekhez, igy elkeriilhetd a nem kivant agonista hatas.
A bikalutamid kiralis vegyiilet, melynek csak R-(—) enantiomerje rendelkezik kedvezd
biologiai hatassal, az S-(+) enantiomer bioldgiailag inaktiv. Mindkét enantiomer
metabolizmusa a mdjban jatszodik le, a vegyiilet lebontasa komoly terhet ré6 a madjra,
kiilondsen majelégtelenségben szenvedd paciensek esetén [72]. A monoterapias kezelés soran
nagydozisii hatdéanyagot juttatnak a szervezetbe (150 mg naponta) [70], igy célszerli a m4j
kimélése érdekében csak a hatékony sztereoizomert alkalmazni.

Munkatarsaink egy 1) sztereoszelektiv szintéziseljarast dolgoztak ki az (-)-
bikalutamid eldallitasara. Az 1 vegyiiletet 3-klor-N-(4-ciano-3-trifluormetil-fenil)-2-hidroxi-
2-metil-propanamid (2) ¢és natrium-4-fluor-fenil-szulfinat reakcigjaval allitjak eld
fazistranszfer koriilmények kozott (4.1.1. abra) [73-75]. A reakcid soran az N-(4-ciano-3-
trifluormetil-fenil)-2-metil-oxiran-karboxamid (3) koztitermékként, a 4-fluor-fenil-szulfonil-
2-hidroxi-2-metil-propionsav (4) és a 3-hidroxi-N-(4-ciano-3-trifluormetil-fenil)-2-hidroxi-2-
metil-propanamid (5) melléktermékként detektalhatd a reakcioelegyben. A feladatunk az volt,
hogy modszereket dolgozzunk ki a szintézis kiinduldsi anyaganak, a koztiterméknek, a
melléktermékeknek €s a termék kiralis tisztasdganak ellendrzésére.

A szakirodalomban csupan néhany hivatkozast talaltunk a bikalutamid (1)
enantiomerjeinek HPLC-s elvalasztasara. Bargman-Leyder ¢és mtsai. kiilonb6z6
modellvegyiiletek, ezek kozott a racém bikalutamid, felhasznalasdval hasonlitottak Ossze
szisztematikusan a folyadékkromatografids és a szuperkritikus folyadékkromatografias
modszereket. Két kiralis oszlopot hasznaltak, az egyik a celluléz szarmazék Chiralcel™ OD,
mig a mésik az amiléz szidrmazék Chiralpak”™ AD volt [76]. James és mtsai. szintén
elvalasztottik az 1 vegyiilet enantiomerjeit egy celluléz szarmazék Chiralcel” OJ-H oszlopon,
de egyéb kromatografids koriilményeket nem kozoltek [72]. Tucker és Chesterson az 1
vegyiilet redukalt, tioéter szarmazékanak enantiomerjeit valasztottak el egy (R)-N-benzoil-

fenil-glicinnel adalékolt Spherisorb-NH2 oszlopon [77].

4.1.2. A kromatografias eredmeények kiertékelése

A vizsgalatokat t6bb kiilonb6z6 KAF-on, valamint normal és forditott fizisban és
polaris-ionos kromatografids modban végeztik. A dolgozat egyszerisitése végett a
tablazatokban csak az optimdlis felbontas értékeket mutatd eredményeket kozoljiikk minden

egyes kromatografias oszlop esetén.
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4.1.3. Elvalasztasok celluloz-alapu allofazisokon

Fentebb emlitettiik, hogy az 1 vegyiilet enantiomerjeit korabban sikerrel valasztottak
el két kiilonbozd celluldéz alapti oszlopon is, tehat kézenfekvd volt, hogy elészor hasonld
allofazisokon probalkozzunk az elvéalasztassal. Két azonos allofazissal rendelkezd celluloz-
alapt oszlop 4llt rendelkezésiinkre, az egyik normal (Chiralcel™ OD-H), mig a masik forditott
fazisban (Chiralcel” OD-RH) hasznalhato. A forditott fizisu elvalasztasokra tett kisérleteink
nem jartak sikerrel, igy azokat nem is ismertetjiik, a normal fazisu mérések soran azonban az
1, 3 és 5 vegyiiletek enantiomerjeit is részben vagy teljesen sikeriilt elvalasztanunk (4.1.1.

Tablazat).

4.1.1. Tablazat
A bikalutamid és szintézisének kozti- és melléktermékei racém elegyének optimalizalt
kromatogrdfias paraméterei és elucios sorrendje celluloz alapu allofazison

Vegyiilet  KAF Eluenz\i/i/s\f)zetétel ki’ k2’ a Rs Sf)lrl’lrzir?(sj
1 OD-H 90/10,a 1684 1792 106 086 (O)<(*)
1 OD-H 95/5/0.1, b 3499 36,56 1,04 0,85 (<)
1 OD-H 90/10, ¢ 664 736 111 120 (<4
3 OD-H 60/40, a 039 063 161 211 ()<
5 OD-H 90/10, a 273 292 107 086 (D<)
5 OD-H 95/5, a 1048 11,20 1,07 092 (<)
5 OD-H 96/4/0.2, b 12,25 23,26 1,08 0,90 (<)
5 OD-H  98/2/0.1,b 36,44 40,10 110 112 (D)<(+)

Kromatografias koriilmények: oszlop, Chiralcel™ OD-H; eluensosszetétel, a, Hex/IPA (v/v); b, Hex/IPA/DEA
(v/v); ¢ Hex/EtOH (v/v); aramlési sebesség, 0,5 ml/perc; detektalas hullamhossza, 254 nm; hdmérséklet, 25 °C;
holt id6, 3,90 perc.

A kromatografias rendszer tipikus normal fazisu rendszerként muikodott, azaz
csokkentve a mozgofazis alkoholtartalmat, ndtt a visszatartas. A DEA eluenshez
adagolasanak, mely altalaban élesebb csticsalakhoz és jobb felbontishoz vezet, ebben az
esetben nem wvolt jelentds hatasa az elvalasztas hatékonysagara. Az 1 vegyiilet
sztereoizomerjeinek elvalasztasiban a Hex/EtOH rendszer alkalmazédsa elénydsebbnek
bizonyult, ezzel szemben az 5 wvegyiilet enantiomerjeinek elvalasztasa soran jobb
eredményeket produkalt a Hex/IPA rendszer. A 3 vegyiilet, mely az 1 vegyiilet gyartasanak

egyik koztiterméke, sztereoizomerjei kivaléan elvélaszthatoak a Chiralcel™ OD-H oszlopon
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(Fliggelék 7. abra). Ez kiilondsen hasznos, mivel ezen vegyiilet analizise problémakba {itkdzik
aminocsoportot tartalmazé allofazisokon, ugyanis a vegylilet reaktiv epoxid csoportja
konnyen reagal aminocsoportokkal.

Forditott fAzisi mérések soran, a Chiralcel” OD-RH oszlopon, kiilonbdz6
mozgofazisosszetételeket és puffereket hasznaltunk (viz/MeCN, 0,1 M NaH2PO4 (aq)/MeCN,
0,05 M KPF¢/MeCN), de nem sikeriilt részleges elvalasztast sem elérniink. Az alkalmazott
celluléz alapt allofazisok hatdstalannak bizonyultak a 2 és 4 vegyiiletek enantiomerjeinek

elvalasztasaban.

4.1.4. Elvadlasztasok makrociklusos antibioitikum-alapu allofazisokon

A makrociklusos glikopeptid-alapt alloéfazisokon sikerrel valasztottuk el az 1, 4 és 5
vegyliletek enantiomerjeit egy vagy tobb kromatografiass modban (4.1.2. Tablazat). Sajnos
ezeken az allofazisokon nem volt lehetséges a 2 és 3 vegyiiletek analizise, hiszen ezek reaktiv
klor- és epoxidcsoportjai konnyen reakcioba 1éphettek volna a szelektor aminocsoportjaival.
Egyetlen probalkozasunk is a kiralis oszlopok komoly karosodasat idézhette volna eld.

Chirobiotic™ T oszlopon, normal fazisban, Hex/IPA eluens rendszerben az 1 és 5
vegyiiletek sztereoizomerjeit kitlind felbontassal sikeriilt elvalasztanunk (Fliggelék 7. és 8.
abra). Ez az oszlop kevésbé volt hatékony forditott fazisban, viszont polaris-ionos modban
részleges enantiomer elvalasztast sikeriilt elérniink a 4 vegytilet vizsgalata soran.

A teicoplanin aglikon-alaptu (Chirobiotic™ TAG) alléfazison kivalé hatékonysaggal
sikeriilt elvalasztanunk az 1 és 4 vegyiiletek enantiomerjeit forditott fazisban és polaris-ionos
modban. Az 1 vegyiilet felbontasat 0,1% TEAA (aq)/MeOH eluens rendszerben a mozgdfazis
MeOH tartalmat €s a puffer pH-jat (pH 4,1-6,5) véltoztatva optimalizaltuk.

A vankomicin-alapt Chirobiotic” V és VAG oszlopok Kis szelektivitast mutattak az 1
vegyiilet enantiomerjei irant, ezen Aallofazisok alkalmazdsa soran kisebb felbontést
tapasztaltunk, mint korabban a teicoplanin-alapta alléfazisok hasznalata soran. A tapasztalt
felbontas értékek hasonléak voltak a Chirlacel™ OD-H oszlopon megfigyelt értékekhez,
azonban ezek a felbontas értékek joval kisebb visszatartassal parosultak.

A makrociklusos antibiotikum-alapi oszlopok koziil a Chirobiotic’™ R oszlop
rendelkezett a legnagyobb szelektivitidssal a 4 vegyiilet sztereoizomerjeivel szemben. A 4

vegyiilet, mely karboxilcsoporot tartalmaz, enantiomerjei jo felbontassal elvalaszthatok voltak

23



4.1.2. Tablazat

A bikalutamid és szintézisének kozti- és melléktermékei racém elegyének optimalizalt
kromatografias paraméterei és elucios sorrendje  makrociklusos glikopeptid-alapu
allofazisokon

Vegyiilet KAF  Eluensosszetétel K1’ k2’ a Rs Eliciés
(Viv) sorrend

1 T 10/90, a 2,12 2,97 1,40 2,25 (<)
4 T 100/0.1/0.1, b 0,90 1,06 1,18 1,05 ()<(+)
5 T 10/90, a 1,67 2,29 1,37 2,44 (<)
1 TAG 10/90, a 3,96 5,07 1,28 0,80 (<)
1 TAG 30/70, c 0,22 0,37 1,68 1,20 (<)
1 TAG 40/60, ¢ 0,67 0,93 1,38 1,33 (<)
1 TAG 50/50, ¢ 2,23 2,92 1,31 1,62 (+)<()
4 TAG 100/0,1/0,1, b 0,68 1,02 1,50 1,52 ()<H)
1 \Y, 10/90, a 2,69 311 1,16 0,90 ()<#)
1 \Y, 40/60, a 573 6,71 1,17 1,01 ()<#)
1 VAG 10/90, a 2,13 2,40 1,15 1,00 (<)
4 R 100/0,1/0,1, b 0,61 1,01 1,66 2,76 ()<H)

Kromatografias kériilmények: oszlop, T, Chirobiotic™ T; TAG, Chirobiotic™ TAG; V, Chirobiotic™ V; VAG,
Chirobiotic™ VAG; R, Chirobiotic™ R; QN, Prontosil™ 120-5 tBUCQN; eluensdsszetétel, a, Hex/IPA (v/v); b,
MeOH/ACOH/TEA (v/viv); ¢, 0,1% TEAA (aq) (pH 4,1)/MeOH (v/v); d, 0,2 M NH,OAc (aq) /MeOH (pH 6,0)
(v/v); aramlasi sebesség, 1 ml/perc; detektalasi hullamhossz, 254 nm; hémérséklet, 25 °C; holt idd, Chirobiotic™
T, to =2,50 perc, Chirobiotic™ TAG, to = 2,77 perc, Chirobiotc™ V, to = 3,28 perc, Chirobiotic™ VAG, t, = 3,25
perc n, Chirobiotic™ R, t = 4,21 perc, and Prontosil™, to = 1,80 perc.

azokon a Chirobiotic™ oszlopokon, melyek primer aminocsoportja a makrociklusos gyfiriik
egyikén, tehat kozponti helyen talalhaté (a vankomicin primer aminocsoportja az egyik
cukoregységen helyezkedik el) (Fiiggelék 8. dbra). Ez a tény ravilagit arra, hogy a KAF
protonalt aminocsoportja és a mintavegyiilet deprotonalt karboxilcsoportja kozti ionos
kolcsonhatas kulcsfontossagu a kirdlis felismerésben, azzal a megkdtéssel, hogy a kiralis

szelektivitas 1étrejottében az aminocsoport pozicidja is meghatarozo.
4.1.5. Elvalasztasok ciklodextrin- és kinin-karbamat-alapu allofazisokon
Munkank soran tobb ciklodextrin-alapti KAF-on is kisérletet tettiink az enantiomerek

elvalasztisara. Ezek kozott volt az a-CD-alapa Cyclobond™ III és a B-ciklodextrin-alapu
Cyclobond™ 1, Cyclobond™ 1 2000 SN és Cyclobond™ 1 2000 RSP oszlopok, melyek
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természetes és szarmazékképzett ciklodextrint tartalmaznak kiralis szelektorként. A fent
emlitett oszlopok koziil egyediil a Cyclobond™ 1 2000 SN bizonyult alkalmasnak kiralis
elvalasztasra a vizsgalataink soran (4.1.3 Tablazat). Az 1 vegyiilet enantiomerjeit tokéletesen
sikeriilt elvalasztanunk gradiens elicidoval. Ez volt az egyetlen oszlop, melyen sikeriilt a
reaktiv 2 vegyiilet sztereoizomerjeit elvalasztanunk Hex/EtOH eluens rendszerben a (Hex/IPA
rendszer kevésbé bizonyult hatékonynak) (Fliggelék 7. abra). A masik reaktiv koztitermék, az
epoxid gytrt tartalmazo 3 vegytilet sztereoizomerjeinek felbontasat egyik eluensrendszerben

sem sikeriilt 1-nél nagyobb értékre javitanunk.

4.1.3. Tablazat

A bikalutamid szintézise sordan keletkezé kozti- és melléktermékeK racém elegyének
optimalizalt kromatografias paraméterei és elucios sorrendje ciklodextrin és kinin-karbamat-
alapu allofazisokon

Eluens- .

i 1 " . ki’ ko’ a Rs Elucios

Vegyiilet ~ KAF osszetétel sorrend
(VIv)

2 2000 SN 80/20, a 4,62 4,96 1,07 0,70 ()<

2 2000 SN 90/10,b 567 610 108 125  (¥)<()

2 2000 SN 925/7.5b 944 1019 108 130  (+)<()

3 2000 SN 90/10, a 11,58 11,95 1,03 0,80 ()<(+)

3 2000 SN 90/10,b 445 460 103 070  (O)<(+)

4 ON 10/90, c 6,99 8,16 1,17 1,63 (H)<)

Kromatografias koriilmények: oszlop, 2000 SN, Cyclobond™ 1 2000 SN; QN, Prontosil™ 120-5 tBUCQN;
eluens-osszetétel, a, Hex/IPA (v/v); b, Hex/EtOH (v/v); ¢, 0,2 M NH4OAc (aq)/MeOH (pH 6,0) (v/v); dramlasi
sebesség, 2000 SN, 0,8 ml/perc, QN, 0,5 ml/perc; detektalasi hullamhossz, 254 nm; hdmérséklet, 25 °C; holt id6,
Cyclobond 12000 SN, to = 4,40 perc és Prontosil, to = 1,80 perc.

A 4 vegyiilet enantiomerjeit kivaldoan sikeriilt elvalasztanunk a terc-butil-kinin-
karbamét 4llofazisa Prontosil™ 120-5 t-BUCQN oszlopon. Ezt a szelektort sikerrel

alkalmaztak korabban, N-acilezett aminosavak sztereoizomerjeinek elvalasztasara [42-44].
4.1.6. A vizsgalt vegyiiletek enantiomerjeinek elvalasztasa egy Kromatogramon beliil
Megkiséreltiik kivitelezni az Osszes vizsgalt vegylilet enantiomerjeinek elvalasztasat

egyetlen kromatogramon beliil. T6bb, mar emlitett oszlopon probaltuk meg elvalasztani a

kiilénb6zé komponensek enantiomerjeit. A vizsgalatok sordn erre a feladatra a Cyclobond™ |
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4.1.2. abra
Az 1-5 vegyiiletek keverékének
kromatogramjai

30 35 40 45 50 55 60 65
1d6 / pere

T T T T )
0 2 4 6 8 10
1d6 / pere

Kromatografias  koriilmények:  oszlop,  (A)
Cyclobond™ 1 2000 SN, (B) Chirobiotic TAG™;
mozg6d fazis, (A) (@) Hex, (b) EtOH, gradiens
elucio, 0 perc (b) 5%, 20 perc (b) 5%, 21 perc (b)
10%, 45 perc (b) 10%, 65 perc (b) 30 % 66 perc (b)
5%, (B) MeOH/AcOH/TEA = 100/0,1/0,1 (v/viv);
aramlasi sebesség, 0,8 ml/perc; homéséklet, 25 °C
detektalasi hullamhossz, 254 nm.

2000 SN oszlop

legalkalmasabbnak, egy lépcsds gradiens

bizonyult  a

program segitségével. Ezen a szelektoron
az 0t komponensbdl négyet sikeriilt
elvalasztanunk, ezek koziil az 1 (termék) és
a 2 (koztitermék) vegyilet sztereo-
izomerjeit alapvonalig, a 3 (koztitermék)

enantiomerjeit  részlegesen

vegyllet
sikeriilt elvalasztanunk. Az 5 vegyiilet
(melléktermék) sajnos egyetlen csucsot
adott a gradiens program valtoztatisa
ellenére is. Varakozasaink szerint, a 4
vegyiiletet (melléktermék) a fent emlitett
gradiens elicid soran nem tudtuk vizsgélni
oldhatosagi problémai miatt (a 4 vegyiilet
szabad karboxilcsoportot tartalmaz,
enantiomer-jeinek  elvalasztasat  csak
polaris-ionos modban, vagy forditott
fazisban tudtuk megvalositani).
Megprobaltuk azonban, egy masik KAF-
on, polaris ionos moédban a 4 vegyiiletet
elvalasztani legalabb a terméktdl, ezt
sikeriilt kivitelezniink a Chirobiotic"" TAG

oszlopon (4.1.2. abra). A bikalutamid (1)

valamint gyartasanak kozti- és melléktermékeinek kiralis analizise egyetlen kromatogramon

beliil nem oldhaté meg, ehhez legalabb harom kromatografias felvétel sziikséges.

4.1.7. Elucios sorrendek

Vizsgalataink soran megallapitottuk az enantiomerek elicids sorrendjét. A Chiralcel™

crer

eltt elualodott. Korabban hasonlé sorrendet allapitottak meg Chiralcel™ OJ-H oszlopon

tortént vizsgalatok sordn [72]. Ilyen elticids sorrendet figyelhettiink meg a Chirobiotic’ T és



TAG oszlopokon a 4 vegyiilet vizsgalata soran, azonban az 1 és 5 vegyiiletek enantiomerjei
forditott sorrendben elualodtak ezekrdl az oszlopokrol, azaz a sorrend (+) a (—) elétt. A
meg a (+) elott. A B-CD-alapu allofazison a 2 és 3 vegylilet vizsgalata soran kiillonb6zé
elicios sorrendeket tapasztaltunk. A 4 vegyiilet (+) enantiomerje elualodott elséként a kinin-
karbamat-alapa KAF alkalmazasa soran.

Konnyebben és pontosabban meghatarozhatd a kis mennyiségben jelen 1évo
enantiomer szennyez0 mennyisége, ha az elsdkeént elualodik. Ezért a kapott eredmények, azaz
a kiilonbdzd oszlopokon tapasztalt eltérd elucids sorrendek ravilagitanak az elicids sorrend

megallapitasanak, és a megfeleld kromatografias oszlop kivalasztasanak jelentdségére.

4.1.8. Osszefoglalas

Megoldottuk a (+)-bikalutamid (1), valamint ennek gyartasa soran keletkez6 kozti- és
melléktermékeinek kiralis elvalasztasat kiilonbozo celluléz-, makrociklusos glikopeptid-, o-
¢és P-ciklodextrin- illetve Kinin-karbamat-alapu allofazisokon. A vizsgalt oszlopok koziil a
teicoplanin és a teicoplanin aglikon kiréalis szelektort tartalmazoé Chirobiotic” T és TAG
bizonyult a leghatékonyabbnak az 1, 4 és 5 vegyiilet enantiomerjeinek elvalasztasaban. A 2 és
3 vegyiilet sztereoizomerjeit megfeleléen sikeriilt elvalasztanunk Cyclobond™ 1 2000 SN
illetve Chiralcel™ OD-H oszlopon. Az emlitett oszlopok, valamint a megfelelé
mozgofazisosszetétel helyes megvalasztasaval alapvonalra torténd kiralis elvalasztasok
¢rhetéek el. Leirtuk a kiilonb6zé modszerek elvalasztiasi képességei kozti kiilonbségeket,

illetve meghataroztuk az enantiomerek elucios sorrendjét a kiilonbozé kiralis oszlopokon.

4.2. Szabadgyokkel rendelkezo 3-aminosavak enantiomerjeinek folyadékkromatografias
vizsgalata

4.2.1. Irodalmi attekintés
Az utobbi években a [-aminosavak eldallitdsa nagy érdeklddésre tart szadmot,

kiilonosen miutan kimutattak, hogy oligomerjeik stabil helikalis szerkezetbe képesek

rendezddni [78, 79]. Az aliciklusos B-aminosavak fontos szerepet jatszanak a biologiaban és a
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kémiaban egyrant. A  cisz-(1R,2S)-amino-ciklohexan-karbonsav egy gombaellenes
antibiotikum [80]. Alkalmazzak az aliciklusos [3-aminosavakat heterociklusok szintézisében,
potencidlis gyogyszerhatdoanyagok készitéséhez, illetve a biciklo[2.2.2]heptan vaza
aminosavak sokoldalu épitéelemek szamos természetben el6forduldé anyag, példaul
prosztanoidok, alkaloidok és nukleozidok szintézisében [81]. A B-aminosavak nemcsak
gyogyszerészetileg fontosak, hanem bioldgiailag aktiv, modositott peptidek eldallitdsahoz is
hasznaljak Oket. A beépitett konformacidésan gatolt aminosavak segitségével egy stabil ¢és
szerkezetének kutatasaban [82].

Folyamatos az érdeklédés a stabil nitroxid-gyokot tartalmazd vegyiiletek irant, a
biologiai rendszerek szerkezeti mobilitds ¢és konformdacidés  vizsgalatairél  sz6lod
tanulmanyokban. Alkalmazzdk Oket mas szabadgyokok spin-csapddjaként, oxidaloszerként
[83, 84], tovabba az optikailag aktiv nitroxidokat hasznaljak enantioszelektiv oxidaloszerként,
illetve akiralis gyokok kiralis kapcsoloszereként [85, 86]. A 4-amino-1-oxil-2,2,6,6-
tetrametilpiridin-4-karbonsavat (TOAC) széles korben hasznaljak peptidek terminalis és
internalis pozicidiba épitve ESR-rel torténd biologiai és konformaciods vizsgalataihoz [87-89].
A szerves nitroxidok kémidjanak kutatdsdban kétség kiviil jelentds szerepet tdltenek be Hideg
Kalman professzor és munkatarsai alapveté fontossagu kutatasai [90-93].

Ha a konformacidsan gatolt aminosavakat peptidekbe épitik, akkor rendkiviil fontos az
aminosavak kiralis tisztasaga, hiszen a peptidek epimerjei eltéré konformacidt alakitanak ki és
biologiai hatasuk is eltérhet. Munkatarsaink két 0j, nitroxid szabadgyokot tartalmazo f-
aminosav (6, 8) sztereoszelektiv szintézisét fejlesztették ki [94, 95]. Feladatunk volt a
szintetizalt enantiomerek kiralis elvalasztasa, ezaltal lehetové tenni a sztereoizomerek optikai
tisztasaganak ellendrzését. A két aminosavat N-Fmoc védett valtozatban (7, 10) és egyikiiket
annak metil-észter formajaban (9) is vizsgalhattuk.

Csupan néhany példat talaltunk az irodalomban az optikailag aktiv nitroxid
szabadgyokot tartalmazo vegyiiletek enantiomerjeinek elvalasztdsdra. Benfaremo és mtsai.
részleges elvalasztast értek el a 2,5-dimetil-2,5-difenil-pirrolidin-1-oxil sztereoizomerjeinek
(S,S)-Whelk™-01 oszlopon torténd elvalasztisa soran [96]. Einhorn és mtsai. Chiralcel”™” OD-
H oszlopon valasztottak el a transz-2,6,-dimetil-2,6-difenil-piperidin-1-oxil vegyiilet
enantiomerjeit [97]. Mindkét esetben normal fazisban dolgoztak és Hex/IPA eluens rendszert

alkalmaztak.
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4.2.2. A szabadgyokds aminosavak enantiomerjeinek kozvetlen elvadlasztasa

A vizsgélt vegyliletek nitroxidcsoportjai érzékenyek a savas pH-ra, igy ennek
megfelelden kellett minden esetben megvalasztanunk a kisérleti koriilményeket.
A 4.2.1. Téablazat tartalmazza a szabad és Fmoc-kal N-védett gyokos -aminosavak

kromatografias adatait Chiralcel OD-RH oszlop alkalmazisa esetén. Ezen az

4.2.1. Tablazat

A vizsgalt szabadgydkos [-aminosavak kirdlis elvalasztasanak optimalizalt kromatogrdafias
paraméterei Chiralcel™ OD-RH oszlopon

Mozgo fazis

" H20/MeCN? L
Vegyiilet ) ’
egyiile KPFo/MeCNbed K1 k2 a Rs Eliicios sorrend
(VIv) _
6 90/102 0,17 0,26 150 <0,40 (+H)<E)!
98/2be9 040 042 1,05 <0,40 (<)’
9g/2bfh 041 047 115 0,66 (<)
7 70/302 13,12 18,00 1,38 0,60 (+H)<E)'
75/25P 575 7,17 122 042 ()<’
75/25¢ 454 560 1,26 0,75 (<)’
80/20¢ 14,09 16,88 120 1,11 (<)’
9 80/202 1,30 185 143 050 ()-(3R,4R)<
<(+)-(3S,4S)
90/10¢ 253 295 117 0,55 (H)-(3R,4R)<
<(+)-(35,4S)
10 70/30%¢ 10,09 12,92 1,28 1,04 (-)-(3S,49)<
<(+)-(3R4R)
70/30¢ 6,38 828 130 1,78 (-)-(3S,49)<

<(+)-(3R4R)

Kromatografias kortilmények: oszlop, Chiralcel™ OD-RH; eluensosszetétel, 2vizZMeCN, °0,01 M KPFs/MeCN,
0,05 M KPF¢/MeCN, 90,1 M KPFs/MeCN; kolonna hémérséklet, 30 °C, ¢20 "C, f8 °C; aramlasi sebesség, 0,5
ml/perc, 90,2 ml/perc, ho,1 ml/perc; detektalasi hullimhossz, 205 és 254 nm; 'az abszolit konfiguracid nem
tisztazott.
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alléfazison a szabad aminosavak (6, 8) és az aminoészter (9) enantiomerjei csak részleges

elvalast mutattak. Valodi,

forditott fazisra jellemzd viselkedést észleltiink ebben a

rendszerben, vagyis ndvelve az eluensben a szerves modositd mennyiségét a retencios

4.2.1. abra
A 7 és 10 vegyiiletek enantiomerjeinek

Chiralcel™ OD-RH oszlopon végzett
kézvetlen  elvdlasztasa  sordn  nyert
kromatogramok
A
<
30 4‘0 5‘0 ‘;0 7‘0 8‘0
1dé / pere
B

18 23 28 33
1d6 / pere

Kromatografids koriilmények: oszlop, Chiralcel™
OD-RH; eluensosszetétel, (A) 0,1 M
KPFs(agq)/MeCN = 80/20 (v/v), (B) 0,1 M
KPFgs(aq)/MeCN = 70/30 (v/v); aramlési sebesség,
0,5 ml/perc; detektalasi hullamhossz, 254 nm;
hémérséklet, 30 °C; a mintdk a (+) és (-)
enantiomerek mesterséges keverékei.

faktorok csokkentek. Viz helyett kalium-

hexafluoro-foszfat vizes oldatat
alkalmazva a mozgo6fazisban javult az
elvalasztas. Ha noveltik az eluensben a so

crer

csokkentek ugyan a
retencios faktorok, de a csucsok joval
¢lesebbé valtak, igy jelentds felbontés-
novekedést tapasztaltunk. Csekély hatést
gyakorolt az aramlasi sebesség ¢és az
oszlop homérsékletének csokkentése a
felbontdsra a 6, 8 ¢és 9 vegyiletek
vizsgalata soran ezen valtoztatasok nem
javitottdk az elvalasztast. Jelentds javulast
tapasztaltunk az elvalasztasban, amint az
Fmoc-kal N-védett aminosavak
elvalasztasat vizsgaltuk. Ez a tény rdmutat
azon kolcsonhatas fontossagara a kiralis
felismerés 1étrejottében, amely a minta
molekulak fluorenil-metiloxi-karbonil
véddcsoportja (Fmoc) €s az allofazis kiralis
szelektoranak  3,5-dimetil-fenil-karbamat

csoportja  kozott jon létre. Ez a

megerdsodott kolesonhatds az 4llofazis és a
kozott

mintamolekulak majdnem

alapvonal elvalasztast eredményez a 7 €s a 10 vegyliletek vizsgalata sordn (4.2.1. 4bra).

Az enantiomerek elucios sorrendje valtozo volt. A POAC analogok esetén eldszor a

(+) enantiomer elualodott, mig a B-TOAC analdgok analizise soran a (—) enantiomer volt az

elsoként elualodo sztereoizomer. A B-TOAC optikai izomereknek abszolut konfiguraciojuk is

ismert [94] (4.2.1. Téablazat).
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Vizsgélataink soran mas kiralis oszlopokon is megprobaltuk megvaldsitani a
vegyiiletek enantiomerjeinek elvalasztasat. A Chiralcel” OD-RH oszlop normal fizisban
haszndlhat6 véltozata a Chiralcel” OD-H. Ennek kirélis szelektora megegyezik az OD-RH-
éval, azonban az 4llofazist normal fazis mérések kivitelezéséhez impregnaltadk. Ezen hexan-
IPA ¢és hexan-etanol eluens rendszereket alkalmaztunk, de nem sikeriilt elvalasztast
megvaldsitanunk. A Cyclobond SN 2000 oszlop megoszté fazisa szilikagélen kotott [3-
ciklodextrinhez kapcsolt naftil-etil-karbamat. Ennél a szelektornal lehetéség nyilik
zarvanykomplexek kialakuldsara, mikozben a mintamolekula a ciklodextrin iiregekbe
¢kelddik. Annak ellenére, hogy ebben az esetben mas kdlcsonhatasok 1étrejottére is lehetdség
nyilik, sem normal, sem forditott, sem polaris-szerves, sem polaris-ionos fazisban nem

tudtunk elvalasztast megvaldsitani.

4.2.3. Kiralis szarmazékkeépzo szerek alkalmazasa, a szarmazeékképzési reakcio

kériilményeinek vizsgalata

Az (S)-NIFE-vel torténd szarmazékképzési reakcid enyhe koriilmények kozt és
belathatd idén beliil végrehajthato [13]. Négyszeres reagensfelesleget alkalmazva,

szobahdmérsékleten, 2 o6ras reakcié utan a kitermelés a 6 vegyiilet (+) enantiomerjére 98,2

4.2.2. Tablazat

A 8 vegyiilet (+) és (—) (zardjelben) enantiomerjei GITC-vel torténd szarmazékképzésének
konverzioja (%) illetve a reakcio soran fellépo racemizacio mértéke (%) a reagensfelesleg és
a reakcioido fiiggvényében

GITC/aminosav, mélarany: 1,5

Reakci61do (perc) 20 60 90 >240
Szarmazékképzés konverzidja (%) 79,4 (4,3) 89,2 (6,1) 90,4 (8,2) 98,1 (96,3
A racemizacié mértéke (%) 1,5 (<1,0) 2,0 (3,2) 2,8 (3,4) 8,9 (16,7°)

Reakei6id6: 90 perc

GITC/aminosav, molarany 15 2,0 5,0 10,0
Szarmazékképzés konverzidja (%) 90,4 (8,2)  94,5(24,0) 99,5 (40,7) 99,3 (98,9)
A racemizacio mértéke (%) 2,9 (3,4) 2,8 (5,1) 6,1 (5,3) 5,8 (6,2)

*reakcid 1d6: >24 6ra

%-nak, mig (—) enantiomerjére 98,9 %-nak adodott. Ugyanilyen koriilmények kozott
vizsgalva a 8 vegylilet (+) és (—) sztereoizomerjeit, rendre 99,6 és 99,3 %-os kitermelést

kaptunk. Ezek szerint tehat a kitermelés minden esetben 98 % folottinek adddott, valamint

31



ezek kozott a korliilmények kozott nem figyeltlink meg racemizaciot a szarmazékképzési
reakcid soran.

A GITC reagens alkalmazisa soran sziikség volt néhany valtoztatdsra az eredeti
eljarashoz [98] képest, azonban ennek ellenére is kétségeket ébresztd eredményeket kaptunk.
A 6 vegyilet (+) és (—) optikai izomerjeinek GITC-vel torténé reakcidja soran nagy
kitermelés értékeket, rendre 99,5 % és 99,7 %, illetve alacsony (maximum 0,1 %-0S)
racemizaciot figyeltiink meg 4 ora reakcioidd és kétszeres reagensfelesleg alkalmazasa soran.
A 8 vegyiilet enantiomerjeinek GITC-s szarmazékképzése sordn nem kaptunk ennyire
egyértelmli eredményeket (4.2.2. Tablazat). A 8 vegyiilet (+) enantiomerjét vizsgalva, allando
1,5-szeres reagensfelesleget alkalmazva, a szdrmazékképzési reakcio kitermelésének értéke 4
oras reakci6 utan érte el maximumat (>98 %), azonban a racemizacidé mértéke 1,5 %-rol 8,9
%-ra novekedett a reakcioidé novelése soran. Allandd, 90 perces reakcioidé biztositasa
mellett, a reagensfelesleget 1,5-szeresr6l 10-szeresre emelve, a szarmazékképzési reakcid
kitermelése 9 %-kal nétt, ezzel parhuzamosan jelentésen nétt azonban a racemizacié mértéke
IS. Optimalizalt koriilmények kozott, 4 oOras reakcioidd és 2-szeres reagensfelesleg
alkalmazasaval a racemizacid mértéke 3 % alatt tarthato és elérhetd a 98 %-os kitermelés.

A 8 vegyiilet (—) enantiomerjének vizsgalata soran csekély konverzidt tapasztaltunk
1,5-szeres GITC felesleget alkalmazva. 24 6ras reakcid utan a konverzid6 megfelelonek
bizonyult (96,3 %), azonban a racemizacié mértéke 16,7 %-ra emelkedett. Allando reakciéidé
mellett novelve a reagensfelesleget drasztikusan novekedett a reakcid kitermelése, ezzel
parhuzamosan azonban a racemizdci® mértéke is ndétt. Nem taldltunk olyan reakciod
koriilményeket, melyek alkalmazasa sordn egyarant elfogadhaté mértékii konverziot (>98 %)
¢s elfogadhatdéan alacsony mértékii racemizaciot (<5 %) figyelhettiink volna meg. Nem
talaltuk az okat a 6 és 8 vegyiiletek GITC-vel szemben mutatott eltérd viselkedésének sem.

Megkiséreltiik végrehajtani a 6, 8 és 9 vegyiiletek enantiomerjeinek elvalasztasat
FDAA kiralis szdrmazékképzd reagens segitségével is. Az eredeti reakcidkoriilmények [8]
alkalmazasa soran — 2-szeres reagensfelesleg, 4 ora reakcioidé és 40 °C-os hémérséklet —
nem tapasztaltunk termékképzddést. Novelve a hdmérsékletet illetve a reakcididot a
termékképzddés nem indult meg, a reagens bomldsa azonban felgyorsult. A reagensfelesleg 5-
szorosére emelésével csekély termékképzodést (<5 %) figyelhettiink meg. Osszességében azt
mondhatjuk hogy ezen sztérikusan gatolt aminosavak enantiomereinek vizsgalatara,

viszonylag kis reaktivitasa miatt az FDAA nem alkalmas.
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4.2.4. A szabadgyokos aminosavak KSR-el képzett diasztereomerjeinek elvalasztasa

A 6, 8 és 9 vegyiiletek (S)-NIFE-vel és GITC-vel képzett diasztereomerjeit Vydac
218TP™ sorozati Cig-as oszlopon valasztottuk el, ezek koziil néhany eredményt a 4.2.3.

Tablazatban tlintettiink fel. Mivel a nitroxid szabadgyokot tartalmazd aminosavak

4.2.3. Tablazat
A vizsgalt szabadgyokot tartalmazo [-aminosavak (S)-NIFE-vel és GITC-vel képzett
diasztereomer szarmazékainak elvdlasztdsa soran mért kromatografids paraméterek

Vegyiilet Mozgé fazis ki’ k2’ a Rs Eluciés sorrend
TEAA/MeOH?P
(S)-NIFE

6 a 6,07 7,07 1,17 7,20 (H)<E-)°

8 a 710 7,89 1,10 2,90 (+)-(3S,49)<
<O)-(3RAR)

9 a 10,35 10,41 1,01 <0,40 (+)-(3S,45)<
<(-)-(3R,4R)

GITC

6 a 6,38 7,05 1,10 2,80 (+)<()°

8 b 770 885 1,15 6,03  (+)-(3549)<
<(-)-(3R,4R)

9 a 12,86 12,86 1,00 0,00

Kromatografias koriilmények: oszlop, Vydac 218TP™; eluens, 0,1 M TEAA (ag) (pH = 6,5)/MeOH (V/v),
gradiens eltcio; detektalasi hullamhossz, (S)-NIFE — 205 nm, GITC — 254 nm; aramlasi sebesség, 0,8 ml/perc;
homérséklet, 25 °C.

2 Linearis gradiens: 0 perc, 0,1 M TEAA (aq) (pH = 6,5)/MeOH = 90/10 (v/v), 60 perc, 0,1 M TEAA (aq) (pH =
6,5)/MeOH = 10/90 (V/v).

b Linearis gradiens: 0 perc, 0,1 M TEAA (aq) (pH = 6,5)/MeOH = 90/10 (v/v), 60 perc, 0,1 M TEAA (aq) (pH =
6,5)/MeOH = 30/70 (V/v).

¢ Az abszolut konfiguracio még nem tisztazott.

érzékenyek a savas koriilményekre, a mozgofazis helyes megvalasztasa sarkalatos pontja a
vizsgalatnak. Az alkalmazott eluens szervetlen része TEAA 0,1 M-0s, pH = 6,5-re beallitott
vizes oldata volt, mig szerves modositoként MeOH-t hasznaltunk. Ilyen koriilményeket
alkalmazva nem észleltik bomlastermékek keletkezését a vizsgalatok soran. A
kromatogramokon (Filiggelék 9. abra) lathato jarulékos csucsok a KSR bomlasabol
szarmaznak ¢s vak mintdk kromatogramjain is lathatoak. Az elvalasztasokat izokratikus és

gradiens modban is végrehajtottuk, de jobb csucsalakokat és felbontds értékeket kaptunk
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gradiens moédban. Mind az (S)-NIFE, mind a GITC alkalmazasa hatékony elvalasztasokat
eredményezett. A GITC-vel képzett diasztereomerek elvalasztdsanak eredményeit azonban a
fentebb emlitett racemizaciés problémak miatt kiillonds koriiltekintéssel kell kezelni.
Osszességében a harom vizsgalt KSR kéziil a nitroxid szabadgyokot tartalmazé B-aminosavak

kiralis elvalasztasara az (S)-NIFE bizonyult a legalkalmasabbnak.

4.2.4. Tablazat
A vizsgalt szabadgyokot tartalmazo [-aminosavak enantiomerjeinek kirdlis szennyezése

Kiralis szennyezés (%)

Vegyiilet Modszer Elucios sorrend
Kozvetlen Kozvetett
(S)-NIFE GITC

(+)-72°¢ 0,15 - — (+)<()°

()70 0,40 - - (H<E)
(+)-102 0,17 - - (-)-(3S,4S)<(+)-(3R,4R)
(-)-10° 0,21 - - (-)-(35,49)<(+)-(3R,4R)
(+)-62° - 0,42 0,10 (H)<()°

(-)-6°¢ — 0,52 0,69 (<)

(+)-82 - 0,13 >3,0 (+)-(3S,45)<(-)-(3R,4R)
(-)-8° —~ 0,12 >5,0 (+)-(35,49)<(-)-(3R,4R)

& () enantiomer szennyez¢s a (+) enantiomerben.
® (+) enantiomer szennyezés a () enantiomerben.
¢ Az abszolat konfiguracié még nem tisztazott.

A kifejlesztett eljarasok alapjan meghataroztuk a kapott sztereoizomerek kirdlis
tisztasagat, a kapott eredményeket a 4.2.4. Téablazatban tiintettiik fel. A kozvetett modszerek
koziil az (S)-NIFE felhasznalasaval kapott enantiomer szennyezés értékek Gsszemérhetonek
mutatkoztak a Chiralcel™ OD-RH oszlopon mért kozvetlen mérések eredményeivel (a 7 és 10
vegyliletek a 6 és 8 aminosavak Fmoc-védett analogjai). A 8 vegyiilet GITC-vel képzett
diasztereomer szarmazékainak szennyezés értéke, a mar emlitett racemizacié miatt bizonyult
nagynak. A relativ standard szorasok értéke a kozvetlen és az (S)-NIFE-vel végzett kozvetett
mérések soran az 5-15 %-os tartoméanyba esett. A nagyobb szords értékeket abban az esetben

kaptuk, amikor a kis mennyiségii komponens a fékomponens utan elualodott.
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4.2.5. Osszefoglalds

Kozvetlen és kozvetett folyadékkromatografias eljarasokat dolgoztunk ki ciklusos,
nitroxid szabadgyokot tartalmazd P-aminosavak sztereoizomerjeinek elvalasztasara. A
kozvetlen elvélasztisokat egy Chiralcel” OD-RH oszlop alkalmazasaval, mig a kozvetett
elvalasztasokat (S)-NIFE és GITC kiralis szarmazékképzO reagensek felhasznalasaval
valositottuk meg. A Marfey-reagens viszonylag kis reaktivitisa miatt alkalmatlannak
bizonyult a vizsgalt aminosavak enantiomerjeinek kozvetett elvalasztasara. Leirtuk a
leghatékonyabb elvalasztdsokhoz tartozd kisérleti koriilményeket, valamint a kifejlesztett
modszerek elvalasztasi képességei kozti kiilonbségeket. Osszehasonlitottuk a kidolgozott
eljarasokat €s javaslatot tettiink a kiralis tisztasag ellenérzésére leginkabb alkalmas modszer
alkalmazasara. A kiilonbozd eljarasok alkalmazdsa sordn meghataroztuk az elucids
sorrendeket, valamint a 8, 9 és 10 vegyiiletek esetén megadtuk a csticsokhoz tartozo abszolut

konfiguraciot.

4.3. Nem fehérjealkoto szekunder aminosavak enantiomerjeinek elvalasztasa két
hasonlo szerkezeti kiralis alléfazison, az alléfazisok hatékonysaganak osszehasonlitasa

4.3.1. Irodalmi attekintés

Az el6zé fejezetben kifejtettiik a P-aminosavak jelentds szerepét a peptidalapt
receptor kutatasban. Hasonld szerepet toltenek be a receptor kutatisban ¢és a
peptidomimetikaban a prolinhoz hasonl6 szerkezetli, szekunder a-aminosavak (iminosavak),
ahol az amin-nitrogén a gyiiriis aminosav oldallanc tagja. A B-aminosavaktol eltéré peptid
szerkezetek kialakitasara képesek, hiszen a gytiriben 1év6 nitrogén atom hidrogénkotések
kialakitasara képtelenné valik, ha az iminosav internalis vagy C-terminalis pozicidoban van. A
peptidlancba épitett prolin, vagy mds iminosav gylirlis szerkezete lehetdvé teszi a @ torzids
sz0g allando értéken tartasat. Ez teljesen sik alkata gytirit feltételezve 120° lenne, a prolin
esetén valojaban 103°. Az iminosavak gytirtitagszamanak és szubsztitunseinek valtoztatasaval
a @ torzids szog értéke tehat valtoztathato, a gylriis szerkezetbdl kovetkezden pedig ezen az
értéken tarthatdé [99]. Az iminosavak fontos eszkézok a protein folding, és a receptor
szerkezetek kutatdsaban, mivel a peptidlancba torténd beépitésiikkel specifikus és merev

masodlagos szerkezetet érhetiink el.
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Az altalunk vizsgalt iminosavak kozil néhany jelentds szerepet tolt be a
gyogyaszatban és a gyogyszerkutatasban egyarant. A pipekolinsav (14) megtalalhato példaul
a természetben el6forduld szandramicin nevii antibiotikumban és a rapamicin nevil
immunoszupresszansként hasznalt vegyliletben is. Természetesen ezen hatéanyagok
mesterséges eldallitasahoz is felhasznaljak a pipekolinsavat [100, 101]. Az utobbi években
megfigyelték, hogy a piridoxinnal kezelhetd epilepszids betegek vérplazmajaban
megemelkedik a pipekolinsav szintje [102]. A vizsgdlatok kisérleti stddiumban vannak, de
feltételezik, hogy a vérplazma pipekolinsav szintjének kovetése segithet a betegség pontos
diagnosztizalasaban, illetve a betegség mindeddig ismeretlen biokémiai mechanizmusanak
feltérképezésében [103].

A fentiek alapjan egyértelmii, hogy rendkiviil fontos mind a peptidomimetikdban ¢€s
receptor kutatasban, mind pedig a gyodgyszerkutatasban és a gyodgyaszatban enantiomer
tisztasagu iminosavak alkalmazasa, emiatt sztercoszelektiv eldallitasa és kiralis tisztasaganak
ellendrzése is. Az optikai tisztasdg ellendrzésének egyik legelterjedtebb moddszere a
nagyhatékonysagi folyadékkromatografids modszerek alkalmazasa. Laboratériumunkban
korabban mar megoldottak az altalunk vizsgélt iminosavak kozvetett HPLC-s elvalasztasat
[104], ezen munkaban kozvetlen kromatografias eljarasokat dolgoztunk ki a vegyiiletek
enantiomerjeinek elvalasztasara. Vizsgalataink sordn Osszehasonlitottuk a teicoplanin és
teicolplanin aglikon KAF-okon torténd elvalasztasok hatékonysagat, illetve tanulmanyoztuk a

teicoplanin all6fazison talalhatd cukorrészek hatasat az elvalasztasra.

4.3.2. A vizsgalt iminosavak sztereoizomerjeinek elvailasztdsa

A vizsgalataink soran kapott retencios faktor, szelektivitasi tényezd ¢és felbontas
értékeket a Fiiggelék 1. Tablazataban foglaltuk 0ssze. A tablazat osszehasonlitasi alapként
tartalmazza az 0,1 % TEAA (aq) (pH = 6,5)/MeOH = 60/40 (v/v) eluensisszetételhez tartozo
kromatografids paramétereket, de természetesen feltiintettiik az optimalizalt, esetleg ettdl
eltérd koriilményekhez tartozé paramétereket is.

A teicoplanin molekulat jellemz6 szerkezeti sajatsagai alkalmassa teszik aminosavak
elvalasztasara. Forditott fazisu kromatografids mérések soran a retencid és a szelektivitas
természetesen valtoztathatd a mozgdfazis szerves modositd tartalmanak mennyiségi és
mindségi valtoztatatdsaval. A retencidés faktorok eluensOsszetétel-fliggését vizsgalva
kiilonboz6 lefutast gorbéket kaphatunk. Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a-aminosavak

enantiomerjeinek Chirobiotic™ T oszlopon tdrténé elvalasztasa soran, a retencios faktorokat a
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mozgofazisosszetétel-fliggvényében abrazolva jellemzéen U-alaku gorbéket kaptak [31, 105].
Hasonld jelenséget figyeltink meg a vizsgalt iminosavak eluensosszetétel-fliggését
tanulmanyozva. A 12, 17 ¢és 18 vegyiiletek kivételével mindegyik vegylilet retencios
faktorainak mozgo6fazisosszetétel-fliggése U-alaka gorbét ir le, természetesen a gorbék
meredeksége ¢és a gorbe minimumanak helye minden vegyiilet esetén eltér. A kis szerves
moddositod tartalomnal jelentkezd nagy retencio létrejotte a hidrofob kolcsonhatasok jelenlétére
utal az elvélasztds mechanizmusaban. Az iminosavak szerves oldoszerekben vald viszonylag
rossz oldhatosaganak tulajdonitjuk a kis viztartalmi eluens hasznélata soran kapott nagy
retencios faktor értékeket.

A Chirobiotic™ TAG oszlopon vizsgilva az iminosavak retenci6janak
eluensosszetétel-fliggését, a 12 vegylilet kivételével, az imént ismertetett viselkedéstol
valamelyest eltérd eredményeket kaptunk. Novelve ugyanis az eluens MeOH tartalmat a
retencié folyamatosan nétt. Ez arra utal, hogy az aglikon allofazison ezen vegyiiletek
retenciojanak 1étrejottében kisebb szerep jut a hidrofob kdlcsonhatasok kialakuldsdnak. A 12
vegylilet retencidés faktoranak mozgdfazisosszetétel-fiiggését vizsgalva, mindkét allofazis
alkalmazasa sordn a hagyomdnyos forditott fazisti elvalasztisokra jellemzd viselkedést
figyelhettilk meg, azaz a szerves modositd mennyiségét novelve csokkent a visszatartas
mértéke. llyen tipusu viselkedést tapasztaltunk a 17 és 18 vegyiiletek teicoplanin allofazison
tortént vizsgalatai soran is.

Megvizsgaltuk a vegyiiletek szerkezetének hatasat kromatografids tulajdonsagaikra
azonos kromatografias koriilmények kozott. Ha Gsszehasonlitjuk a két vizsgalt prolin analog
vegyiilet (11 és 12) kromatografias tulajdonsagait, lathaté hogy az a-Me szubsztitualt, ezért
nagyobb apolaritasu 12 vegyiilet visszatartasa er0sebb, ez a nagyobb retencid azonban nem jar
egyiitt a szelektivitas és a felbontas ndvekedésével (Fiiggelék 1. Tablazat). Osszevetve a
pipekolinsav analég molekuldk (13-16) szerkezeti és kromatografias tulajdonsagait
megfigyeltiik, hogy a 13, 15 és 16 vegyiiletek retencios faktor értékei kisebbnek adodtak, mint
a 14 vegyiilet megfeleld értékei. Megvizsgaltuk, hogy milyen hatassal van a metiléncsoport
vegyiiletekkel szemben). A 19 ¢és 20 vegyiiletek vizsgalata sordn kisebb visszatartast
tapasztaltunk, mint a 14 vegyiilet esetén, kivéve a 20 vegyiilet aglikon allofazison torténd
vizsgalatat.
vegylilet) noveli a vegyliletek retenciojat mindkét allofazison, annak ellenére, hogy a beépitett

aminocsoport csokkenti a vegyiiletek apolaritasat. A bevezetében emlitettiik, hogy a retencid
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létrejottében  igen fontos szerepet jatszik a teicoplanin  molekula ionizdlt primer
aminocsoportja, igy az ezen az allofazison torténd forditott fazist elvalasztasok soran
kulcsszerep harul a mozgofazis pH-janak helyes megvalasztasara. Nem szabad figyelmen
kiviil hagynunk az all6fazison elhelyezkedd, szintén ionizalhatd karboxilcsoporton keresztiil
kialakulé kolesonhatdsok hozzajarulasat sem a kiralis felismeréshez, illetve a mintavegyiiletek
ionegyensulyi tulajdonségai is befolyédsoljak a kromatografias paraméterek értékeit.
Osszehasonlitottuk a 14, a 17 és a 18 vegyiiletek kromatografias tulajdonsigait az
eluens pH-janak valtoztatasa soran (Fliggelék 10. abra). Korabbi vizsgalatok soran a szelektor
molekuldk pK értékeit meghataroztak, melyeket a primer aminocsoportra vonatkozdan 9,2-
nek, mig a karboxilcsoportra vonatkozéan 2,5-nek talaltak [106]. Irodalmi adatok alapjan a 14
vegyliletre vonatkozé pK értékeket 9,2-nek és 2,5-nek [107], mig a 17 vegyiilet
aminocsoportjaira  vonatkozéan 9,53-nak és 5,41-nek, mig ugyanezen vegyiilet
karboxilcsoportjara vonatkozoéan 1,5-nek talaltuk [108]. Sajnos nem talaltunk a 18 vegyiilet
pK értékeire vonatkozd adatokat az irodalomban, de feltételeztiik hogy azok hasonldak
lehetnek a 17 vegyiilet pK értékeihez. A vizsgalatokat a 4,0-6,5 pH tartomanyban végeztiik,
ez a leggyakrabban alkalmazott ¢s ajanlott pH tartomany a makrociklusos glikopeptid alapt
allofazisok hasznalata sordn. A fent ismertetett pK értékekbdl kovetkezik, hogy az allofazis
ebben a pH tartomanyban ikerionos szerkezetli, azaz a karboxilcsoport deprotonalt, mig az
aminocsoport protonalt allapotban van. Ugyanezt mondhatjuk el a pipekolinsavrol (14) is, ez
a megallapitas tiikkrozodik a kisérleti eredményekben is, hiszen a diagramrol lathato (Fliggelék
10. abra), hogy a 14 vegyiilet kromatografias paraméterei gyakorlatilag nem valtoznak a
mozg6fazis pH-jat valtoztatva. Megvizsgalva a 17 vegyiilet pK értékeit lathatd, hogy egyik
aminocsoportjanak pK-ja 5,41. Ez pontosan az altalunk vizsgalt pH tartomanyba es6 érték.
Szemiigyre véve a 17 vegyiilet pH fiiggésének diagramjait (Fiiggelék 10. 4bra) lathatjuk, hogy
az eluens pH-janak valtoztatasa jelentdsen befolyasolja a retencids faktorok értékeit.
Megallapithatjuk tovabba, hogy a retencids faktorok gdérbéinek inflexiods pontja van abban a
pH tartomanyban, ahova a 17 egyik aminocsoportjanak pK-ja esik (5,41). Ez azt jelenti, hogy
amint az illeté aminocsoport deprotonalodik, a vegylilet sztereoizomerjeinek visszatartasa
jelentésen csokken. Ez az allofazison taldlhatd ionizalt karboxilcsoport fontos szerepére utal a
retencio 1étrejottében. Hasonlo lefutasu gorbéket kaptunk a 18 vegyiilet retenciojat vizsgalva a
mozg6fazis pH-janak fliggvényében. Ez alatimasztja azt a feltevésiinket, hogy a 18

vegyliletre vonatkozé pK értékek hasonloak lehetnek a 17 vegyiilet pK értékeihez.
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4.3.3. Az allofazisok enantioszelektivitasa és a cukorrészek szerepe a kiralis felismerésben

A Filiggelék 1. Téblazata tartalmazza a vizsgalt vegyliletek enantiomerjeinek
elvalasztasara vonatkozé szelektivitasi tényez6 (), felbontas (Rs) és szabadentalpia valtozas
kiillonbségek (A(AG®)) értékeit. A 16 vegyiilet kivételével mindegyik esetben sikeriilt
megfeleld mértékli felbontast elérniink. A szelektivitdsi tényezOk értékei a teicoplanin
allofazis alkalmazasa soran a 19 és 20 vegyiilet esetén mutatkoztak a legnagyobbnak, mig az
aglikon szelektort alkalmazva a legnagyobb o« értékeket a 14 és 20 vegyiilet
sztereoizomerjeinek elvalasztisa soran kaptuk.

Kiszdmitottuk a vegyiiletek sztereoizomerjeinek allo- ¢és mozgofazis kozotti

megoszlasa soran fellépd szabadentalpia valtozasok kiilonbségeit egy adott hdmérsékleten:
AAG®)=-RTIna. L)

Ezek a kiilonbségek utalnak arra, hogy az adott komponenseket az allofazis mennyire
hatékonyan tudja elvalasztani.

A Fiiggelék 1. Tablazataban talalhato —A(AG®) értékek észrevehetden kiilonboznek
egymastol. A legnagyobb szabadentalpia valtozas kiillonbségeket a 14, 19 ¢és 20 vegyiiletek
enantiomerjeinek elvalasztisa soran kaptuk. Ha Osszehasonlitjuk a két szelektoron mért
szabadentalpia valtozas kiilonbségeket minden egyes vizsgalt vegyiilet esetén, az
hozzajarulhat ahhoz hogy jobban megértsiik, miként befolyasoljak a teicoplaninen talalhatd
cukorrészek a kiralis felismerést.

Korabbi kutatdsok ramutattak arra, hogy a cukorrészek retencidoban betdltott szerepe
Osszetett. Egyrészrdl gatolhatjak a kirdlis felismerést, mert elfedhetik a makrociklusok altal
kialakitott hidrofob iiregeket, illetve az elektrosztatikus kolcsonhatasok kialakitasara képes
amino- és karboxilcsoportokat. Masrészrél azonban segithetik a kiralis felismerést, hiszen a
cukorrészeken szamos kiralitdscentrum és  hidrogénkotések  kialakitdsara  képes
hidroxilcsoport talalhato [24].

A két szelektoron kapott elvalasztasok hatékonysaganak szemléltetésére, a 4.3.1. abra
értektengelyén egy kiilonbséget dbrazoltunk:

Arao 1 A(AG®) = A(AG®) o = AMAG ) scoptann - @)

aglikon

39



Ha ez a kiilonbség negativnak adodik, az azt jelenti, hogy az adott vegyiilet sztereoizomerjei
jobban elvalaszthatoak az aglikon szelektoron. Ha a szamitott kiilonbség egy vegyiilet esetén
pozitiv, akkor ezen vegyiilet optikai izomerjeinek elvalasztasara a természetes teicoplanin az

alkalmasabb.

4.3.1. abra
A teicoplanin és teicoplanin aglikon dllofazisok enantioszelektivitisa kozti kiilonbségek
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Kromatografias koriilmények: oszlop, Chirobiotic™ T és TAG; aramlasi sebesség, 1,0 ml/perc; detektalasi
hullamhossz, 205 nm; hémérséklet 25 °C; eluensosszetétel, 0,1 % TEAA (pH = 6,5)/MeOH = 60/40 (v/V).

A 4.3.1. abrardl lathatd, hogy a 11, 12, 16 és 19 vegylilet sztereoizomerjeinek
elvalasztasara a nativ teicoplanin, mig a tobbi vizsgalt vegyiilet enantiomerjeinek
clvalasztasara az aglikon szelektor bizonyult alkalmasabbnak. Irodalmi adatokbol azt a
kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a-aminosavak kiralis elvalasztasara tobbnyire az aglikon
allotazis a megfelelobb, a merevebb szerkezetli B-aminosavak vizsgalata soran azonban nem
ennyire egyértelmii a helyzet. Ebben az esetben ugyanis a nativ teicoplanin alkalmazasa
sokszor eredményesebbnek bizonyult [109, 110].

Az éltalunk vizsgélt iminosavak az o-aminosavak koz¢ tartoznak ugyan, viszont
nagymértékben sztérikusan gatoltak, igy ebbdl a szempontbol a B-aminosavakra hasonlitanak.
Vizsgalatuk soran is hasonlo jelenségre lettiink figyelmesek, mint korabban a [3-aminosavak
vizsgalata soran. Ezt azzal magyarazhatjuk, hogy az iminosavak merevebb, sztérikusan
erdsebben gatolt molekulai sokszor nem illeszkednek az aglikon molekula hidrofob {iregeibe,
illetve kevésbé képesek elektrosztatikus kolcsonhatasok kialakitasara sztérikus gatld hatasok

miatt, kiilonosen igaz ez a 12 vegyiilet enantiomerjeire. Kisebb szerep jut tehat a kiralis
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felismerésben a hidrofob-hidrofob, illetve az elektrosztatikus kolcsonhatasok kialakulasanak,

elétérbe keriil tehat a hidrogénkotések és sztérikus kdlesonhatasok kialakitdsanak képessége.

4.3.4. Az elvalasztasok optimalizaldasa és az elucios sorrend

Az altalunk mindegyik vegyiilet esetén hasznalt 0,1 % TEAA (pH = 6,5)/MeOH =
60/40 (v/v) eluensosszetétel nem vezetett mindig megfeleld elvalasztashoz, igy sziikséges volt
az eljarasok optimalizalasa. A mozgo6fazisosszetétel és a pH valtoztatasaval kiséreltilk meg az
elvalasztasokat javitani (Fliggelék 1. Tablazat). A 16 vegyiilet kiralis elvalasztasa soran sajnos
nem taldltunk olyan eluensOsszetételt vagy pH-t, amely biztositotta volna a megfeleld
felbontasu elvalasztast. Néhany kivalasztott kromatogram lathat6 a Fliggelék 11. abrajan.

A legtobb esetben meghataroztuk az enantiomerek elicios sorrendjét, melyet ezekben

az esetekben mindkét allofazison rendre (S)<(R)-nek talaltunk.

4.3.5. Osszefoglalas

Megvalositottuk a vizsgalt iminosavak sztereoizomerjeinek forditott fazist HPLC-s
clvalasztasat egy teicoplanin- ¢és egy teicoplanin aglikon-alapu kiralis allofazison.
Tanulméanyoztuk a vegyiiletek retencios viselkedését a kromatografids korlilmények
valtoztatdsa soran. Megvizsgaltuk a nativ teicoplanin szelektoron talalhaté cukorrészek
hatdsat a kiralis felismerésre. A legtobb esetben az aglikon allofazis alkalmazéasa
eredményesebbnek bizonyult, de szemben az eddigi tapasztalatokkal a tiz aminosav koziil
négy esetén a nativ teicoplanin alkalmazasa bizonyult eldénydsebbnek. Amennyiben

lehetdségiink nyilt, meghataroztuk az iminosavak enantiomerjeinek eliicios sorrendjét.

4.4. A hémérséklet hatasa a kiralis kromatografias viselkedésre egy anioncseréld tipusu
allofazison
4.4.1. Irodalmi attekintés. A homeérséklet hatasa a kiilonbozo rendszerekben kialakulo

egyensulyokra

Adott rendszerben kialakuld egyensuly fiigg a rendszer hémérsékletétol és
nyomasatol. A hOmérséklet hatdsa kvantitativen figyelembe vehetd a van't Hoff egyenlet
segitségével.

Egy A = B kémiai folyamat szabadentalpia véaltozasa:

AG =AG°+RTInQ, (3)
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ahol AG® a standard szabadentalpia valtozas, R az egyetemes gazallandd, T az abszolat
homérséklet, Q pedig az (ne/na) reakcidhanyados. Egyensuly esetén nincsen szabadentalpia

valtozas, Q pedig egyenld az egyensulyi allandoval:

RT In K= -AG®, (4)
ebbdl In K-t kfejezve kapjuk az (5) egyenletet,
AG°
InK =— RT - (5)

Az egyensulyi allando természetes alapu logaritmusanak hdomérsékletfiiggését annak

hémérséklet szerinti differencialja adja meg:

dink 1 d (AG"J

=== 6
dT  RdAT| T ©)

A (6) egyenlet két oldalan szereplé mindkét differencial teljes differencial, mivel K és AG®
csak a homérséklettdl fliigg, a nyomastél nem. A (6) egyenletbe helyettesitve a (7) Gibbs-
Helmholz egyenletet,

d (AG®) —AH°
ﬁ( T J: T2 (7)

eljutunk a van’t Hoff egyenlethez:

dinK  AH°®

: 8
dT RT? ®)

Ha figyelembe vessziik, hogy LN —iz és atrendezziik: d—z =—d 1 , majd ezt
dT\T T T T

a kifejezést a van't Hoff egyenletbe helyettesitjiik, akkor az egyenlet egy masik alakjat
kapjuk:
dinK —AH?®
i)

melybdl lathato, hogyha —In K-t 1/T fliggvényében abrazoljuk, a kapott egyenes meredeksége

©)

AH°/R lesz, innen AH° szamithat6. Ez az entalpiavaltozas meghatirozasanak nem

kalorimetrias modja [111].

4.4.2. A van't Hoff egyenlet alkalmazasa a kromatografiaban

A kromatogréfids vizsgélatok soran széles korben elterjedt gyakorlat a retencio €s a
kromatografids paraméterek homérsekletfiiggésének vizsgalata. Ennek segitségével egyrészt

egy eszkoz keriil a keziinkbe az elvalasztasok optimalizalasahoz, masrészt a van’t Hoff
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egyenlet kromatografidban alkalmazott alakjdnak segitségével a minta megoszldsa soran
létrejovo entalpia-, entropia- és szabadentalpia valtozas megbecsiilhetd.

Miként az el6z6 alfejezetben is leirtuk, a van’t Hoff egyenlet egyenstlyi rendszerekre
érvényes. Az aramlo kromatografias rendszerekben nem alakulhat ki egyensuly, Kialakulhat
viszont egy egyensulyszer(i stacionarius allapot. A van’t Hoff egyenlet tehat nem alkalmas a
kromatografias megoszlasok soran fellépd termodinamikai valtozasok pontos kiszamitasara,
viszont segitségével megfeleld becslést kaphatunk a termodinamikai paraméterek értékeirdl.
Urakami és mtsai. [112] ftalatok egy homolog soranak elvalasztasa soran hasonlitottak Ossze
az aramldsos mikrokalorimetridsan ¢és a van’t Hoff egyenlet felhasznalasaval kapott
termodinamikai paramétereket. Tapasztalataik szerint a van’t Hoff egyenletbdl szamitott
termodinamikai valtozdsok megfeleld becslést adnak a kalorimetridsan mért értékekre.

Egyensulyi folyamatok sordn fellépd szabadentalpia valtozds kiszdmithato az
egyensulyi alland6 segitségével:

RT In K =-AG°. 4)
Ismert még a standard szabadentalpia valtozas definicidja is,

AG® = AH- TAS®, (10)
ahol, AH® a standard entalpiavaltozas és AS® a standard entropiavaltozas. A (10) egyenletet a

(4) egyenletbe helyettesitve a kovetkez6 Osszefiiggést kapjuk:

RT R

= + . (11)

AH®  AS° AH®  AS°
InK = -
RT R

A (11) egyenletet a hOmérséklet szerint differencialva a (8) van’t Hoff egyenlethez jutunk.

Az egyensulyi alland6 egyenld a retencids faktor (K’) és a fazisarany (¢) hanyadosaval

K=—. (12)
¢
Ha ezt a (11) egyenletbe helyettesitjilk, megkapjuk a kromatografidban hasznalt van’t Hoff
egyenletet [113]:
AH® AS°
Ink'=— + +Ing. 13
o ¢ (13)

Ezen egyenlet szerint In k-t 1/T fliggvényében abrazolva egyenest kapunk, melynek
meredeksége —-AH°/R, tengelymetszete pedig AS°/R+Ing. Ez megfeleld modszer a
termodinamikai allandok meghatarozasara egy kromatografids rendszerben, ha a fazisarany
ismert vagy szamithato.

Figyelembe véve a szelektivitasi tényez6 () definiciojat, a (4) és (13) egyenletbdl

konnyen levezethetd a kovetkezo két egyenlet:
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_AAH®) A@AS°)
RT R

Inag =

: (14)

illetve

A(AG®) =—RT Ine, (15)
ahol A(AH?), A(AS®) és A(AG”) jelentik a masodikként elualodo sztereoizomer megoszlasabol
szarmazo entalpia-, entrOpia- és szabadentalpia valtozas, illetve az elséként elualodo
enantiomer megoszlasabol szarmazo entalpia-, entropia- és szabadentalpia valtozas

kiilonbségét.

4.4.3. A hémerséklet hatasa a kromatografias retenciora

Az egyensulyi folyamatokhoz hasonléan, a kromatografidas megoszlas is fligg a
homérséklettdl. A nagyobb hatékonysagu elvalasztasi technikdknal (a szokasos akiralis
HPLC-ben) altalaban kisebb jelentésége van a hdmérséklet valtozasanak, mint a viszonylag
kis hatékonysagu kiralis elvalasztasok soran. A retencids faktor szoros Gsszefliggésben all a
megoszlasi hanyadossal, ez lehetévé teszi, hogy a kromatogrambdl termodinamikai
informaciokat olvassunk ki, majd ezekbdl kovetkeztethessiink a retencidt kialakitod
kolesonhatdsok mindségére.

Az eddigi vizsgélatok azt mutatjak, hogy a hdmérsékletnek legalabb két igen fontos
hat4sa van a kromatografids egyensulyra.

Az egyik hatds a szelektivitasi tényezd («) valtozasaban figyelhetd meg. A
szelektivitasi tényezd altalaban csokken a hdmérséklet emelésével. Ez azért kovetkezik be,
mert valtoztatva a hdmérsékletet a megoszlasi hanyados is valtozik, ami maga utdn vonja a
szabadentalpia valtozasat, mikdozben a megoszlas létrejon a két fazis kozott. Ionosan
disszocialé mozgdfazis vagy minta esetén a disszocidldo vegylilet pK-ja befolyasolhatdo az
eluensosszetétel vagy a homérséklet valtoztatasdval. A homérséklet szelektivitasi tényezore
gyakorolt hatdsa nem teljesen tisztazott, mivel nem ismerjiik hogyan valtozik a komponens
entalpidja a mozgo fazisbol az alloba torténd dtmenet soran.

A masik homérsékleti effektus a viszkozitdsi tényezdt és a diffuzids egylitthatot
befolyasolja. A hdmérséklet emelése ndveli a minta diffiizids egyiitthatdjat mind a mozgo-,
mind az alléfazisban, mik6ézben a fazisok viszkozitasat is csokkenti, novelve a benniik
lejatsz6do anyagtranszportot. Ez ugyan csokkenti az elicios 1d6t, de novelheti a felbontast,

mivel a csucsok keskenyebbek lesznek, tdvolsaguk azonban csokken.
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A hoémérséklet befolydsolja az oszlopon fellépd nyomasesést is. Ha noveljiik a
homérsékletet az eluens viszkozitdsa csokken, ezért csokken a nyomas anélkiil, hogy az

aramlasi sebesség valtozna.

4.4.4. A kiralis felismerést létrehozo kolcsonhatasok vizsgalatanak lehetoségei

Az utobbi 15-20 év kiralis kromatografids kutatdsaiban egyre nagyobb teret nyernek a
kiralis felismerés megértését célzd kutatasok. Nagy szamban jelennek meg olyan tudoményos
kozlemények, melyeknek célja feltérképezni a kirdlis retenciot és elvalasztast létrehozni képes
kolcsonhatasok mibenlétét, felderiteni ezek hatasat a kiralis elvalasztasra, illetve ezek
segitségével megfeleléen modellezni a kiralis felismerés folyamatdt. Ezek a kutatdsok
hozzajarulnak a kiralis szelektorok tudatos tervezéséhez és szintézis¢hez.

A kiralis retencios mechanizmus kutatasanak tobb lehetséges és altaldnosan elfogadott
modszere van. Ezek kozé tartozik a kromatografids paraméterek hdmérsékletfiiggésének
vizsgalata, valamint az igy kapott adatokbdl, a fent levezetett van’t Hoff egyenlet segitségével
szamitott termodinamikai paraméterek elemzése. A szamitott termodinamikai paraméterek
értekeinek, a szelektor kémiai szerkezetének illetve a vizsgalt vegyiletek kémiai
szerkezetének és fizikai tulajdonsagainak Osszevetésével kovetkeztetéseket vonhatunk le a
fellépd kolcsonhatasok mindségérol, és a kirdlis felismerésben betoltott szerepiik
jelentdségérol. Ezt a modszert els6k kozott alkalmazta William H. Pirkle 1991-ben megjelent
tanulmanyaban [115].

Guiochon és mtsai. ezzel parhuzamosan elméletet dolgoztak ki a retenciot kialakito
kolcsonhatasok  modellezésérol  [116]. Elméletik szerint a  kiralis  vegyiiletek
sztereoizomerjeinek retencios faktorai felirhatok két kiilonbozo retencids faktor 6sszegeként:

K'iserteti = K nem-szeteiarv TK sz - (16)
Az Osszeadas elsé tagjaként szerepld nem szelektiv retencios faktor azokbdl a
kolesonhatasokbol szarmazik, melyek a racém keverék mindkét enantiomerjére egyenld
mértékben hatnak, ezek a kolcsOnhatasok tehat nem okozhatnak elvalasztast, azaz kiralis
felismerést. A masodik tagban szerepld szelektiv kdlcsonhatasokbol szarmazo retencids faktor
reprezentalja mindazon kolcsonhatasokat, melyek eltéré mértékben hatnak az elvéalasztando
vegyiilet sztereoizomerjeire, tehat kiralis elvalasztast hozhatnak Iétre.

A szemléletesség és a kvantitativ modellezés érdekében az adszorpcios kutatasokbol
kolesondztek egy modellt. A kirdlis szelektorral boritott hordozé felszinét heterogén
felszinként képzelik el, ahol két kiilonb6zd tipusu kotdhely talalhato. Az elsé tipust kotdhely

felelés a nem szelektiv kolcsonhatasok kialakitasaért, mig a mdasodik tipust a szelektiv
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kolcsonhatasok kialakitasaért. Feltételezésiik szerint a feliilet joval nagyobb mennyiségben
tartalmaz els6 tipust kotOhelyeket. A kvantitativ modellezéshez a Langmuir-izoterma egy
atalakitott valtozatat hivtak segitségiil. Minden enantiomer esetén két Langmuir-izoterma
szamithato, az egyik a szelektiv, mig a masik a nem szelektiv kotohelyekre jellemzd. Ezek
segitségével meg tudjak becsiilni a szelektiv és nem szelektiv kdlcsonhatasok részvételének
aranyat a kisérletileg kapott retenciora. Emiatt hivjak ezt a modellt bi-Langmuir-izoterma
modellnek.

Egyéb miszeres eljarasokat is kidolgoztak a kiralis szelektor és a mintamolekula
adduktumokban kialakuld intermolekularis kdlcsonhatasok feltérképezésére. Ezek kozott
vannak kiilonbozé NMR [117, 118], illetve tomegspektrometrids eljarasok is [119, 120]. Ezen
vizsgalatok soran a nem rogzitett szelektort hozzak kolcsonhatasba a vizsgalni kivant
mintaval. Az igy felvett tobb dimenziés NMR spektrumok adataibdl kovetkeztethetlink a
kialakuldo kolcsonhatasok erdsségére és mindségére. Az {itkdzés indukalt bomlasos
tomegspektrometrias (CID-MS-MS) vizsgalatok esetén a kiilonb6zé energiaju iitkozések
hatasara keletkezd fragmentumokbol kovetkeztethetiink a szelektor és a minta kozotti
kolesonhatasok erdsségére és mindségére.

Természetesen hasznos segitséget jelentenek a retencié mechanizmusénak kutatasaban
a molekuladinamikai szdmitasok is.

A fent leirt modszerek egyikének segitségével sem kaphatunk teljesen pontos képet a
kirdlis felismerés és retencid folyamatar6l. A molekuladinamikai szémitdsok értékes
segitséget adnak a kisérleti eredményekhez, azonban nem sziiletett még olyan matematikai
algoritmus, amely egy ennyire bonyolult rendszert képes lenne pontosan leirni, ezért nem
bizhatunk meg feltétel nélkiil ezekben az eredményekben. Tovabbi probléma, hogy ilyen
bonyolult rendszereken torténd szamitdsokhoz rendkiviili szamitdsi kapacitas sziikséges ¢€s a
szamitasok gyakran nagyon iddigényesek.

Ko6z6s problémaja az NMR és tomegspektrometriai vizsgalatoknak, hogy ezek a
szabad szelektor molekuldk kolcsonhatasait képesek vizsgalni, mig a valds kromatografias
folyamatban ezek a molekulak valamilyen hordozén kovalensen kotottek tehat térszerkezetiik
megvaltozik és a hordozohoz kotdtt funkciods csoportjaik nem, vagy korlatozottan képesek
kolcsonhatasok kialakitasdra a mintamolekuldkkal. Ezen hatranyuk ellenére meg kell hogy
jegyezziik, hogy ezek talan a legmodernebb és legarnyaltabb képet ado modszerek a fentebb
leirtak koziil.

A bi-Langmuir-izoterma modell segitségével meg tudjuk kiilonboztetni egyes
elvalasztasokndl a szelektiv és nem szelektiv kdlcsonhatdsok hozzajarulasat a retencid

létrejottehez, ezaltal finomithatjuk és optimalizalhatjuk az egyes kirdlis elvalasztasokat. A
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modell segitségével matematikailag jo kozelitéssel leirhatdoak a kisérletileg kapott
csticsalakok. Nem kapunk képet azonban a kolcsonhatdsok mindségérdl és az egyes
kolcsonhatasok elvalasztasra gyakorolt hatasardl.

A kromatografias paraméterek homérsékletfiiggésének vizsgalatabol, illetve az
eredményekbdl szédmitott termodinamikai paraméterek elemzésébdl kovetkeztethetiink a
retenciot €s a szelektivitdst 1étrehozd kolcsonhatdsok mindségére és erdsségére.
Természetesen ez a modszer sem ad egzakt eredményeket, hiszen kozelitésen alapszik.
Osszevetve azonban a szamitott termodinamikai paramétereket és a vizsgalt vegyiiletek
szerkezeti sajatsdgait megbecsiilhetjiik a kolcsonhatdsok kirdlis felismerésben betoltott
szerepet.

Osszességében azt mondhatjuk, hogy 6nélléan egyik modszer sem 4llja meg a helyét a
retencids mechanizmus pontos feltérképezésében, azonban egymast kiegészitve arnyalt képet

adnak az egy adott KAF-on kialakul6 retenciés mechanizmusrol.

4.4.5. A szerkezeti tényezok és a homérséklet hatasa a kromatografidas paraméterekre

A vizsgalt Gly és Phe analég aminosavak (Filiggelék 4. és 5. abra) enantiomerjeit
azoknak acil- illetve karbamoil szarmazékaiként (Fiiggelék 6. abra) valasztottuk el. Az
alkalmazott  N-véddécsoportok — kiilonbéznek  egymastol — sztérikus  elrendezésiikben,
térkitoltésiikben, polaritasukban és Lewis-féle sav-bazis sajatsdgukban.

Meéréseinket a 278-343 K-es hdomérséklettartomdnyban, nyolc kiilonboz6
homérsékleten végeztiik. A Fiiggelék 2. Téablazataban a legalacsonyabb és a legmagasabb
homérsékleten mért kromatografids paramétereket tlintettik fel. A DNB szarmazék
aminosavak esetén a legalacsonyabb kisérleti hdmérséklet 293 K volt, mivel alacsonyabb
homérsékleten irrealisan magas retenciot tapasztaltunk.

Annak érdekében, hogy vizsgalni tudjuk a szokasos forditott fazisu rendszerekben
fészerepet jatszo hidrofob-hidrofob kolcsonhatasok jelentdségét a retencid kialakulasaban,
egy ,,Alogps 2.1” elnevezésii szoftver [121, 122] segitségével kiszamitottuk a vegyiiletek 1-
oktanol/viz elegyben kialakulé megoszlasi hanyadosainak 10-es alapt logaritmusat (log P). A
szamitott értékek természetesen nem tiikrozik feltétleniill a megoszlasi hanyados pontos
értékét, viszont megfeleld Osszehasonlitd skalat adnak a vizsgalt vegyiiletek
hidrofobicitasanak Osszevetésére. A szamitott értékeket a 4.4.1. abran tiintettiik fel. Az abran
lathatdé nagyobb —log P érték kisebb hidrofobicitasra utal. A legnagyobb hidrofobicitasu
vegylilet ezek szerint a 2°,3°,4°,5°,6’-pentafluor-fenilalanin (36), a legkisebb hidrofobicitast
pedig a 4’-hidroxi-fenil-glicin (22).
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4.4.1. abra
A vizsgalt Gly és Phe analogok —log P értékei

2,54

2,04

1,5+

1,0 4

-log P

0,5

0,0 4
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37

Vegyllet

Alkalmazott szoftver: Alogps 2.1 [121, 122].

A Fiiggelék 2. Tablazataban tiintettiikk fel a tizenhat vizsgalt vegyiilet, négy acilez6
szerrel képzett szarmazékainak vizsgalata sordn nyert kromatografids paramétereket.
Altalanossagban megjegyezhetjiik, hogy a hdmérséklet novelésével minden vizsgalt vegyiilet
esetén, a retencios faktorok (k) és a szelektivitasi tényezok () értéke csokkent.

Megfigyelhetjiik tovabba, hogy egy adott aminosav vizsgalata soran jelentdsen eltérd
eredményeket kaptunk az alkalmazott acil-csoport mindségétdl fiiggden. Rendkiviil nagy
retenciot tapasztaltunk a 3,5-dinitro-benzoil- (DNB) szarmazékok vizsgalata soran. Szintén
nagy, de az el6z6nél kisebb retencids faktorokat kaptunk a 3,5-dinitro-benziloxi-karbonil-
(DNZ) szarmazékokat vizsgalva (A Fiiggelék 2. Tablazataban szereplé alacsony
homérséklethez tartozo ki’ értékek kisebbek ugyan a DNB szarmazékok esetén, mint mas
acilcsoportok alkalmazasa soran, de ez a kiilonbség a magasabb hoémérséklet alkalmazasabol
fakad. A ko’ értékek annak ellenére is nagyobbnak adodnak a DNB szarmazékok vizsgalata
soran, hogy ekkor a legalacsonyabb alkalmazott hémérséklet 298 K volt, a tobbi esetben
alkalmazott 278 K-nel szemben.). A legkisebb visszatartassal a benziloxi-karbonil-csoporttal
(2) védett aminosavak rendelkeztek, ezeknél valamelyest késébb elualédtak a benzoil-
csoporttal (Bz) védett aminosavak enantiomerjei. A dinitro-szubsztitualt csoportokkal védett
aminosavak nagy visszatartdsa minden bizonnyal ezen csoportok m-savas jellegének
tulajdonithat6. Ez azt jelenti, hogy ezek az aromas gylirik az erdsen elektronszivo

nitrocsoportok hatasara gyenge elektron akceptorokka, azaz gyenge Lewis-savakka valnak.
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Az allofazis kinolin-gytirijének m-elektronrendszere enyhén elektron donor, azaz n-bazikus
hatasu, tehat a mintamolekuldk m-savas gytirtii kolcsonhatas kialakitasara képesek a KAF
kinolin-gytirGijével. Az, hogy azok az aminosav szarmazékok amelyek m-Savas
szubsztituenssel rendelkeznek nagyobb retencidval elualédnak, mint 7-bazikus
szubsztituenssel rendelkezd analogjaik arra utal, hogy a retencio 1étrejottében fontos szerepet
jatszik a m-savas szubsztituensek és a kinolin-gylirt kozott fellépd kolcsonhatas. Hasonld
jelenséget figyelhetiink meg, ha a szelektivitasi tényezok (o) értékeit vizsgaljuk, azaz joval
nagyobb szelektivitast értiink el a DNB és DNZ szubsztituensek alkalmazasaval, mint a Bz
illetve Z védOcsoportokat alkalmazva. Arra kovetkeztethetiink tehat, hogy ezek a
kolesonhatdsok nem csak a retencid 1étrejottét segitik, hanem javitjak a kiralis felismerést is,
azaz szelektivek.

Tovabbi érdekesség, hogy Osszevetve a benzoil- (Bz és DNB) illetve a benziloxi-
karbonil-csoportokkal (Z és DNZ) védett aminosavak szelektivitasi tényezdinek () értékeit,
megfigyelhetjik, hogy a Bz ¢és DNB védett aminosavak sztereoizomerjei nagyobb
szelektivitassal valaszthatoak el. Ennek eredménye, hogy az elsoként eludlodod enantiomerek
retencioja kisebb a Bz és DNB szarmazék vegyiiletek esetén, a nagy o értéknek kdszonhetéen
azonban a k»’ értékek nagyobbnak adodnak, mint a Z és DNZ szarmazék vegyiiletek esetén.
Ezt a jelenséget sztérikus okokkal magyarazhatjuk. A benziloxi-karbonil-csoportok aromas
gylirlije ugyanis két atomnyi tavolsadggal messzebb taldlhato a kiralitds centrumtol, mint a
benzoil-csoportok esetén. Ez a benziloxi-karbonil-szarmazék vegytiletek molekulainak esetén
nagyobb foku flexibilitast eredményez, amely kedvezdtleniil befolydsolja a kiralis felismerést.

Azért, hogy tanulmanyozhassuk az akiralis forditott fazisai HPLC-ben fOszerepet
jatszo, hidrofob-hidrofob kolesonhatasok retenciora gyakorolt hatasat megvizsgaltuk, hogy az
eluens szerves modositd tartalmanak valtoztatdsa hogyan befolyasolja a 22, 26 és a 27
vegyliletek Z- illetve DNZ-védett szarmazékainak kromatografias paramétereit (4.4.2. abra).
A vizsgalatokat allando ionerdsség €s allando pH mellett végeztiik el. Az dbrarol 1athato, hogy
az Osszes vizsgalt esetben a retencios faktorok értékei csokkentek, mikdzben noveltik a
mozgdfazis MeOH tartalmat. Ez szokésos viselkedés a forditott fazisu elvélasztasok soran, a
hidrofob-hidrofob kdlcsonhatasok retencidra gyakorolt szerepére utal.

Amnyaltabb képet kaphatunk azonban, ha azonos kromatografias koriilmények kozt
Osszevetjiik a kiillonbozo oldallanct aminosavak kromatografias viselkedését. Figyeljiik meg a

négy legnagyobb hidrofébicitasi aminosav (32, 33, 36, 37) kromatografids viselkedését

49



4.4.2. dbra
A mozgofazis metanol tartalmanak hatasa harom vizsgalt aminosav-szarmazék retenciojara

354 A
1 m Z(22)
304 O DNZ-(22)
1 o Z(26)
2,51 O  DNZ-(26)
bl A 727
o A DNZ-(27)
X154
= ]
1,0 -
0,5
0,04
_015 T T T T T T T T T T T
30 40 50 60 70 80
% MeOH

Kromatografias kériilmények: oszlop, Prontosil™ 120-5 tBUCQN; eluens, NH4OAc (aq)/MeOH = 70/30-20/80
(V/v) pHa = 6,0; ionerdsség = 0,1M; aramlasi sebesség, 0,5 ml/perc; detektalasi hullamhossz, 230 nm.

(Fiiggelék 2. Tablazat). Kiugréoan nagy retenciét a naftil-alanin (37) vizsgalata soran
figyeltiink meg. A 37 vegyiiletet vizsgalva lathat, hogy a nagy ki’ értékhez atlagosnak
mondhatd szelektivitas tarsul. Ezt a viselkedést tulajdonithatndnk a hidroféb-hidrofob
kolesonhatdsok retenciés mechanizmusban betdltott kulcsszerepének is, vizsgaljuk meg
azonban a masik harom, nagy hidrofobicitast aminosav viselkedését is. A treo-pB-metil-
fenilalanin (33) és a 3°,4°,5°,6’-pentafluor-fenilalanin (36) a t6bbi, kisebb hidrofobicitasu Phe
analog aminosavhoz hasonld kromatografids viselkedést mutat. Ezektdl nagyon eltéréen
viselkedik azonban az eritro-p-metil-fenilalanin (32). A Fiiggelék 2. Tablazatabdl lathato,
hogy a 32 vegyiilet els6ként elualdodd enantiomerje hasonld visszatartassal elualodik az
oszloprol, mint a treo izomer megfeleld enantiomerje. Az all6fazis azonban az eritro izomer
(32) enantiomerjeit joval kisebb szelektivitassal képes csak elvalasztani. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy a sztérikus hatasok is jelentésen befolyasoljak a kiralis felismerést.
Szintén érdekes megfigyeléseket tehetiink, ha megvizsgaljuk a hat legkisebb
hidrofobicitast aminosav (22, 24, 25, 26, 34, 35) kromatografias paramétereit. A szokasos
akiralis kromatografidban megfigyelt tapasztalatok alapjan, a kis hidrofobicitasu vegyiiletek
kis retencioval elualodnak. Ez a megallapitas igaz a metallil-glicin (25) és a leucin (26)
retencios paramétercire. A vizsgalt vegyliletek koziil ezen két aminosav K1’ értékei
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bizonyultak a legkisebbnek, a szelektivitasi tényezok () értékei esetiikben atlagosnak, vagy
annal kissé nagyobbnak mondhatoak. A két fluor szubsztitualt Phe (34, 35) analdg
kromatografias paraméterei nem mutatnak jelentOs eltérést a Phe és a metil szubsztitualt Phe
analogokétol annak ellenére, hogy a szamitott hidrofobicitasukban jelentds kiilonbséget
észlelhetiink. A leginkabb hidrofil aminosav a 4’-hidroxi-fenil-glicin (22) és a fluor
szubsztitualt aminosavakkal koriilbelill egyez6 hidrofobicitast mutatd tienil-glicin (24)
retencids faktorainak értékei azonban rendkiviil nagynak bizonyultak. Naluk csak a nagy
hidrofobicitasu és nagy térkitoltésii aromas oldallanccal rendelkezé naftil-alanin (37)
enantiomerjeinek visszatartidsa volt er6sebb. Ezt az oldallincokon talalhato, kolesonhatasok

kialakitasara képes, hidroxil- és tioétercsoportok jelenlétével magyarazhatjuk. Ezek a

4.4.3. abra funkcids csoportok ugyanis  képesek
A DNZz-fenil-glicin (21) és a DNZ-leucin
(26) enantiomerek elvilasztisa soran mért
felbontasok homérsékletfiiggése el6segithetik a retencid 1étrejottét. Ebben a

hidrogénkotések kialakitdsara, amelyek

két esetben a nagy retencid nem parosul

1207 nagyobb szelektivitassal.

10,0 Osszességében azt mondhatjuk,
80 hogy az alapvetden fontos elektrosztatikus
- 60 ¢s a forditott fazisu kromatografidban
természetes  hidrofob-hidrofob  kolcson-

410- . 14 /4 r . 14

‘ ‘ ‘ ‘ hatasok kialakulasan kiviil mas

280 300 320 340 ‘ ‘ .

T/K kolcsonhatasok is létrejonnek az allofazis

¢s a mintamolekuldk kozott, amelyek

Kromatografias koériilmények: oszlop, Prontosil™

1205 tBUCON: eluens, 02 M NH:OAC alapvetéen  befolydsoljak a  retencio

(ag)/MeOH = 10/90, pH, = 6,0; dramlasi sebesség, mértékét és a kiralis felismerés 1étrejottét.
0,5 ml/perc; detektalasi hullamhossz, 230 nm. (e),
DNZ-fenil-glicin (21), (o), DNZ-leucin (26) Ezek a jarulékos kolcsonhatasok lehetnek

n-saV m-bazis- és sztérikus kolcsonhatasok, valamint hidrogénkotések.

A fejezet elején emlitettiik, hogy a hémérséklet emelése soran a £’ és o értékek is
csokkentek. Szandékosan nem emlitettiik ekkor a hdmérséklet felbontasra gyakorolt hatdsat,
ez ugyanis Osszetettebb jelenség. A 4.4.3. abran a 21 és 26 aminosav enantiomerek DNZ
szarmazékainak felbontdsat abrazoltuk a hdmérséklet fliggvényében. Az abrarol lathato, hogy
a felbontasok értékei maximum jellegli gorbét irnak le, a maximum pedig 283 K kornyékén
talalhatd6. A magasabb homérsékleten mutatkozo felbontas csdkkenés a csokkend

szelektivitasi tényezoknek tulajdonithato. Alacsony hémérsékleten lassul
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az anyagatadasi kinetika, ez pedig az oszlop tényarszamanak csokkenéséhez,
végeredményben a hatékonysdg romlasahoz vezet, amely kisebb felbontas értékekben

mutatkozik meg.

4.4.6. A szamitott termodinamikai paraméterek elemzése

Munkank soran a (13) egyenlet felhasznalasaval kiszamitottuk a vizsgalt aminosavak
enantiomerjeinek kromatografias megoszlasa soran fellépd entalpia- és entropiavaltozasokat
(4.4.4. 4bra). Az allofazis tobb fizikai paraméterének és igy a fazisardny ismeretének
hianyaban (AS®) helyett az adott enantiomer megoszlasa soran fellépd entropiavaltozas és a
fazisarany egyetemes gazallandoval (8,314 J mol™t K1) alkotott szorzatanak dsszegét (AS®#=

AS° + R In ¢) adjuk meg. A kapott értékeket a Fiiggelék 3. és 4. Tablazataban tiintettiik fel.

4.4.4. abra Altalanosan megéllapithatjuk, hogy
Az 'N-DI\!Z'-4-h|dro’X|-fen|I-gIICIn . (22) az els6ként eludlodd  enantiomerek
enantiomerjeinek van 't Hoff egyenesei

entalpia- és entropiavaltozasanak értéke

45- kevésbé negativ, mint a masodjara

4,0-

eludldodd  sztereoizomereké. Mivel a

3,51 - - . iy T .
Ink,'=382505/T -9,64 méasodjara elualodo enantiomerek

3,01
X 25 entropidgja nagyobb mértékben csokken,
- 2’0_ o oo 7 . ror e 4
Ink'=305778/T - 771 mikdzben étkeriilnek a mozgo6fazisbol az
b9 R, =0998 allofazisra arra kovetkeztethetiink, hogy
1,04
30 32 24 36 x10° kevesebb szabadsagi fokkal rendelkeznek a
UT (1K) KAF-on, azaz kevesebb lehetdségiik nyilik

- a rotdciéra valamint egyéb mozgasokra,
Kromatografids koriillmények: oszlop, Prontosil

120-5 tBUCQN; eluens, 02 M NH;OAc mint az elsoként elualoédo
(ag)/MeOH = 10/90, pHa = 6,0; aramlasi sebesség, . L
0,5 ml/perc; detektalasi hullamhossz, 230 nm. enantiomereknek. A nagy abszolut értéki

azzal is magyardzhatdo, hogy az adott enantiomer tobb szolvatmolekulat szorit ki az
allofazisr6l. A madésodjara eludlodd  sztereoizomerek esetén tapasztalt nagyobb
entalpiavaltozasbol arra kovetkeztethetiink, hogy ezek erdsebb kolcsonhatasok kialakitasara
képesek az allofazison, mint az elséként elualodo tarsaik.

Szintén megfigyelhetjiik, hogy a Z és Bz véddcsoporttal ellatott aminosavak optikai
izomerjeinek megoszlasa soran kisebb abszolut értékii AH1°, AH2°, illetve AS:°% és AS%*
valtozés jon létre, mint az aromas gytrijiikon két-két nitrocsoportot tartalmazé DNZ és DNB

védocsoporttal ellatott aminosav enantiomerek esetén. A nitrocsoportok erds elektronszivo
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hatasanak koszonhetéen ugyanis a DNZ- és DNB-csoportok aromas gytiriii elektron akceptor
tulajdonsaguva, azaz gyenge Lewis-savakkd valnak. Ezek képesek kolcsonhatést kialakitani a
szelektoron taldlhato elektron donor hatdsu kinolin gylriivel. Mar kordbban is emlitettiik,
hogy ez a kdlcsonhatas jelentdsen hozzajarul a retencid és a kiralis felismerés folyamatanak
létrejottéhez. Egy masik jellegzetes tendenciat is észrevehetiink a AH® és AS°* értkekeit
vizsgalva. A benzoil-csoportokkal (Bz és DNB) védett aminosavak enantiomerjeinek
megoszladsa ugyanis nagyobb valtozast okoz mind az entalpia-, mind az entrdpiavaltozas
értékeiben, mint a Dbenziloxi-karbonil-csoporttal (Z és DNZ) védett aminosavak
szteroizomerjei. A Z- és DNZ-csoportok aromas gylriii 2 atomnyi tavolsaggal tavolabb
helyezkednek el az optikai centrumt6l, mint a Bz és DNB csoportok gytriii, ezaltal a Z ¢és
DNZ védett aminosavak flexiblisebb szerkezetiieck, ami csOkkentheti a kialakulo
kolesonhatasok erdsségeét.

Ha megvizsgaljuk a kiillonbozé aminosavak oldallancanak hatasat az entalpia- és
entropiavaltozasra, akkor megfigyelhetjiik, hogy a kiilonb6z0 szerkezetli aminosav
oldallancok joval kisebb mértékben befolyasoljak a termodinamikai paraméterek értékét, mint
az aminosavakhoz kapcsolt véddcsoportok. Ennek ellenére néhdny jelentésebb eltérést
tapasztalhatunk, kiilondsen a masodjara elualdodd enantiomerek esetén. A Gly analogok (21-
26) termodinamikai paramétereit tekintve lathato, kivéve a 22, illetve a 25 és 26 aminosavak
enantiomerjeinek AH® és AS°* értékeit, hogy az adatok nagy mértékii egyezést mutatnak. A 22
vegylilet tobbitdl eltérd viselkedésébdl arra kdvetkeztethetiink, hogy az aminosav oldallancan
talalhato hidroxilcsoporton keresztiil hidrogénkotés kialakitasara képes, ez pedig hozzajarul a
retencid létrejottéhez. A 25 és 26 aminosavak megoszlasa altal okozott kis mértékti AH® és
AS* valtozas azzal magyarazhato, hogy oldallancain nem talalhaté semmilyen kolcsonhatas
kialakitasara képes funkcids csoport, emellett az oldallanc térkitoltése is viszonylag kicsi. E
két aminosav szamitott hidrofobicitisa a masodik és harmadik legkisebb a vizsgalt
aminosavak koziil (4.4.1. abra).

Osszevetve a Phe analog aminosavak (27-37) termodinamikai adatait hasonld
megfigyeléseket tehetiink, mint az imént targyalt Gly analdégok esetén, azaz a kiilonbozd
oldallancti aminosavak AH® és AS°* értékeit szinte nem befolyasolja az aminosav oldallancok
mindsége. Két kivételt talaltunk, egyik az eritro-B-metil-fenilalanin (32), a masik pedig a
naftil-alanin (37). A 32 aminosav esetén, a masodjara elualodod enantiomer megoszlasa soran
fellépd entalpia- és entropiavaltozas jelentésen kisebbnek bizonyult, mint barmely masik Phe
analog aminosav AH2° és AS°* értéke, beleértve a treo-B-metil-fenilalanin  (33)
enantiomerjeit is. Ez a viselkedés mindenképpen a sztérikus kolcsonhatasok kiralis

felismerésre gyakorolt jelents hatasara utal. Az sszes vizsgalt vegyiilet koziil a 37 aminosav
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enantiomerjeinek kromtografias megoszlasa okozta a legnagyobb mértékii entalpia- és
entropiavaltozast. Ezt a jelenséget a nagy térkitoltésii, merev és rendkiviil hidrofob oldallanc
jelenlétével magyardzhatjuk, az igy létrejové kolcsonhatasok azonban inkabb a retencio
1étrejottét segitik, mintsem a kiralis felismerést és elvalasztast.

Osszehasonlitva a fenil-glicin (21) és fenilalanin (27) termodinamikai paramétereit
megfigyelhetjiik, hogy kis mértékben de észrevehetéen a 21 aminosav AH® és AS°* értékei
nagyobbnak adodtak. Ez valdsziniileg az optikai centrumhoz kozelebb talalhatd és igy
kevésbé flexibilisen rogzitett aromds gytlirlinek kdszonheto.

Azért hogy megvizsgaljuk, hogy a fellépd kolcsonhatdsok mekkora mértékben és
milyen iranyban befolyéasoljak a kiralis felimerést, kiszamitottuk az enantiomerek megoszlasa
soran fellépé entalpia-, entropia- és szabadentalpia valtozasok kiilonbségeit (A(AH®), A(AS®)
¢s A(AG®)), minden egyes vizsgalt vegyiilet esetén, a (14) és (15) egyenlet segitségével.
Szintén kiszamitottunk egy aranypart (Q), amely arra utal, hogy az enantiomer elvalasztas
josagat valojaban jellemzé A(AG°®) értéket mennyire befolyasolja az entalpia-, illetve
entropiavaltozasok kiilonbsége (A(AH®), A(AS®)) (Fiiggelék 5. és 6. Tablazat).

Szemiigyre véve a Fiiggelek 5. és 6. Tablazatanak adatait megfigyelhetjiik, hogy a
DNB véddesoporttal ellatott aminosavak vizsgalata soran kaptuk a legnagyobb A(AH°),
A(AS®) és A(AG°®) értékeket. Jelentdsen csokkennek a termodinamikai paraméterek
kiilonbségei a DNZ illetve a Bz védett aminosavak esetén. A legkisebb kiilonbségeket a Z-
csoporttal védett aminosavak enantiomerjeinek elvéalasztdsa soran figyeltik meg. Az
adatokbol az kovetkezik, hogy a nitro-szubszitualt aromés gyiiriik és a KAF kinolin gytiriije
kozti m-sav m-bazis kolcsOnhatasok, illetve a merevebb, kevésbé flexibilis molekulaszerkezet
nemcsak a retencid 1étrejottét segiti eld, hanem a kiralis felismerés folyamatat is.

Osszehasonlitva a Gly analdogok termodinamikai paramétereinek kiilonbségeit
megfigyelhetjiik, hogy az egyébként nagy visszatartassal rendelkezd és megoszlasa soran
nagy entalpia- és entropiavaltozast okoz6 4’-hidroxi-fenil-glicin (22) A(AH®), A(AS°) és
A(AG®) értékei kevéssé bizonyultak nagyobbnak, mint a joval kisebb visszatartassal
rendelkezé fenil-glicin (21) megfeleld kiilonbség értékei. Ez arra utal, hogy a korabban
emlitett, a 22 aminosav hidroxil-csoportjan keresztiil 1étrejové hidrogénkotés ugyan
nagyrészben hozzajarul a retencio6 létrejottéhez, de szelektivnek csak kis mértékben bizonyul.
Hasonlé megfigyeléseket tehetiink a 24 aminosav retencids tulajdonsagait és A(AH®), A(AS®)
és A(AG®) értékeit Osszevetve (Fiiggelék 2. 5. és 6. Tablazat). A 25 és 26 aminosavak
enantiomerjeinek elvalasztasa soran figyeltilk meg a legnagyobb A(AH®), A(AS°) és A(AG®)

értckeket  (kivéve Z-védett szarmazékaikat). [Ezen aminosavak —sztereoizomerjei
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kromatografidas megoszlasuk sordn meglehetdsen csekély entalpia- €s entropiavaltozast
okoztak. Ez arra utal, hogy az esetiikben fellépd viszonylag gyenge kdolcsonhatasok
nagymértékben szelektivnek bizonyultak.

A Phe analdg aminosavak vizsgalata soran a A(AH®), A(AS®) és A(AG®) értékek nem
térnek el jelentdésen egymastdl, egy pozitiv €s egy negativ irdnyu kivételtdl eltekintve. A két
kivétel a 3-metil-fenilalanin két diasztereomerje ( 32 és 33). Az eritro-f-metil-fenilalanin (32)
esetén ugyanis a termodinamikai paraméterek kiilonbségei szamottevden kisebbnek, mig a
treo sztereoizomer (33) esetén valamivel nagyobbnak adodtak a tobbi Phe analég aminosav
atlagosnak mondhat6 értékeihez képest. Ez alapjdn tehat a sztérikus kolcsonhatasok a
molekuldk térallasa szerint kedvezden ¢és kedvezOtleniil is befolydsolhatjdk a kirdlis
felismerést.

A Flggelék 5. és 6. Tablazatdban feltlintettiink minden egyes vegyiilet esetén egy
aranyszamot (Q), amely arra utal, hogy a kiralis elvalasztas 1étrejottében az entalpia- vagy
entropia valtozas jatszik-e nagyobb szerepet. Az 1-nél nagyobb aranyszam az entalpia-, mig
az 1-nél kisebb érték az entropiavaltozas nagyobb szerepét jelzi. A Tablazatbol lathatd, hogy a
Q ¢értéke minden esetben nagyobb 1-nél, azaz az elvalasztisok ezen a kirdlis allofazison

inkabb entalpia mintsem entropia vezéreltek.

4.4.7. Osszefoglalds

Megvizsgaltuk tizenhat glicin és fenilalanin analdog aminosav négy kiilonboz6 acilezett
szarmazékanak kromatografids viselkedését egy anioncseréld tipusi, kinin-szarmazék KAF-
on. A méréseket a 278-343 K-es hOmérséklettartomdnyban, 8 kiillonb6zd hdémérsékleten
végeztilk. Vizsgalataink sordn Osszehasonlitottuk a kiilonbozé szerkezeti jellemzdkkel
rendelkezd aminosavak kromatografids viselkedését, kiszdmitottuk a vegyliletek
enantiomerjeinek megoszlasa soran fellépd termodinamikai valtozasokat, valamint a
szereoizomerekre vonatkozo valtozasok kiilonbségét. A mért és szamitott adatok segitségével
kovetkeztethettiink a vizsgalt vegyiiletek és a kiralis allofazis kozotti kdlesonhatdsok
mindségére, valamint a retencidoban és a kiralis felismerésben betdltott szerepére.

Vizsgélataink soran arra kovetkeztettiink, hogy a retencié kialakuldsaban fontos
szerepet jatszanak a forditott fazisban altaldban jelentds hidrofob-hidrofob kolesonhatasokon
¢és az allofazis anioncseréld tulajdonsagabol fakado elektrosztatikus kolcsonhatason kiviil
mas, jarulékos kolcsonhatasok is. A visszatartds kialakuldsaban rendkiviil fontosnak és
szelektivnek bizonyultak a véddcsoportok nitralt aromas gytiriii és az allofazis kinolin gytiriije
kozotti m-sav  m-bazis kolcsOnhatasok. Szintén nagymértékben eldsegitik a retencid

55



kialakulasat az aminosav oldallancok alkalmas funkcios csoportjain keresztiil kialakuld
hidrogénkotések is, ezek a kolcsonhatdsok azonban csekély mértékben jarulnak hozza a
kiralis felismerés folyamatahoz. A sztérikus kolcsOnhatasok retencidos mechanizmusra
gyakorolt hatdsa igen Osszetett. Egyrészrél ugyanis eldsegithetik a retencid kialakulasat, de
alig rendelkeznek sztereoszelektiv hatassal (lasd. 37 vegyiilet), masrészrél a p-metil-
fenilalanin diasztereomerek (32 és 33) vizsgalta soran azt tapasztaltuk, hogy a molekulak
térszerkezetétdl fiiggden segithetik vagy gatolhatjdk az enantiomerek elvalasztasanak
folyamatat. Altaldban igaznak bizonyult, hogy a merevebb molekulaszerkezet kedvez a

retencid kialakulasanak és eldsegiti a kiralis felismerést.
5. Osszefoglalas

Az €16 szervezetet felépitd vegyliletek tilnyomo tobbsége kiralis. Az optikailag aktiv
vegyiiletek enantiomerjei eltéréen reagalnak kiralis kornyezetben, ezért mind szigorubb
koveteleménnyé valik a gyogyszer- és az ¢élelmiszeiparban az enantiomer tisztasagi
hatdanyagok alkalmazéasa. Sziikségessé valt tehat sztereoszelektiv —szintéziseljarasok
fejlesztése és a mindségbiztositas végrehajtasara alkalmas analitikai eljarasok kidolgozasa. A
kiralis analitika legdinamikusabban fejlddé és leginkabb elterjedt agazata a kiralis
folyadékkromatografia.

A Dbikalutamid (1) egy nem sztereoid szerkezetli antiandrogén, melyet sikerrel
alkalmaznak a prosztatarak kezelésében. Munkatarsaink alternativ sztereoszelektiv
szintéziseljarast dolgoztak ki a bikalutamid (1) eldallitasara. Feladatunk volt a gyartasi
alapanyagok, illetve a kozti €s melléktermékek kiralis tisztasdganak ellendrzésére alkalmas
HPLC-s eljarasokat kifejleszteni. Méréseket végeztiink normal és forditott fazist, valamint
polaris ionos koriilmények kozott.

e Egy celluldz-alapti Chiralcel” OD-H oszlopon megoldottuk a bikalutamid (1),
valamint egy gyartaskozi, illetve egy gyartasi melléktermékének kiralis elvalasztasat,
leirtuk az elvalasztashoz sziikséges optimalis koriilményeket.

e Tobb, kiprobalt makrociklusos glikopeptid-alapu allofazissal rendelkez6 kiralis oszlop
koziil, a Chirobiotic™ T, illetve a Chirobiotic™ TAG bizonyult a legeredményesebbnek
a bikalutamid ¢és alapanyagai valamint melléktermékei vizsgéalata soran. A
Chirobiotic™ T normal fzisban, mig a Chirobiotic'” TAG forditott fizisban és polaris-
ionos modban nyujtott kiemelkedd szelektivitast.

e Megoldottuk a reaktiv, és ennél fogva nehezen analizalhaté koztitermékek kiralis

elvalasztasat egy B-ciklodextrin alapti, Cyclobond™ 12000 SN oszlop alkalmazasaval.
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o Megkiséreltik az 6t vizsgalt vegyiilet analizisét egyetlen kromtografias futtatassal
végrehajtani, azonban arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy ez oldhatdsagi problémak
miatt lehetetlen. Az 0Osszes vegylilet kiralis HPLC-s analizis¢hez legaldbb két
kromatografias felvétel sziikséges.

e Megallapitottuk a vizsgalt vegyliletek enantiomerjeinek elicios sorrendjét az
alkalmazott kiralis all6fazisokon, valamint meghataroztuk az enantiomer tisztasagu
anyagok kiralis szennyezésének mértékét, amely a vizsgalt esetekben maximum 1%-

nak adodott.

Az utobbi évtizedekben nagy érdeklddésre tart szamot a konformacidsan gatolt
aminosavak szintézise. Ilyen szerkezetli aminosavakat peptidekbe épitve ugyanis ismert, €s
alkalmasak lehetnek a sejtek receptorainak szerekezeti feltérképezésére és vizsgalatara. Az
ilyen konformaciosan gatolt aminosavak csaladjaba tartoznak a [-aminosavak, az o-
szubsztitualt aminosavak és az amin nitrogénjiiket gytirtiben hordoz¢é ciklikus iminosavak.

Munkank soran lehetségiink nyilt nitroxid szabadgyokot tartalmazo [-aminosavak
kiralis kromatografids vizsgalatara. A stabil nitroxid szabadgyokot tartalmazo vegyiileteket
felhasznaljak bioldgiai tanulmanyokban mas gyokok spin-csapdajaként, az optikailag aktiv
tipusaikat pedig kiralis oxidaloszerként, valamint akirdlis gyokok kirdlis szarmazékképzo
szereként. A szabadgyokds B-aminosavak bizonyos tipusait peptidekbe épitve alkalmazzak
biologiai és konformacios ESR vizsgalatokhoz.

e Megoldottuk a szabadgyokot tartalmazd Fmoc-védett aminosavak forditott fazist
kozvetlen kiralis elvalasztasat, egy celluléz-alapti Chiralcel™ OD-RH oszlopon. Az
eluensosszetétel és az oszloptér homérséklet valtoztatasaval optimalizaltuk az
elvalasztast.

o Kozvetett kirdlis kromatografids eljarasokat fejlesztettiink ki a nem védett aminosavak
enantiomerjeinek elvalasztasara. Az FDAA, a GITC és az (S)-NIFE kiralis
szarmazékképz0 reagens alkalmassagat teszteltik.  Vizsgaltuk, hogy a
reakciokoriilmények valtoztatdsa milyen hatdssal van a képz6dd diasztereomer
szarmazekok konverzidjara €s az aminosavak racemizacidjara.

o Azt tapasztaltuk, hogy az FDAA viszonylag kis reaktivitdsa miatt nem alkalmas

ilyen tipust aminosavak szarmazékképzésére és elvalasztasara.

o A GITC alkalmazasa soran a megfeleld mértékli termékképzddés mellett nagy

mértékli racemizaciot figyeltink meg. Amikor megkiséreltik a racemizaciot
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visszaszoritani (enyhébb reakcid koriilmények alkalmazasaval) a kitermelés is
csokkent.
o A vizsgalt KSR-ek koziil egyediil az (S)-NIFE bizonyult kellképpen reaktivnak és
szelektivnek a gytirtis, szabadgyokds aminosavak kiralis elvalasztasahoz.
Meghataroztuk a vizsgalt enantiomerek elucids sorrendjét minden kifejlesztett
modszer alkalmazésa soran.
Meghataroztuk az enantiomer tisztasagii anyagok kirdlis szennyezésének mértékét
kozvetlen és kozvetett modszerekkel egyarant. Az (S)-NIFE felhasznalasaval nyert

szennyezés értékek Osszevethetdek a kozvetlen modszerrel kapott értékekkel.

A konformacidsan gatolt aminosavak masik tipusa a szekunder o-aminosavak

(iminosavak) csoportja. Vizsgalataink soran iminosavak enantiomerjeit valasztottuk el két,

rokon szerkezetli makrociklusos glikopeptid-alapt allofazison.

Kozvetlen kiralis kromtografids eljarasokat dolgoztunk ki a vizsgalt iminosavak
enantiomerjeinek elvalasztasara.

Megvizsgaltuk a mozgo6fazis Osszetételének ¢és az eluens pH-jdnak hatasat az
elvalasztasra. Az eluens pH-janak retenciora gyakorolt hatasat vizsgalva bizonyitékot
talaltunk az allo6fazison talalhato karboxilcsoporton keresztiil 1étrejovo elektrosztatikus
kolcsonhatasok retencids folyamatban betoltott szerepére.

Osszehasonlitottuk a két rokon szerkezetii kirdlis szelektor, a teicoplanin és a
teicoplanin aglikon elvalasztoképességét a vizsgalt iminosavakkal szemben. Hasonlo
megallapitasokat tehettiink, mint amit az irodalomban a 3-aminosavakra vonatkoz6an
talaltunk, azaz a teicoplanin szelektor gyakran hatékonyabbnak bizonyul a teicoplanin
aglikonnal. Ez azzal magyaraztuk, hogy a merev szerkezetii és sztérikusan gatolt [B-
aminosavak illetve az iminosavak kevésbé illeszkednek a szelektor hidrofob tiregeibe,
illetve gyengébb elektrosztatikus kdlcsonhatasokat képesek 1étrehozni. Emiatt el6térbe

keriil a hidrogén kotések és a sztérikus kolcsonhatasok kialakitdsanak képessége.

Az utdbbi évtizedekben a kiralis kromatografia teriiletén dolgozo kutatok egyre tobb

eréfeszitést tesznek a kirdlis felismerést 1étrehoz6 kolcsonhatdsok megismerésére. E célbol

szamos modszert fejlesztettek ki, melyek koziil mi az egyik legelterjedtebben alkalmazott

eljarast valasztottuk egy kinin-karbamat-alapti kiralis szelektor vizsgalatara. Vizsgalataink

soran forditott fazisu koriilmények kozott valasztottuk el tizenhat glicin és fenilalanin analog

aminosav 4-féle acilezett szarmazékanak enantiomerjeit. Munkank soran tanulmanyoztuk a

hémérséklet, a mozgofazis Osszetétel €s a vegyliletek szerkezetének hatasat az elvalasztasra.
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Eléallitottuk a vizsgalt aminosavak Z-, DNZ-, Bz-, illetve DNB-szarmazékait.
Altaldnossagban elmondhatjuk, hogy a képzédott szarmazékok retencidja Z, Bz, DNZ,
DNB sorrendben novekedett.
278 ¢és 343 K kozotti hdmérséklettartomanyban nyolc hdmérsékleten felvettiik a
vizsgalt anyagok kromatogramjat. A hdmérséklet emelése soran a retencids faktorok
(k') és a szelektivitasi tényezok (o) értékei csokkentek, a felbontas (Rs) viszont
maximum jellegli hdémérsékletfiiggést irt le.
Annak érdekében, hogy vizsgalhassuk a forditott fazisi rendszerekben
kulcsfontossagi  hidrofob-hidrofob kolcsonhatasok szerepét az altalunk vizsgalt
rendszerben, egy szamitégépes szoftver segitségével kiszamitottuk a vegytiletek 1-
oktanol/viz elegyben kialakuld6 megoszlasi hanyadosanak 10-es alapu logaritmusat
(log P), és Osszevetettik az eltér6 oldallinci aminosavak kromatografias
viselkedésével. Ebbol a célbol tovabba megvizsgaltuk az eluensosszetétel
valtoztatasanak hatdsat a 22, 26 és a 27 vegyiletek Z- és DNZ-szdrmazékainak
kromatografids paramétereire. Vizsgéalatainkbol arra kovetkeztettiink, hogy a hidrofo-
hidrofob kolcsonhatasok meghatarozd szerepet jatszanak ugyan a visszatartas
1étrejottében, de szelektivitasuk kicsi. Mas, nagyobb szelektivitasi kdlesonhatdsok
létrejottével is szdmolnunk kell, kiilonos tekintettel az elektrosztatikus és a Lewis-féle
sav-bazis kolcsonhatdsokra valamint a hidrogén kotések kialakuldséra.

A kiilonbozé homérsékleten mért kromatografias paraméterekbdl kiszamitottuk a

vizsgalt rendszerben létrejové enantiomermegoszlasra jellemz6 termodinamikai

paramétereket, vagyis a fellépo entalpia- és entropiavaltozasokat, valamint az egyes
enantiomerekre jellemzOé entalpia-, entrépia- ¢és szabadentalpia valtozasok
kiilonbségeit.

o A szelektoron talalhatd m-bazikus kinolin gyiirii és a DNZ- és DNB-védett
aminosavak m-savas nitro-szubsztitualt aromas gytrii kozt fellépd Lewis-féle sav-
bazis kdlcsonhatasok jelentdsen hozzajarulnak mind a visszatartds, mind pedig a
szelektivitas létrejottéhez.

o A merevebb molekulaszerkezet elgsegiti a kiralis elvalasztast.

o A hidrogén kotések kialakulasa nagyban hozzajarul a retencid létrjottéhez, de a
kiralis felismerésben kisebb szerepet jatszik.

o A sztérikus kolcsonhatasok jelentdésen befolyasoljak az elvalasztast, de hatasuk

lehet kedvezo és kedvezitlen is.
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Summary

Most of natural compounds are chiral. The enantiomers of optically active compounds
interact differently in chiral environment. Accordingly, the application of enantiopure
substances has become a very strict requirement in the pharmaceutical and food industry.
Therefore, development of stereoselective synthetic procedures and appropriate analytical
processes for the quality control has become necessary. Nowadays the chiral high-
performance liquid chromatography (HPLC) is the most dynamically developing and widely
applied branch of the chiral analytics.

The bicalutamide (1) is a nonsteroidal antiandrogen active pharmaceutical ingredient
and it is successfully applied in the therapy of prostate cancer. A new alternative synthetic
procedure for the preparation of bicalutamide (1) was developed by our co-workers. Our task
was to develop chiral HPLC methods in order to control the enantiopurity of the starting
materials, the intermediates and the side products of the synthesis of bicalutamide (1).
Normal-, reversed phase and polar-ionic HPLC modes were applied.

e Enantioseparation of bicalutamide and one of its intermediates and a side product was
carried out on a Chiralcel™ OD-RH column. The optimized chromatographic
parameters were described.

e The usefulness of various macrocyclic glycopeptide-based stationary phases during
the enantioseparation of bicalutamide and its starting materials, intermediates and side
products was investigated. Among the applied columns the Chirobiotic™ T and
Chirobiotic™ TAG exhibited the best efficiency. The Chirobiotic™ T demonstrated
outstanding selectivity in case of normal-phase analyses. In the reversed-phase
investigations the Chirobiotic™ TAG showed similarly excellent enantioselectivity.

e The enantioseparation of reactive, therefore hardly analyzable intermediates was
carried out on a B-cyclodextrin-based Cyclobond™ I 2000 SN column.

e Enantioseparation of the stereoisomers of the five investigated compounds in one
chromatographic run was attempted, but due to solvation problems it failed. At least
two injections were needed to separate the stereoisomers of all compounds.

e The elution sequence of the enantiomers of all compounds on all of the investigated
stationary phases was determined. The chiral contaminations in the enantiopure

samples were found to be less than 1%.

In the past decades there has been a growing interest in the synthesis of sterically

hindered amino acids. Structurally known and relatively stable peptides can be prepared using
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these amino acids. These peptides are useable for the investigation and exploration of cell

receptors. The family of these amino acids included B-amino acids, a-substituted amino acids

and secondary a-amino acids (“imino acids”).

Stable nitroxide free radicals are applied as spin traps of other radicals in biological

studies. The optically active ones are used as chiral oxidizing agents and chiral derivatizing

agents of achiral radicals. Some types of spin-labeled amino acids are often built in peptides

for biological and conformational EPR studies.

The direct chiral separation of Fmoc-protected spin-labeled f-amino acids was carried
out on a Chiralcel™ OD-RH column in reversed-phase mode. The separation was
optimized by changing the mobile phase composition and column temperature.
Indirect chiral chromatographic processes were developed for the separation of
isomers of unprotected amino acids. The effectiveness of three chiral derivatizing
agents (CDAs) — FDAA, GITC and (S)-NIFE — was tested. The influence of changing
reaction conditions for the conversion of diastereomeric derivatives and for the
racemization of amino acids was investigated.

o The FDAA seemed to be the least applicable for the derivatization and
enantioseparation of spin-labeled B-amino acids, because of its mild reactivity.

o When using GITC, acceptable yield of conversion but high degree of racemization
was observed. To avoid racemization, milder reaction conditions were applied and
the yield decreased.

o Among the investigated CDAs, the (S)-NIFE was the only one, which exhibited
reactivity and selectivity for the separation of enantiomers of cyclic, spin-labeled
[3-amino acids.

The elution sequences of the stereoisomers were determined in each method.

The enantiopurity was determined for both the direct and indirect methods and

comparable results were obtained.

Other type of conformationally constrained amino acids is the group of secondary .-

amino acids (“imino acids”). The enantioseparation of some of these amino acids were

accomplished on two, structurally similar macrocyclic glycopeptide-based stationary phases.

Direct chromatographic processes were developed for the separation of enantiomers of
these types of amino acids.
The influence of the mobile phase composition and the pH of the mobile phase on the

chromatographic parameters were investigated. The change of pH revealed that

61



electrostatic interactions forming, via the carboxylic group of the stationary phase,
exhibited an important role in the retention process.

The separation ability of the two similar glycopeptide-based stationary phases was
compared for the separation of imino acid enantiomers. Our observations were similar
to those described in the literature for the B-amino acids. Accordingly, the native
teicoplanin selector was often proved higher selectivity than the teicoplanin aglycon.
We explained this behavior by the hard fitting of the rigid and sterically hindered [3-
amino and imino acids in the hydrophobic cavities of the chiral stationary phases
(CSPs). In the case of teicoplanin, despite the covered hydrophobic cavities (by sugar
moieties), the CSP exhibited higher efficiency, due to hydrogen bond formation or

increased steric interactions.

In the past decades more and more efforts have been made to explore those

interactions, which are involved in chiral recognition. For this purpose numerous processes

have been developed. In our work on a quinine-carbamate based CSP, the influence of the

column temperature, the mobile phase composition and structure of the sample molecules on

the chiral recognition process were investigated.

For these purposes four kinds of acylated derivatives of sixteen glycine and
phenylalanine analogues [benzyloxy-carbonyl (Z), the 3,5-dinitro-benzyloxy-carbonyl
(DNZ), the benzoyl (Bz) and the 3,5-dinitro-benzoyl (DNB) derivatives] were
prepared.

Generally the retention of enantiomers increased in the sequnece Z < Bz < DNZ <
DNB.

The chromatograms of the investigated compounds were recorded at eight
temperatures in the range of 278-343 K. With increasing temperature the values of the
retention factors (k°) and selectivity factors (<) were decreased however the resolution
(Rs) showed a maximum curve.

In order to investigate the role of hydrophobic interactions in our chromatographic
system the 10-based logarithm of distribution-ratio of the investigated amino acids in
1-octanol/water mixture (log P) were calculated. The calculated log P values were
compared with retention factors for Z and DNZ derivatives of 22, 26 and 27 in
different mobile phase systems. Our conclusion was that hydrophobic interactions play
important role in the retention process, but they have small selectivity. Other
interactions should be considered, which have larger selectivity, especially

electrostatic, w-acid m-basic interactions and hydrogen bonds.
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The enthalpy (4H°) and entropy change (4S5°) as well as the difference of change in

enthalpy [A(4H")], entropy [A(4S°)], and Gibbs free energy [A(4G")], with respect to

each pair of enantiomers were calculated from chromatographic parameters measured
at different temperatures.

o The m-acidic w-basic interactions existing between the n-basic quinoline rings of
the selector and the m-acidic nitro-substituted aromatic rings of DNZ and DNB
derivatized analytes greatly contribute to the increase of both the retention and the
selectivity.

o The higher rigidity of molecular structure generally accounts for the chiral
recognition but the influence of sterical interactions can be favorable and
unfavorable, too.

o The formation of hydrogen bonds generally contributes to the retention but it has

less importance in the chiral recognition.
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F. 1. abra

Fiiggelék

1. csoport: A bikalutamid (1) és gyartaskozti- illetve melléktermékeinek szerkezete
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O OH .

NC NHAH—g—CHz—ﬁ@fF
CHs 0

FsC

NC NHAH—’—CHZCI
CHg3

I
o ,0
1/

@)

T
]
O=wn=0
m

72

FsC
O o

NC NHJ—F
CH;

3
FsC
O OH
NC NHAH—’—CHZOH
CH3
5



F. 2. abra
2. csoport: A transz-3-amino-1-oxil-2,2,5,5-tetrametilpirrolidin-4-karbonsav (POAC) ¢és a
cisz-4-amino-1-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-3-karbonsav (B-TOAC) szerkezeti képletei

(3S,49)
X Y
6 H-— -OH H-transz-POAC-OH
7 Fmoc— -OH Fmoc-transz-POAC-OH
N N
. 1 > 1
5 . 3 )
CO—Y -~ "CO—Y
X—NH X—NH
(3S,49) (3R4R)
X Y
8 H- -OH H-cisz-3-TOAC-OH
9 H- —OCHg3 H-cisz-B-TOAC-OMe
10 Fmoc— -OH Fmoc-cisz-B-TOAC-OH
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F. 3. abra
3. csoport: A vizsgalt szekunder oi-aminosavak (iminosavak) szerkezete

HO
=
NH "COOH NH  "CH,
11

NH™ >COOH NH~ >COOH
12 13 14
OH
HO... (j\ [NHj\ H3C\[NH
NH™ NCOOH NH™ ~COOH NH~ >COOH NHj\COOH
15 16 17 18
() S
NH COOH (NHj\COOH
19 20
F. 4. abra

4. csoport: A vizsgalt glicin analogok szerkezeti képletei

o

H,N—CH—COOH H)N—CH—COOH  H,N—CH—COOH HoN—CH—COOH

21 22 23 24
H3C—(|:: CH2 H3C—C|:H—CH3
CH; CHy

| |
H;N—CH—COOH  H,N—CH—COOH

25 26

74



F. 5. abra
5. csoport: A vizsgalt fenilalanin analogok kémia szerkezete

CHs CHs
0 Q. QA
CH CH, CHe CH,
H,N—CH—COOH  H,N—CH—COOH H,N—CH—COOH  H,N—CH—COOH
28 29 30
CHs F
F
3C CHs ©
Chy CH—CH, CHy CH,
H,;N—CH—COOH  H,N— H—COOH H,N—CH—COOH H,N—CH—COOH
31 32,33 34 35

F
L OO
F F

| |
H,N—CH—COOH H,N—CH—COOH
36 37

F. 6. abra
Az alkalmazott karbamoil- és acil- csoportok kémiai szerkezete

O

@ﬂo)% OZN@AO%

e

Bz DNB
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F. 7. abra

Az (R,S)-bikalutamid és szintézis kiindulasi és koztitermékének néhany kivalasztott
kromatogramja: (A) (R,S)- és (—)-bikalutamid (1), (B) (£)- és (—)-3-klor-N-(4-ciano-3-

trifluormetil-fenil)-2-hidroxi-2-metil-propanamid  (2),

©) (-)-N-(4-ciano-3-

(#)- ¢s

trifluormetil-fenil)-2-metil-oxiran-karboxamid (3)

(=) enantiomer
(+) enantiormer
< < 0,13 %
0 10 15 20 0 5 10 15 20
1dé / pere 146/ pere
(=) emantiomer
< < (+) enantiomer
’ 0,98 %
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40
1dé6 / perc 1dé6 / perc
(=) enantiomer
< <
(+) enantiomer
1%
Szennyezés /
A e
0 é “1 é é 1‘0 0 2 4 6 8 10
1dé / perc Id6 / perc

Kromatogréafids koriilmények: oszlop, (A) Chirobiotic™ T, (B) Cyclobond™ I 2000 SN, (C) Chiralcel™ OD-H;
eluensosszetétel, (A) Hex/IPA = 10/90 (v/v), (B) Hex/EtOH = 92,5/7,5 (v/v), (C) Hex/IPA = 60/40 (v/v);
aramlasi sebesség, 0,8 ml/perc, a (C) kromatogramok esetén 0,5 ml/perc; kolonnatér hémérséklet, 25 °C;
detektalasi hullamhossz, 254 nm.
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F. 8. abra

Az (+)-bikalutamid szintézis melléktermékeinek néhany kivalasztott kromatogramja: (A) (+)-
4-fluor-fenil-szulfonil-2-hidroxi-2-metil-propionsav (4), (B) (+)- és (-)-3-hidroxi-N-(4-ciano-
3-trifluormetil-fenil)-2-hidroxi-2-metil-propansavamid (5)

. (+) enantiomer
() enantiomer
< < I
Szennyezés
0 2 4 6 8 10 1 0 2 4 6 8 10 12
1dé / perc Idé / perc
(=) enantiomer
(+) enantiorpe r'd
< < 0,10 %
Szennyezé
0 5 LO 1; 0 5 10 15 20 25
1dé / perc 1dé6 / perc

Kromatografias koriilmények: oszlop, (A) Chirobiotic™ R, (B) Chirobiotic™ T; eluensdsszetétel, (A)
MeOH/AcOH/TEA = 100/0,1/0,1 (v/v/v), (B) Hex/TPA = 10/90 (v/v); aramlasi sebesség, 0,8 ml/perc; kolonnatér
homérséklet, 25 °C; detektalasi hullamhossz, 254 nm; a 4 vegyiilet elucids sorrendjét (—) enantiomerben dusitott
racém keverékkel hataroztuk meg.

77



F. 9. abra

A transz-3-amino-1-oxil-2,2,5,5-tetrametilpirrolidin-4-karbonsav (POAC) (6) és a cisz-4-
amino-1-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-3-karbonsav (B-TOAC) (8) (S)-NIFE-vel (A és B)
illetve GITC-vel (C és D) képzett diasztereomer szarmazékainak elvalasztasa

- k\ N

19 24 29 29 31 33 35 37
Idé / perc
Idé6 / perc

25 27 29 31 29 31 33 35 37
1dé6 / perc 1dé / perc

Kromatografias koriilmények: oszlop, Vydac 218TP™ Series; eluens, 0,1 M TEAA (aq) (pH = 6,5)/MeOH (v/v),
gradiens eltcio; detektalasi hullamhossz, (S)-NIFE — 205 nm, GITC — 254 nm; aramlasi sebesség, 0,8 ml/perc;
homérséklet, 25 °C, a minték a (+) és (—) enantiomerek mesterséges keverékei.

A ¢és B: Linearis gradiens: 0 perc, 0,1 M TEAA (aq) (pH = 6,5)/MeOH = 90/10 (v/v), 60 perc, 0,1 M TEAA (aq)
(pH = 6,5)/MeOH = 10/90 (V/V).

C ¢és D: Linearis gradiens: 0 perc, 0,1 M TEAA (aq) (pH = 6,5)/MeOH = 90/10 (v/v), 60 perc, 0,1 M TEAA (aq)
(pH = 6,5)/MeOH = 30/70 (v/v).
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F. 10. abra

A Chirobiotic™ T és TAG oszlopon mért retencids faktor (k) és szelektivitasi tényezok (o) a
mozg6fazis pH-janak fliggvényében, (A) (R,S)-pipekolinsav (14), (B) (R,S)-piperazin-2-
karbonsav (17)

T A TAG
1,5 A/A—A\A—A\A 3,0+ A/A,,A\A/A/A
S 3
1,0 4
2,0 -
2,5 |
- . 6,0+
¢ A/-‘/"\‘\A\‘ ¢
2,0 |
4,0
1’5 B .\'74.“\4\.
.‘.‘.—.\.\.
2,0
1V0 T T T 1 T T T 1
4 5 6 7 4 5 6 7
pH B pH
2,0
1,2 ]
Ny A/A/A/A—A\A | A/A//AAA
1,0 J 1,0 =
6,0 = 15'0 -
2 p ¢ ]
40 10,0
5,0
2,0 1
T T T 1 T T T 1
4 5 6 7 4 5 6 7
pH pH

Kromatografias koriilmények: oszlop, Chirobiotic™ T és TAG; aramlasi sebesség, 1,0 ml/perc; detektalasi
hullamhossz, 205 nm; hémérséklet 25 °C; eluensosszetétel, 0,1 % TEAA (pH = 6,5)/MeOH = 60/40 (v/v).
Jelmagyarazat: (@) az elséként elualédo enantiomer retencios faktora, ki ’; (A ) a masodjara elualédo enantiomer
retencios faktora, ky’; (A) szelektivitasi tényezo, a.
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F. 11. abra
Az iminosavak elvélasztasa sordn kapott néhany kivalasztott kromatogram

11 12

0 5 10 15 20 0 5 10 15
1do6 / perc 1dé6 / perc
14 15

0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20
Idé / perc 1dé / perc
19 20
A N
0 5) 10 15 0 5 10 15 20
Idé / perc Id6 / perc

Kromatografias koriilmények: oszlop, Chirobiotic™ T (11 és 15 vegyiiletek esetén), Chirobiotic” TAG oszlop
(12, 14, 19 és 20 vegyiiletek esetén); mozgofazis, 0,1 % TEAA (aq) (pH = 6,5)/MeOH, a 11 és 15 vegyiiletek
esetén 20/80 (v/v), a 14 vegyiilet esetén 60/40 (v/v), a 12 vegyiilet esetén 70/30 (v/v), és a 19 és 20 vegyiiletek

esetén 90/10 (v/v); aramlasi sebesség, 1,0 ml/perc; kolonnatér hdmérséklet, 25 °C detektalasi hullamhossz 205
nm.
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F. 1. Tablazat
A Chirobiotic™ T és TAG oszlopon vizsgalt iminosavak elvalasztdsa sordn kapott
kromatografias eredmények

Eluens- -A(AG®)
Vegyiilet Oszlop osszetétel k’ ka2’ a Rs kJ mol*
(VIv)
T 60/40 0,16 0,26 1,63 1,21 1,21
20/80 2,77 3,62 1,31 1,87 0,67
1 60/40 1,11 1,39 1,25 1,19 0,55
TAG 40/60 1,96 2,51 1,28 1,55 0,61
T 60/40 1,12 1,36 1,21 1,43 0,47
122 60/40 2,09 2,21 1,05 0,60 0,12
TAG
70/30 2,36 3,18 1,35 1,55 0,74
60/40 1,51 1,72 1,14 <0,40 0,32
13 T 20/80 3,29 4,22 1,28 1,52 0,61
TAG 60/40 2,21 4,41 1,99 2,38 1,70
T 60/40 1,51 2,20 1,45 2,00 0,92
14 TAG 60/40 2,34 7,08 3,03 2,90 2,75
60/40 1,03 1,17 1,14 0,80 0,32
15 T 20/80 2,23 2,99 1,34 1,81 0,73
TAG 60/40 1,07 1,93 1,80 2,00 1,45
60/40 0,27 0,34 1,26 0,65 0,57
T 20/80 0,75 1,01 1,35 1,42 0,74
16 60/40 1,85 2,03 1,10 0,70 0,24
TAG 40/60 2,78 3,13 1,13 1,00 0,30
20/80 5,63 6,12 1,09 0,90 0,21
60/40 1,80 2,08 1,16 1,10 0,37
172 T 20/80 6,96 9,21 1,32 1,70 0,69
TAG 60/40 4,99 6,53 1,31 1,30 0,67
30/70 6,63 11,14 1,68 2,40 1,29
T 60/40 2,33 3,25 1,39 1,70 0,82
18 TAG 60/40 2,54 5,07 2,00 2,30 1,72
T 60/40 0,21 0,58 2,76 2,56 2,52
19 TAG 60/40 1,86 4,17 2,24 2,80 2,00
T 60/40 0,45 0,88 1,96 2,24 1,67
20 TAG 60/40 2,80 8,79 3,14 3,26 2,83

Kromatografias kériilmények: oszlop, Chirobiotic™ T és TAG; aramlasi sebesség, 1,0 ml/perc; detektalasi
hullamhossz, 205 nm; hémérséklet 25 °C; eluensosszetétel, 0,1 % TEAA (pH = 6,5)/MeOH (v/v)
2 Elacids sorrend nem tisztazott
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F. 2. Tablazat
Az N-acilezett Gly és Phe analog aminosavak kromatografias paraméterei 278 illetve 343 K

homérsékleten
Amino- Homérsék- Z DNZ Bz DNB?
sav let (K) ki’ a Rs ki’ a Rs ki’ o Rs ki’ o Rs
21 278 1126 126 20 20,34 2,19 8,6 943 189 59 11,07 7,46 17,0
343 240 109 12 320 134 36 209 1,32 39 268 302 149
22 278 13,10 128 26 2505 229 86 1510 157 3,7 12,08 858 2838
343 221 111 12 317 136 37 2,66 121 26 29 291 15
23 278 10,16 147 34 2067 331 110 845 264 65 11,97 10,04 245
343 224 117 18 333 159 6,3 227 141 40 2,99 3655 12,2
24 278 1439 126 36 265 227 96 1163 1,78 65 11,90 8,03 18,8
343 264 110 14 361 135 40 230 1,29 35 3,00 3,00 12,1
25 278 511 1,17 19 1090 2,70 94 396 295 9,6 6,24 15,39 18,9
343 151 1,13 10 210 145 4,2 1,33 1,47 29 1,85 484 16,4
26 278 388 134 2,7 850 358 112 320 3,18 55 579 16,69 19,5
343 1,21 1,16 10 183 161 5.2 1,07 1,70 4,3 1,84 523 16,7
27 278 8,79 129 2,7 16,38 239 6,9 6,55 2,36 7,1 8,46 12,11 20,8
343 210 109 13 282 137 4.1 204 124 31 2,30 3,79 14,3
28 278 933 136 34 17,01 243 7,1 702 244 7,0 8,89 12,62 18,5
343 208 1,14 19 290 140 43 197 133 42 245 374 155
29 278 830 1,27 18 1506 2,49 8,2 598 265 8,2 8,68 13,47 16,3
343 203 109 11 280 138 338 198 129 31 240 4,18 151
30 278 881 128 24 1608 246 78 627 269 74 935 1400 188
343 203 1,10 13 289 138 4.1 198 1,32 3,7 246 420 149
31 278 7,70 135 25 1440 243 74 6,41 287 93 9,09 13,65 17,2
343 201 107 10 284 133 39 203 158 5.2 253 388 148
32 278 803 127 2,2 1532 1,77 5,8 580 1,77 5,6 7,89 531 14,4
343 1,99 108 1,1 280 125 31 18 117 20 223 237 94
33 278 6,77 193 49 1369 406 110 595 351 109 7,83 14,11 17,7
343 191 121 23 264 1,70 6,7 190 1,47 54 227 440 17,1
34 278 770 136 30 1470 239 7.8 588 2,33 8,0 7,78 11,01 19,2
343 194 1,12 15 263 140 3,9 193 124 25 2,34 3,59 150
35 278 883 125 2,1 16,09 2,33 8,3 6,39 242 7,1 8,19 11,76 184
343 206 109 10 280 1,37 4.2 193 127 32 2,28 369 149
36 278 795 129 25 1565 2,33 8,6 6,06 2,79 4.2 8,24 14,23 21,6
343 196 1,09 09 271 138 44 19 126 28 213 451 149
37 278 17,31 125 21 2720 221 74 13,24 228 7,3 1424 1194 189
343 307 1,15 16 4,02 139 45 279 140 48 334 377 137

Kromatografias kériilmények: oszlop, Prontosil™ 120-5 tBUCQN; mozgofazisdsszetétel, 0,2 M NH,OAc/MeOH
= 10/90 (v/v) pHa = 6,0; aramlasi sebesség, 0,5 ml/perc (a DNB szarmazékok esetén 0,8 ml/perc); detektalasi
hullamhossz, 230 nm. * A legalacsonyabb hémérséklet 293 K.
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F. 3. Tablazat
A vizsgalt N-acilezett aminosav enantiomerek (21-28) kromatografias megoszlasanak
entalpia- és entropiavaltozasa

Amino- N-acil- AH:° AH2° AS1°# AS°# Korrelacios Korrelacios
sav  csoport (kJ/mol) (kJ/mol) (J/mol/K) (JI/mol/K) egyiittlzlaté, egyﬁttlzlat('),
R1 R2
21 Z -18,5 -20,2 -46,1 -50,6 0,997 0,997
DNZ -22,7 -28,8 -56,1 -71,3 0,995 0,997
Bz -18,6 -23,0 -47.8 -58,2 0,994 0,994
DNB -23,7 -38,8 -60,8 -95,7 0,999 1,000
22 Z -21,0 -22,9 -53,8 -58,6 0,994 0,996
DNZ -25,3 -31,7 -63,8 -79,7 0,997 0,998
Bz -23,7 -28,4 -63,3 -74,4 0,995 0,998
DNB -23,8 -41,5 -60,5 -103,1 0,999 1,000
23 Z -18,0 -21,0 -44.9 -52,5 0,993 0,996
DNZ -22,3 -31,2 -54.,5 -76,7 0,996 0,998
Bz -16,0 -23,6 -39,5 -58,6 0,993 0,997
DNB -23,6 -40,4 -59,9 -98,1 0,999 1,000
24 Z -20,4 -22,1 -51,1 -55,0 0,997 0,997
DNZ -24,4 -30,7 -60,1 -75,9 0,996 0,998
Bz -19,9 -23,8 -50,8 -59,9 0,996 0,997
DNB -23,2 -39,0 -58,4 -95,4 0,998 0,998
25 4 -14,7 -15,3 -39,0 -39,6 0,993 0,986
DNZ -19,9 -27,4 -51,2 -70,2 0,996 0,998
Bz -13,5 -21,8 -36,7 -57,7 0,986 0,998
DNB -20,3 -39,7 -54,1 -97,4 0,999 1,000
26 Z -13,9 -15,6 -38,6 -42,3 0,992 0,994
DNZ -18,6 -28,3 -48,6 -73,0 0,994 0,998
Bz -13,0 -20,7 -36,6 -55,0 0,981 0,997
DNB -19,5 -38,8 -51,9 -94.3 0,997 0,999
27 Z -17,6 -19,6 -44.9 -50,0 0,993 0,994
DNZ -21,4 -28,3 -53,3 -70,8 0,998 0,999
Bz -14,6 -22,5 -36,6 -57,7 0,991 0,997
DNB -21,9 -41,2 -56,8 -102,2 0,999 1,000
28 Z -18,2 -20,4 -46,6 -51,8 0,992 0,994
DNZ -21,7 -28,5 -53,9 -71,1 0,997 0,999
Bz -15,7 -23,2 -39,7 -59,5 0,991 0,997
DNB -21,7 -41,9 -55,7 -103,9 0,999 1,000

Kromatografias koriilmények: oszlop, Prontosil™ 120-5 tBUCQN; mozgofazisosszetétel, 0,2 M NH4,OAc/MeOH
= 10/90 (v/v) pH, = 6,0; aramlasi sebesség, 0,5 ml/perc (a DNB szarmazékok esetén 0,8 ml/perc); detektalasi
hullamhossz, 230 nm; hémérséklet, 278-343 K (DNB szarmazékok esetén 293-343 K). AS% = AS°+ R In @
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F. 4. Tablazat
A vizsgalt N-acilezett aminosav enantiomerek (29-37) kromatografias megoszlasanak
entalpia- és entropiavaltozasa

Amino-  N-acil- AHz° AH2° AS1°* AS°* Korrelaciés Korrelacios
sav csoport  (kJ/mol) (kJ/mol) (I/mol/K)  (I/mol/K) egyiittlzlaté, egyiittlznaté,
R1 R2
29 Z -17,4 -19,3 -44.4 -49,3 0,993 0,994
DNZ -20,4 -27,7 -50,5 -69,3 0,997 0,999
Bz -13,8 -22,7 -50,8 -58,2 0,985 0,996
DNB -21,6 -41,2 -55,8 -101,2 0,999 1,000
30 Z -17,9 -19,8 -46,0 -50,7 0,993 0,994
DNZ -20,8 -28,0 -51,5 -70,0 0,997 0,999
Bz -14,5 -23,3 -36,3 -59,7 0,984 0,996
DNB -22.,8 -42.,9 -58,9 -105,8 0,997 0,992
31 Z -16,3 -19,2 -41,3 -49,2 0,993 0,996
DNZ -19,9 -27,4 -48,9 -68,6 0,996 0,999
Bz -14,5 -21,7 -35,9 -53,4 0,987 0,998
DNB -21,6 -42,6 -55,4 -105,2 0,999 1,000
32 Z -17,2 -19,3 -43,9 -49,5 0,992 0,994
DNZ -20,6 -24.9 -51,1 -61,7 0,996 0,996
Bz -14,3 -19,3 -36,1 -49,6 0,987 0,995
DNB -21,6 -35,2 -56,3 -89,0 0,995 0,996
33 Z -15,5 -21,3 -39,4 -54.8 0,991 0,997
DNZ -19,6 -30,9 -48,6 -77,4 0,994 0,999
Bz -14,2 -24.8 -35,6 -63,4 0,987 0,998
DNB -21,1 -40,5 -54,8 -99,1 0,996 0,999
34 Z -17,0 -19,3 -43,6 -49,5 0,994 0,995
DNZ -21,0 -27,6 -52,7 -69,2 0,997 0,999
Bz -13,4 -21,5 -33,2 -55,3 0,990 0,998
DNB -20,8 -39,6 -53,7 -98,1 0,995 0,998
35 Z -17,6 -19,3 -45,0 -49,1 0,995 0,995
DNZ -21,2 -27,9 -53,0 -69,7 0,998 0,999
Bz -14,9 -22,6 -37,8 -58,3 0,993 0,999
DNB -21,8 -41,1 -56,6 -102,1 0,996 0,999
36 Z -17,0 -19,1 -43,5 -49,1 0,993 0,995
DNZ -21,3 -27,8 -53,3 -69,7 0,997 0,999
Bz -14,2 -23,8 -35,5 -61,7 0,994 0,999
DNB -22,7 -41,5 -59,8 -102,0 0,998 0,996
37 Z -20,9 -22,0 -51,3 -53,1 0,996 0,995
DNZ -23,5 -29,5 -56,8 -71,5 0,997 0,998
Bz -19,0 -25,2 -71,4 -61,7 0,994 0,998
DNB -24,4 -43,6 -61,2 -106,2 0,999 1,000

Kromatografias koriilmények: oszlop, Prontosil” 120-5 tBUCQN; mozgo6fazisosszetétel, 0,2 M NH,OAc/MeOH
= 10/90 (v/v) pHa = 6,0; aramlasi sebesség, 0,5 ml/perc (a DNB szarmazékok esetén 0,8 ml/perc); detektalasi
hullamhossz, 230 nm; hdmérséklet, 278-343 K (DNB szarmazékok esetén 293-343 K). AS% = AS°+ R In ¢
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F. 5. Tablazat
A vizsgalt N-acilezett aminosav enantiomerek (21-28) kromatografias megoszlasanak
entalpia- és entropia- és szabadentalpia valtozasanak kiillonbségei

Amino- N-acil- A(AHP) A(AS®)  Korrelacios A(AG®)203x Q203
sav csoport (kJ/mol) (I/mol/K) egyiittglaté, (kJ/mol)
R
21 Z -1,8 -4,4 0,995 -0,5 14
DNZ -6,1 -15,3 0,998 -1,6 14
Bz -4,3 -10,3 0,998 -1,3 1,4
DNB -15,1 -34,9 1,000 -4,9 15
22 Z -1,9 -4,8 0,988 -0,5 14
DNZ -6,4 -16,0 0,999 -1,7 14
Bz -2,8 -6,1 0,922 -1,0 1,6
DNB -17,7 -42,5 0,997 -5,2 14
23 Z -3,0 -1,4 0,985 -0,8 14
DNZ -9,0 -22,3 0,999 -2,4 14
Bz -7,6 -19,1 0,999 -1,9 1,3
DNB -16,8 -38,2 0,995 -5,6 1,5
24 Z -1,6 -4,0 0,999 -0,5 1,4
DNZ -6,3 -15,8 0,997 -1,6 1,4
Bz -3,9 -9,3 0,999 -1,2 14
DNB -17,2 -41.,4 0,989 -5,1 14
25 Z -1,3 -2,6 0,967 -0,5 1,7
DNZ -7,6 -19,0 0,999 -2,0 14
Bz -8,3 -21,0 0,988 -2,2 14
DNB -19,3 -43,3 1,000 -6,7 1,5
26 Z -1,7 -3,7 0,998 -0,6 1,6
DNZ -9,7 -24,4 1,000 -2,6 14
Bz -1,7 -18,4 0,991 -2,4 14
DNB -19,0 -41,5 0,998 -6,8 1,6
27 z -2,0 -5,2 0,996 -0,5 1,3
DNZ -6,9 -17,6 0,995 -1,7 1,3
Bz -7,9 -21,2 0,998 -1,6 1,3
DNB -19,3 -45,4 0,998 -6,1 15
28 Z -2,1 -5,1 0,999 -0,6 1,4
DNZ -6,9 -17,2 0,997 -1,8 14
Bz -7,5 -19,8 0,997 -1,8 1,3
DNB -20,2 -48,2 0,998 -6,2 1,4

Kromatografias koriilmények: oszlop, Prontosil™ 120-5 tBUCQN; mozgdfazisdsszetétel, 0,2 M NH,OAc/MeOH
= 10/90 (v/v) pHa = 6,0; aramlasi sebesség, 0,5 ml/perc (a DNB szarmazékok esetén 0,8 ml/perc); detektalasi
hullamhossz, 230 nm; hémérséklet, 278-343 K (DNB szarmazékok esetén 293-343 K).

Q = A(AH®)/[ A(AS®)x293 K].
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F. 6. Tablazat
A vizsgalt N-acilezett aminosav enantiomerek (29-37) kromatografias megoszlasanak
entalpia- és entropia- és szabadentalpia valtozasanak kiillonbségei

Amino- N-acil- A(AHP) A(AS®) Korrelacios A(AG®)203« Q293
sav csoport (kd/mol)  (I/mol/K) egyiittglaté, (kJ/mol)
R
29 Z -1,9 -4,9 0,998 -0,5 13
DNZ -7,3 -18,6 0,998 -1,8 1,3
Bz -8,9 -24,0 0,997 -1,9 1,3
DNB -19,6 -45,4 0,999 -6,3 15
30 Z -1,9 -4,7 0,996 -0,5 14
DNZ -7,2 -18,4 0,997 -1,8 1,3
Bz -8,7 -23,3 0,996 -1,9 1,3
DNB -20,1 -46,9 0,998 -6,4 1,5
31 z -2,9 -8,0 0,996 -0,6 1,2
DNZ -6,8 -16,2 0,984 -1,7 14
Bz -7,5 -19,7 0,994 -2,1 1,3
DNB -20,9 -49,8 0,998 -6,4 1,4
32 Z -2,1 -5,6 0,989 -0,5 1,3
DNZ -4,3 -10,6 0,998 -1,2 14
Bz -5,0 -13,4 0,994 -1,1 1,3
DNB -13,5 -32,1 0,999 -4,1 14
33 Z -5,7 -15,3 0,995 -1,2 1,3
DNZ -11,3 -28,8 0,994 -2,9 1,3
Bz -10,6 -28,0 0,998 -2,4 1,3
DNB -19,4 -44,3 0,999 -6,5 1,5
34 Z -2,3 -5,8 0,983 -0,6 14
DNZ -6,6 -16,5 0,998 -1,8 1,4
Bz -8,1 -22,1 0,985 -1,6 1,3
DNB -18,8 -44.4 0,999 -5,8 14
35 z -1,7 -4,2 0,998 -0,5 1,4
DNZ -6,7 -17,0 0,987 -1,7 1,3
Bz -7,8 -20,7 0,997 -1,7 1,3
DNB -19,3 -45,5 0,999 -6,0 14
36 Z -2,2 -5,7 0,994 -0,5 1,3
DNZ -6,5 -16,4 0,996 -1,7 14
Bz -9,6 -26,1 0,999 -1,9 1,3
DNB -17,8 -42,7 0,983 -6,5 14
37 Z -1,0 -1,8 0,986 -0,5 1,9
DNZ -5,9 -14,6 0,997 -1,7 14
Bz -6,1 -15,1 0,997 -1,7 14
DNB -19,2 -45,0 0,999 -6,0 15

Kromatografias koriilmények: oszlop, Prontosil™ 120-5 tBUCQN; mozgofazisosszetétel, 0,2 M NH,OAc/MeOH
= 10/90 (v/v) pHa = 6,0; aramlasi sebesség, 0,5 ml/perc (a DNB szarmazékok esetén 0,8 ml/perc); detektalasi
hullamhossz, 230 nm; hémérséklet, 278-343 K (DNB szarmazékok esetén 293-343 K).

Q = A(AH°)/[ A(AS®)x293 K].
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