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1. Bevezetés

A modern analitikai kémia és a gydgyszeripar fejlodésével a kiralitas és a hozza
kapcsolodo jelenségek (mint az enantiomerek elvalasztasa) az elmult évtizedekben mind
tudoméanyos, mind gazdasagi szempontbol egyre nagyobb jelentOséget kapott,
elsdsorban az orvostudomany, a gydgyszeripar, a biologia, valamint a novényvéddszer-
¢s ¢élelmiszeripar altal timasztott igények miatt. A kutatok és az ipar érdeklédése tobbek
kozott annak koszonhetd, hogy a kiralis hatdanyagok egyre fontosabb szerepet jatszanak
a farmakologia tertiletén is.

Az élolényeket felépitd szerves molekuldk tulnyomo része szerves vegylilet.
Minthogy az enantiomerek kétféle alakban 1éteznek, melyek minden tulajdonsdgukban
megegyeznek (annak kivételével, hogy a sikban poldros fény rezgési sikjat ellentétes
iranyba forgatjdk), igy ezen enantiomerparok eltérd biologiai hatést fejthetnek ki az €16
szervezetre. A kiilonb6ozé anyagok ¢él6 szervezetre gyakorolt biologiai hatasa
nagymértékben fiigg attdl, hogy melyik forma van jelen. Példaként emlithetd a limonén
nevll természetes szerves anyag, melynek egyik konformacidja narancs, mig a masik
citromizi. Természetesen ennél sokkal fontosabb bioldgiai hataskiilonbségek is
felléphetnek. Erre az 1960-as években a németorszagi ugynevezett Contergan-botrany
hivta fel a figyelmet, sziikségessé téve olyan elvalasztasi technikdk kifejlesztését,
amelyek viszonylag rovid id6 alatt, valamint nagy hatékonysaggal képesek ezen
anyagok elvalasztasara, illetve ezaltal mindségi és mennyiségi analizisére.

Az ilyen tipust vegyiiletek elvéalasztasara ezen technikdk koziil az egyik
leggyakrabban alkalmazott moddszer a nagyhatékonysagi folyadékkromatografia
(HPLC, High Performance Liquid Chromatography). A HPLC-ben az egyik hatékonyan
alkalmazhat6 moddszer, amikor kirdlis oszlopot haszndlunk az elvélasztdsok
megvalositdsdhoz. Ennek sordn az enantiomerek az allofazis szelektoraval kiilonbdzo
mindségli koOlcsonhatasokat alakithatnak ki. Ezek a szelektorok annal nagyobb
jelentdséggel birnak, minél tobbféle anyag elvalasztisara alkalmasak. Az enantiomerek
nagyhatékonysagli folyadékkromatografids elvalasztasanak teriiletén csak néhany
szelektornak tulajdonithatd nagy jelentdség, ugymint a poliszacharid-, a makrociklusos

antibiotikum-, a ciklodextrin- valamint a koronaéter alapu allofazisok.
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2. Irodalmi elozmények

2.1. Sztereokémiai alapfogalmak

A sztereokémia pontos ismerete manapsag elengedhetetlen az €16 szervezetekkel
foglalkoz6 tudomanyagakban. Ahhoz, hogy példaul egy gyogyszerkészitmény
hatoanyaga a megfeleld hatast fejtse ki, mind sztereokémiai, mind pedig analitikai
vizsgalatok elvégzése sziikséges.

Az izomériat tobbféle szempont alapjan is csoportositjadk. Szokés két részre
bontani, enantioméridra ¢s diasztereoméridra. Minden olyan anyagot, amelynek
modosulatai targy-tiikkorképi viszonyban vannak egymassal és nem hozhatok fedésbe,
enantiomereknek nevezzilk. Az enantiomerek fizikai és kémiai tulajdonsagaikban
megegyeznek egymassal, ezért elvéalasztisuk nem egyszeri. Az optikailag aktiv
molekulak a polarizélt fény rezgési sikjat képesek elforgatni. A forgatési irdny alapjan
lehetnek balra (-) és jobbra (+) forgatdé molekulak, de a forgatas szogének nagysaga
egymashoz képest megegyezik. Abban az esetben, ha ezek egy elegyben 50-50%-ban
vannak jelen, racém elegyrdl beszélink. Ertelemszeriien a racém elegyek optikailag
inaktivak, mivel a két enantiomer mddosulat ellentétes forgatasa kioltja egymast. Ezt
intermolekularis kioltdsnak nevezziik.

A diasztereomer mddosulatok nincsenek targy-tiikorképi viszonyban, és fedésbe
sem hozhatok egymadssal, valamint a fizikai-kémiai tulajdonsagaik eltérhetnek, ezért
konnyebben szétvalaszthatok.

Abban az esetben, ha egy molekuldban 1évé C-atomhoz négy kiilonbozd
ligandum kapcsolodik, a molekulat kirdlisnak, mig a C-atomot kiralitdscentrumnak vagy
aszimmetriacentrumnak nevezziik (1. dbra). A kiralitast legegyszeriibben a keziinkkel

tudjuk szemléltetni, nemhiaba a gérog ,.kheir”, azaz kéz szobdl ered a név is.
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1. abra: Kiralitas
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A négy kiilonbozo ligandum megléte egyértelmiivé teszi a molekulan beliili
aszimmetriat. Optikai aktivitas, tiikrozési szimmetriaelemmel rendelkezé molekuldknal
nem figyelhetd meg.

A tobb kiralitdscentrumot tartalmazd molekuldk esetén az izomerek kozott
taldlunk enantiomereket és diasztereomereket is egyarant. A kiralitdsnak az eddig
targyalt formajat centralis kiralitadsnak nevezziik, de ezen kiviil ismeretesek még axialis,
planaris €s helikalis kiralitassal rendelkez6 molekulak is [1].

Az utobbi évtizedekben az optikailag aktiv vegyiiletek farmakologiai jelentosége
iranti érdekl6dés megndvekedett, mert szamos kirdlis vegyiilet megtalalhatdo az €16
szervezetekben. Ugyan az enantiomerek csak forgatoképességiikben térnek el
egymastol, azonban a szervezetben 1évé aszimmetria vegyiiletek jelenléte miatt ezek
biologiai hatasa akar még drasztikus eltéréseket 1is mutathat. Mig egy
gyogyszerhatbanyag esetében az enantiomer egyik tagja kedvez6 hatassal bir, addig a
par masik tagja mindekozben hatéstalan, rosszabb esetben mérgez6 is lehet. Ezen
tulajdonsag egyik sajnalatos esete a talidomid molekula, amely a Contergan nevil
gyogyszer hatdanyagaként keriilt forgalomba Németorszagban. Nyugtatoszerként
alkalmaztak, azonban a varand6s ndknél a magzat szervezetében olyan drasztikus
valtozasok kovetkeztek be, amik végtag-torzuldsokat eredményeztek. Sok évvel késObb
valtott ki, mig az (R) hatékony nyugtatonak bizonyult [2].

Ez az eset vilagitott rd eldszor, milyen nagy fontossaggal bir a tiszta
sztereoizomer molekuldk szintézise illetve a racém elegyek enantiomerjeinek

megkiilonboztetése, szétvalasztasa.

2.2. Az enantiomerek elvdlasztasanak folyadékkromatogrdfias lehetdségei

Ahhoz, hogy enantiomereket szétvalasszunk egymastol, az optikai aktivitasuk
miatt mindenféleképpen kiralis kdrnyezetre ill. sztereospecifikus kémiai kdlcsonhatasok
meglétére van sziikség. A kirdlis kornyezet megteremtése a kromatografiaban tobbféle

moddon is megvalosulhat.
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Az optikai izomerek elvalasztasanak gyakorlati megvalositasait két f6 tipusba
sorolhatjuk:
s kozvetett modszer
» oszlop el6tti szarmazékképzés kiralis reagens alkalmazasaval
% kozvetlen modszer
» kiralis eluens (mozg6fazis) alkalmazasa

» kiralis oszlop (allofazis) alkalmazasa

2.2.1. Kiralis vegyiiletek elvailasztasa kozvetett modszer alkalmazadsaval

A kozvetett modszernél egy kiralis reagenssel szarmazékot képeziink az
enantiomerekkel, igy azokat diasztereomer parokka alakitjuk. Diasztereomerek 1évén,
kiilonboz6 fizikai-kémiai tulajdonsdgaik alapjan akirdlis allofazison is megvaldsithatd
az elvélasztasuk.

A modszert konnyedén alkalmazhatjuk, ha a kiralis reagens nagy optikai
tisztasagu és stabil diasztereomerpart képez mindkét enantiomerrel. Ezt kovetden mivel
nincs sziikség kiralis kolonndra, ezért a modszer 1ényegesen olcsdbbnak tekinthetd. Az
eltérd tulajdonsagok maguk utdn vonjak, hogy nagyobb kiilonbségek lehetnek a
kromatografids paraméterekben, ami eldnyos az elvalasztas szempontjabdl, illetleg igy
az elacids sorrend megallapitdsa is egyszeriibb. Azonban a hatranyokat is szamitasba
véve elmondhatd, hogy a szdrmazékképzés illetve a folyamat végén az enantiomer
visszanyerése iddigényes folyamat is lehet, nem biztos, hogy mindkét enantiomer
azonos sebességgel reagal a kiralis reagenssel, valamint zavard csucsként jelenhet meg

a szarmazeékképzo feleslege a kromatogramon.

2.2.2. Kiralis mozgofazis alkalmazasa

Az enantiomerek elvalasztasat akiralis oszlopon ugy is elvégezhetjiik, hogy az
eluenshez adagoljuk a kiralis reagenst. Kiralis adalékok példaul a ciklodextrinek, illetve
ellen ionként alkalmazott vegyiiletek, példaul: (+)-10-kdmforszulfonsav, sét az altalunk
hasznalt kiralis allofazisok szelektora, a (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav is.
A modszer alkalmazhatosdgdnak  korlatja a  kirdlis adalék  4ra. A
folyadékkromatografidban nagyobb mennyiségii eluensre van sziikség az elvalasztasok

megvaldsitdsahoz ¢s mivel ezek az olddszerek valamint a kiralis adalékok dragak, a
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kapillaris elektroforézis technikdban a kisebb olddszerigény miatt elterjedtebb az

alkalmazasuk.

2.2.3. Kiralis allofazis alkalmazasa

A kiralis allofazisok lehetnek természetes, fél szintetikus illetve szintetikus
alapuak.

Az elvalasztandd vegyiilet és a szelektor kozott akkor jon létre a stabilis
kapcsolat, amikor az elvalasztandé molekula legalabb harom ponton tud kotddni. Ezt az
ugynevezett harom-pontos kotddés modelljét (2. dbra) Dalgliesh irta le el6szor és a mai
napig ez a legelfogadottabb elmélet a minta és a szelektor kozotti kdlesonhatasok

értelmezésére.

a) b)

@) IIIIIIIIIIIII@
Q) IIIIIIIIII@

) QI Q

Q)ll IIIIIIIIIIIIQ

L .

2. abra: A Harom-pontos illeszkedés modellje

Az enantiomereknek a szelektorral kialakitott kdlcsonhatdsai hatarozzdk meg az
elvalasztas mértékét, ezek lehetnek H-hid, hidrofob, hidrofil, sztérikus gatlas, m-7-,
dipol-dip6l-, ionos kdlcsonhatas, komplexképzés, stb.

A kirdlis kolonndk alkalmazésa lényegesen leegyszeriisiti a vizsgalatokat, mert
nem igényel nagyfoku elokésziileteket, ellenben a kirdlis oszlopok joval dragabbak,
mint az akiralisok.

Az kirélis oszlopokat a szelektor tipusa alapjan a kovetkezd fobb csoportokba
sorolhatjuk:

. zarvanykomplex képzok (ciklodextrinek, koronaéterek)

. Pirkle-féle fazisok (m-sav, n-bazis kélcsonhatasok)
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. kiralis polimer fazisok

. ligandumcseréld fazisok

. makrociklusos antibiotikum fazisok
. fehérje alaptiak

. molekulalenyomat alaptiak

. poliszacharid alapuak

Munkém sordn koronaéter szelektor alapu kiralis all6fazisokat alkalmaztam az

elvélasztasokhoz, ezért a tovabbiakban csak ezekrdl fogok részletesebben szot ejteni.

2.3. Koronacéter alapu kirdlis allofazisok

A koronaéter, mint elnevezés, Pedersen nevéhez fiizédik, szerinte ugyanis a
kationok reverzibilisen ,,megkorondzhatok” [4]. A koronaéterek kromatografias
szempontbol egyik hasznos tulajdonsaga, hogy kiilonboz6é alkalifémekkel és
ammoniumionokkal komplexképzésre hajlamosak. A komplexstabilitds erdssége fiigg a
koronaéter O-atomjainak elhelyezkedésétol és szamatol, valamint a komplex mindkét
tagjdnak a méretétdl. Rontgen diffraktogrammok elemzése soran kiderilt, hogy az
atmenetifém komplexeknél a maximalis koordinacio és a kotés iranyultsaga nagy
jelentdséggel birt.

Az 1980-as években Cram és mtsai. voltak az elsOk, akik szintetikus uton
allitottak el6 kiralis koronaétert [5], majd az eldallitast kovetéen elészor binaftil
tartalmu koronaéterekkel kiilonb6z6 aminosavak elvalasztasat is tanulmanyoztak.

A kiralis koronaéter-ammoniumion komplex fontossaga a folyadék kromato-
grafia szempontjabol a protonalt amino-csoportok esetén jelentds, a 3. 4dbran lathato
modon, harom hidrogén hid kotéssel valosulhat meg a feltételezett komplex képzddése.
Mint emlitettem, mindkét fél mérete szamit, az ammoniumion 286 pm-es ionatmérdje

pontosan beleillik a poliéter 260-320 pm-es iiregébe [6].

~
N

Ca o)
N \ it
o Ho
H- #H
R

3. dbra:18-korona-6 poliéter ¢s ammoniumion komplexe
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A mar korabban is emlitett harompontos illeszkedési modellbdl kiindulva a
koronaéter alapu allofazisokra nézve altalanosan az mondhaté el, hogy a kialakulo
hidrogén hid kolcsonhatdsok megléte sziikséges, de nem elégséges a kiralis
megkiilonboztetéshez [7]. Ahhoz, hogy a kiralis felismerés a lehetd leghatékonyabb
legyen, kiillonbozo funkcids-csoportok beépitése sziikséges a szelektorra illetve a , kar”-
ra (,spacer”, a szelektort a szilikagéllel Osszekotd lanc), minek koszonhetden
feltételezhetd lesz tovabbi kolesonhatdsok kialakuldsa az elvalasztandé molekulaval. A
tobb kolcsonhatas stabilabb kotddést biztosit ugy, hogy rogziti a vizsgalt anyagot a
szelektorhoz. Az enantiomerek megkiilonboztetése az elmondottakon kiviil akkor
valosulhat meg, ha az egyik kolcsonhatas sztereokémiai, hiszen igy a két enantiomer
kiilonbo6z6 stabilitdsu komplexeket fog képezni.

Az éterkotés jelentéségének igazolasa Sawada és mtsai.-nak tulajdonithaté [8].
A —CH,-O-CH,— stabilizald hatasat fenilglicin-metilészter enantiomerek esetén
FAB/MS technikéval vizsgaltak. Két éterkotést két aromas gytirivel helyettesitettek és
ennek koszonhetden rdjottek arra, hogy az éterkotés és annak szdma nagyban hozzajarul
a kiralis felismeréshez, és ezen felil még a molekulaion intenzitdsa is lényegesen
kisebbnek adodott az alapvegyiilettel képzett diasztereomerétél. Still és mtsai.
flexibilitas vizsgalatok soran bizonyitottak, hogy a szelektor rugalmassaganak is fontos
szerep jut a kirdlis felismerésben [9]. Ha a kialakult komplexnek tulsdgosan nagy a
flexibilitasa, akkor az a szelektivitas csokkenésével jar, vagy rosszabb esetben a kirlis
felismerés elmarad, mivel mind a két enantiomer nagy eséllyel kétddhet, sztérikus hatas
fellépése nélkiil [10].

Machida és mtsai. (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsavat kotottek 3-
aminopropil szilikagélhez, igy n-propilamin karon keresztiil rogzitették a hordozoéhoz a

szelektort egy, illetve két egymas mellett 1évo karboxil-csoporton (4. dbra).
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4. abra: Machida kiralis allofazisa

Az elsé vizsgalataik alkalmaval oa-aminosavak, aminok és amino-alkoholok
enantiomerjeit valasztottdk el és az utobb emlitett két molekulacsoport esetén jobb
szelektivitast tapasztaltak, mint az a-aminosavak tanulmanyozasakor [11].

1998-t61 Hyun és mtsai. az imént emlitett szelektor szamos valtozatat
szintetizaltdk az elvélasztas javitdsa és a kiralis megkiilonbdztetés mechanizmusanak
tisztazasa  céljabol. A (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav  szelektort
aminopropil szilikagélhez rogzitették tigy, hogy a szelektor dianhidridjét két napig 0°C
homérsekleten reagaltattak trietilamin (TEA) jelenlétében, szaraz diklérmetanban, argon
atmoszféra alatt [12]. A modositott szilikagélt MeOH, viz, 1,0 M HCI, viz, MeOH,
diklérmetan és hexannal vald mosés, majd nagyvakuumban torténd szaritas kovette. A
reakcio eredményeképpen, a kialakult szin-diamid forma mobilitasa sokkal kisebb lett
[13] (5. dbra).

COOH
5. dbra: (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav szelektor szilikagélen rogzitve
(Korona 1)

10



Az 5. dbrdn lathato szelektoron els6ként primer-aminok enantiomerjeinek
elvalasztasat tanulmanyoztak majd kés6bb a-aminosavak, a-aminosav amidok és
észterek  kromatografids  viselkedését vizsgaltak, mikozben egy lehetséges
mechanizmusarol is beszamoltak [14]. A prolin esetén nem volt jelentdés a kiralis

felismerés, amit a primer amino-csoport hidnyanak tulajdonitottak.

T
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6. dabra: (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav és szubsztitualt ammoniumion

komplex képzése

A mozgd fazishoz adagolt sav mindéségét (CH3COOH, H,SO4 HCIO, és
CF3COOH) valamint mennyiségét (1,0-20,0 mM) valtoztatva azt tapasztaltdk, hogy a
savkoncentracié novelése noveli a szelektivitast és a visszatartist is aminok, amino-
alkoholok és a-amino-ketonok esetén [15]. Az aminosavak tanulmanyozasa ezzel
ellentétes viselkedést mutatott, amire a feltételezések szerint a protonalt karboxil- és
amino-csoport kozotti kolcsonhatas csokkenése, valamint a szabad karboxil-csoport
protonaltsagi allapotanak novekedése adhat magyardzatot.

Hyun a korabban leirt szintézist modositva, TEA helyett 2,6-lutidint is hasznalt

[16]. Az igy eldallitott szelektor feltételezett szerkezete a 7. dbrdn lathato.
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7. dabra: (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav szelektor médositott aminopropil

szilikagélen (Korona 2)

Az etoxi-csoport beépitése nem befolyasolta nagymértékben a mar ismertetett
kromatografids viselkedést. A szelektor primer amino-csoportokkal rendelkezd, foként
aminosav enantiomerek elvalasztasanak vizsgalatakor jonak bizonyult. A vizsgalatokat
halogénatommal szubsztitudlt fenilalanin és fenilglicin analdégokkal és mas tipusu
primer amino-csoportot tartalmazo vegyiiletekkel végezték. Tanulmanyoztak a
vegyiiletek szerkezete és a kromatografids viselkedés kozotti Osszefliggést. Forditott
fazist mérésekben vizsgaltdk a MeOH ¢és TEA hatasat kénsav jelenlétében annak
érdekében, hogy novelhetd-e az enantioszelektivitas. Tapasztalatok azt mutattak, hogy a
retenci6 novekedett a modositok koncentracidjanak ndvelésével. Nagyfoku
enantioszelektivitds novekedést nagy MeOH ¢és TEA koncentracional értek el, azonban
feltételezhetéen a HILIC hatasnak koszonhetéen, a visszatartds nagymértékben
megnovekedett.

Megfigyelték azt is, hogy a halogén atomok méretének novelése és helyzete a
retencio valtozasat okozta. Ezt a viselkedést azzal magyaraztak, hogy sztérikus gatlas
1ép fel az orto-szubsztiticié miatt, ami elnyomja a nem enantioszelektiv kdlcsonhatast,
példaul a szabad propilamin-csoportok és az aminosav kozott, amely a retencio
novekedését okozza, azonban az orto-szubsztitiicio miatt a két enantiomer kotodése a
szelektorral alig kiilonbozik egymastol, ami a szelektivitas csokkenését segiti eld.

Hyun és mtsai a szelektort a szilikagéllel 6sszekoto ,,kar” hosszanak a hatasat is
vizsgaltak a kromatografids paraméterekre, melynek soran a mar targyalt (+)-(18-
korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsavat alkalmaztak szelektorként. Az primer-amin
szénldnc hosszat megnovelték, ¢€s igy a hdrom szénatomszamu propilamint 11
szénatomszadmu aminra cseré¢lték, minek eredményeképp a feliilet apolarisabba valt (8.

dbra).
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8. dbra: (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav szelektor aminoundecil-

szilikagélen kotve (Korona 3)

A kevésbé hidrofil f-aminosav, amin és amino-alkohol enantiomerek esetében a
retencid €s a szelektivitas értékek megnovekedtek. Viszont a-aminosavak vizsgalata
ezzel ellentétes eredményt szolgéltatott [17]. Feltételezhetden a szabad aminopropil- és

aminoundecil-csoportok eltéré erésségli kdlcsonhatasokat eredményeznek az aminosav
oldallancokkal.

2.4. Az izoxazolin gyviriit tartalmazo vegyiiletek biologiai jelentisége

Az izoxazolin gylirlit tartalmazd vegyliletek szamos képviseldje kiilonbozo
biologiai (influenzaellenes, antifungalis) hatassal rendelkezik. Kai és munkatdrsai
kiilonb6zd szubsztituenseket tartalmazd izoxazolin szdrmazékokat allitottak el annak
érdekében, hogy megtalaljak azt az optimalis szerkezetet, amely leghatasosabb az
emberi influenza virussal szemben. Vizsgalataik soran kimutattdk, hogy a 2-
alkoxiimino-N-(5-terc-butil-2-isoxazolin-3-ilmetil)-acetamidok az antiviralis szerek
olyan 0j osztalyat képviselik, amelyek rendkiviil hatékonynak bizonyultak az emberi
influenza A virusa ellen [18]. Basappa és mtsai 52-izoxazolin szarmazékokkal
szubsztitualt ~ 3-(2-butil-4-kloro-1H-imidazolil) vegylileteket szintetizaltak. Ezen
vegyiiletek klinikailag izolalt gombak ellen bizonyultak hatékonynak. Munkdjuk soran
azonositottak a 3-(2-butil-4-klor-1H-imidazolil)-5-methanolil- 62—izoxazolint, ami erds
gombaellenes hatdsat tekintve egy 1j szerkezeti alternativaként szolgal a szubsztitualt
imidazolil izoxazolinok osztalyban. [19] Rajendra Prasad és tdrsai 3-(2"-hidroxi-
napthalen-1"-il)-5-fenil-2-izoxazolinokat allitottak eld, amelyek antidepresszans hatasat

Swiss-Webster egereken tesztelték. Megallapitast nyert, hogy a vegyiiletek az

crer
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mint a dimetil-amino-, hidroxil-és metoxi szubsztituensek. Ezek pedig jelentdsen
novelték a depresszid ellenes hatést, ellentétben azzal, amikor az izoxazolin gylri
szubsztituenst nem tartalmazott [20].

Farmakoldgiai hatasuknak koszonhetden a ciklusos P-aminosavakra az elmult
években egyre nagyobb figyelem iranyult. Park és mtsai Osszefoglaldjabol kidertil,
hogy a ciklikus aminosav-szarmazékok kiilondsen érdekes célmolekulakként szolgalnak
a peptid-alapti gyogyaszatban és orvosi kémiaban, mivel az aminosavak peptidlancba
korben alkalmazzdk 1 tipusi peptidek szintézisére [22], mivel beépitésiikkel
modosithatd, azaz novelhetd a peptidek bioldgiai aktivitasa, illetve jol meghatarozott
harom-dimenzios szerkezetek (foldamerek) hozhatok I1étre [23]. A természetben
el6forduld ciszpentacin [(1R,2S)-2-amino-1-ciklopentan karbonsav] [24, 25], valamint
az icofungipen [(1R,2S)-2-amino-4-metilciklopentan karbonsav], baktériumellenes és
antifungalis hatast vegyiiletek [21]. Szamos ciklusos aminosav-szarmazék (Oseltamivir,
Zanamivir, Peramivir) kiilonb6z6 biologiai hatdssal rendelkezik [26]. Tovabba a
cikloalkénvazas f-aminosavak kettds kotése lehetdséget nyujt ujabb funkcids csoportok
szelektiv kialakitasara. A természetes eredetli ciszpentacint 1989-ben egymastol
fiiggetleniil, két japan kutatocsoport izolalta a Streptomyces setonii (Streptomyces

griseus) [27,28] és a Bacillus cereus [29,30] baktériumokbol.

2.5. A vigsgalt vegyiiletek elodllitasa

Szamos kutatd6 munkajanak koszonhetden az 1,3-dipolaris cikloaddicids reakciod
a célzott szintézisek megbizhatd eszk6zévé valt, kiilondsen a heterociklusos rendszerek
kialakitasaban. Igy az izoxazolin vaz kiépitésére is széles korben alkalmazott, hatékony
modszer a nitril-oxidok alkénekre torténd 1,3-dipolaris cikloaddicidja. [31,32]. A nitril
oxidok in situ eléallitasanak két legismertebb modja van. Az egyik eljaras a (i)
masik (i1)) a Huisgen modszer, azaz a hidroximoil-kloridok bazis indukalt

dehidrohalogénezése [34].
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9. abra: Nitril-oxid generalasa a Mukaiyama modszer alapjan, primer nitroalkanbol

Boc,0 vagy PhNCO vizelvonoszer jelenlétében

Els6ként Kiss és munkatarsai heterociklusos gytrtivel kondenzalt ciszpentacin
szarmazékok eldallitasaval foglalkoztak. Kutatomunkajuk soran a nitril-oxidok 1,3-
szarmazékok regio- és sztereoszelektiv szintézisét valositottak meg [41]. Munkajuk
soran elsé 1épésként a terc-butoxikarbonil-csoporttal (Boc) védett etil-cisz-2-amino-
ciklopenténkarboxilatra (I) hajtottak végre cikloaddiciot. Az alkén eldallitasahoz
sziikséges nitril-oxid generaldsdhoz nitroetant, vizelvonoszerként pedig terc-
butoxikarbonil-anhidridet (Boc,0), illetve bazisként 4-dimetilaminopiridint (DMAP),
alkalmaztak. Ezen reakciokat szobahdmérsékleten, THF oldoszerben végezték (10.

dbra).

10. dabra: Nitroetanbol generalt nitril-oxid etil-(cisz-2-amino-ciklopenténkarboxilat)-ta

torténd 1,3- dipolaris cikloaddicioja

A reakcié soran a lehetséges négy regio- €s sztereoizomerbdl harom izoxazolin
gytriivel kondenzalt ciszpentacin szarmazék keletkezett, a 11, 111 és 1V vegyiiletek. A

szerzOk a keletkezett izomereket oszlopkromatografias modszerrel valasztottak el, és a
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vegyiiletek szerkezetét 'H-NMR, *C-NMR, COSY, NOSY, HSQC spektroszkopiai
modszerekkel allapitottdk meg, valamint a Il fétermék szerkezetét rontgendiffrakcios

modszerrel is igazoltak (11. dbra).

11. abra: A 11 vegyiilet rontgendiffrakcidval kapott szerkezete

A II és IIl vegyiiletekben az izoxazolin gyliri transz helyzetli az észter, illetve
amino funkciokhoz viszonyitva, mig a melléktermékben (IV) cisz térallasi. Ha
megnézziik a Il terméket, lathatjuk, hogy az izoxazol gyliri O-atomja tavolabb esik a
karbamat, illetve amid funkcioktol. Ez a szelektivitas a nitrogén elektronszivo hatdsanak
koszonhetd, aminek kovetkeztében a 4-es C-atom elektronsiirisége lecsokken, és a
dipol reagens oxigénjének kedvez az itt kialakult parcialis pozitiv toltés.

A nitril-oxid képzését a homolog 1-nitropropannal is elvégezték, majd a korabbi
reakciokoriilményeket alkalmazva végrehajtottak a cikloaddiciot, melynek soran szintén
harom izoxazolinvazas izomer képzddott (12. dabra). A termékek ardnya megkozelitdleg

hasonlénak bizonyult.

12. dabra: Nitropropanbol képzett nitril-oxid 1,3-dipolaros cikloaddicidja etil-(cisz-2-

amino-ciklopenténkarboxilat)-ra
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Ebben a reakcioban is a VI és VII termékekben az izoxazolin gylrli transz
helyzetli az észter és az amino funkciokhoz viszonyitva, valamint a VI vegyiiletben
szintén tavolabb esik a karbamat és amid csoportoktol.

Ezeket az anyagokat enantiomertiszta formaban is eldallitottak. Az
enantiomertiszta (-)-1b vegyiiletet a racém Candida antartica B-Lipdz altal katalizalt /-
laktdm enantioszelektiv gylrlinyitdsaval allitottdk eld, majd észterré alakitottdk, igy a

kivant termékhez jutottak (13. dbra).

13. abra: Az enantiomer tiszta izoxazolingytirivel kondenzalt ciszpentacin

szarmazékok szintézise

Mivel ez az eljards nem volt szelektiv, folytattdk a kisérleteket, hogy mas,
nagyobb szelektivitast szintetikus utvonalat talaljanak izoxazolin gytriivel kondenzalt
ciszpentacinok eldallitaisahoz. Annak érdekében, hogy noveljék a regio- ¢&s
sztereoszelektivitast, Nonn és mtsai a cikloaddiciés reakcidkat fenilizocianat (PhNCO)
vizelvonoszer és TEA jelenlétében is elvégezték [35]. A Xa vegyiiletet ilyen
koriilmények kozott vetették ala 1,3-dipolaris cikloaddicionak (14. dbra). A EtNO,
vagy PrNO,-bdl szarmazoé nitril-oxidokkal torténd reakciok PhNCO jelenlétében
szelektivnek bizonyultak, igy a X és XI anyagok keletkeztek.

14. dabra: 1zoxazolin gylriivel kondenzalt ciszpentacin szarmazékok regio- és

sztereoszelektiv szintézise fenilizocianat alkalmazasaval

Szintén Nonn és mtsai [36] az eldzOekben leirt ciszpentacin szarmazékok

transzpentacin izomereit is eldallitottak. Ezt kétféleképpen valositottak meg. Az elsd
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esetben a mar korabban eldallitott ciszpenticin vegyiiletek epimerizacidjaval (15. abra)
ill. a ciszpentacin epimerizacidja utan a fentebb emlitett 1,3-dipolaris cikloaddicios

reakciokkal (16. dbra).

15. abra: A 1l és VI vegyliletek epimerizacidja

Az epimerizaciot NaOEt-tal EtOH-ban végezték 20°C-on. Mindkét modszer

kozel azonos hatékonysagunak bizonyult.

16. abra: A XV és XV vegyliletek szintézise

Az Aaltalunk vizsgdlt anyagok a IlI, I, VI, VII, XII, XIII, XIV és XV
vegyiiletek hidrolizalt szadrmazékaik voltak, amit dioxanban 2:1 aranya HCI/H,O

hozzaadésaval, kevertetés kdzben végeztek, 1 6ran keresztiil.
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3. Kisérleti rész
3.1. A vizsgdlt f-aminosavak

A diplomamunkdm soran tanulmanyozott izoxazolin gytriivel kondenzalt 2-
aminociklopentan karbonsavak az SZTE Gyogyszerkémiai Intézetében késziiltek.
Eléallitasuk a korabban mar ismertetett modon tortént. Az altalunk vizsgalt négy
vegyitiletcsoport koziil az 1 és a 3 anyagok esetében az R-szubsztituens metil-csoportot,
mig a 2 illetve 4 vegyiiletek esetében etil-csoportot tartalmaz. A vizsgalt f-aminosavak
IUPAC szerinti elnevezései a kovetkezok:
la, (3aS,4R,5S,6aS)-4-amino-3-metil-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-ciklopenta[d]izoxazol-5-
karbonsav
1b, (3aR,4S,5R,6aR)-4-amino-3-metil-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-ciklopenta[d]izoxazol-5-
karbonsav
1c, (3aS,4R,5R,6aS)-4-amino-3-metil-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-ciklopenta[d]isoxazol-5-
karbonsav
1d, (3aR,4S,5S,6aR)-4-amino-3-metil-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-ciklopenta[d]isoxazol-5-
karbonsav
2a, (3aS,4R,5S,6aS)-4-amino-3-¢til-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-ciklopenta[d]isoxazol-5-
karbonsav
2b, (3aR,4S,5R,6aR)-4-amino-3-¢etil-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-ciklopenta[d]isoxazol-5-
karbonsav
2¢, (3aS,4R,5R,6aS)-4-amino-3-¢til-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-ciklopenta[d]-isoxazol-5-
karbonsav
2d,  (3aR,4S,5S,6aR)-4-amino-3-¢etil-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-ciklopenta[d]isoxazol-5-
karbonsav
3a, (3aR,5S,6S,6aS)-6-amino-3-metil- 4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-ciklopenta[d]isoxazol-5-
karbonsav
3b, (3aS,5R,6R,6aR)-6-amino-3-metil- 4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-ciklopenta[d]isoxazol-5-
karbonsav
3¢, (3aR,5S,6R,6aS)-6-amino-3-metil-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-ciklopenta[d]isoxazol-5-
karbonsav
3d, (3aS,5R,6S,6aR)-6-amino-3-metil-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-ciklopenta[d]isoxazol-5-

karbonsav
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4a,  (3aR,5S,6S,6aS)-6-amino-3-etil-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-ciklopenta[d]isoxazol-5-
karbonsav
4b,  (3aS,5R,6R,6aR)-6-amino-3-¢etil-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-ciklopenta[d]isoxazol-5-
karbonsav
4c,  (3aR,5S,6R,6aS)-6-amino-3-etil-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-ciklopenta[d]isoxazol-5-
karbonsav
4d,  (3aS,5R,6S,6aR)-6-amino-3-¢etil-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-ciklopenta[d]isoxazol-5-
karbonsav

A felsorolt vegyiiletek szerkezeti képleteit a 17. dbra mutatja.

QO AN SN

17. abra: Az izoxazolin gytirtivel kondenzalt 2-aminociklopentan karbonsavak

szerkezete
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3.2. Felhasznalt anyagok

Méréseink soran az eluens készitéséhez HPLC tisztasagi metanolt (MeOH),
etanolt (EtOH) és 2-propanolt (IPA) (Scharlau, Sentmenat, Spanyolorszag), valamint
savas modositoként analitikai tisztasdgi hangyasavat (HCOOH), ecetsavat (AcOH),
trifluorecetsavat (TFA), kénsavat (H»SO,), perklorsavat (HClO4) és foszforsavat
(H3sPO4) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) hasznaltunk. A vizsgalatok soran
alkalmazott eluenseket Milli-Q vizzel készitettik és 0,45um-es sziirdn szirtik
(Millipore, Molsheim, Franciaorszag).

Az elvalasztisok sordn hasznalt eluenst Milli-Q vizb6l, valamint a fentebb
emlitett alkohol valamelyikének kiilonbozo térfogati keverékébdl illetve a szintén
emlitett savak egyikének hozzdadéasaval allitottuk el6. Az eluens gazmentesitését
ultrahangos kirdzatassal vagy hélium atbuborékoltatassal oldottuk meg.

A mintak elkészitését szilard, kristalyos formaban 1év6 izoxazolin gytrivel
kondenzalt 2-aminociklopentan karbonsavak eluensben vald oldasaval végeztiik. Az igy
késziilt mintaoldatok koncentracidja 1 mg/ml volt, melyeket a sziikséges esetekben a

megfeleld mértékben higitottunk.

3.3. Alkalmazott berendezések

Vizsgalataink soran Waters Breeze kromatografias rendszert alkalmaztunk,
amely egy 1525 binaris HPLC pumpabdl, 2487 kétcsatornas UV-VIS detektorbol allt,
valamint egy 717 plus automata mintaadagoloval volt ellatva (Waters, Milford, MA,
USA). A fenti késziilék egy 20 pl-es hurokkal rendelkez6 Rheodyne mintaadagoloval
(Cotati, CA, USA) volt felszerelve. A kromatografias mérésekb6l szarmaz6 adatokat
Breeze adatkezel6 szoftver (Waters) segitségével értékeltiik ki.

Egyéb kiegészitok kozé tartozik a Rotring Sonic Cleaner ultrahangos fiirdd
(Rotring Gmbh, Hamburg, Germany) és a Thermo Orion 420 pH mér6 (Orion, USA).

3.4. Alkalmazott kolonnak

Az analitikai elvalasztasok soran harom kiilonb6z6 (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-
tetrakarbonsav alapu allofazist alkalmaztunk, a Korona 1 (5. dbra), a Korona 2 (7.
dbra) valamint a Korona 3 (8. dbra) kiralis oszlopokat. A Korona 1 kolonna a [27]-es

cikkben leirt modszer alapjan késziilt, azzal a kivétellel, hogy a Kromasil aminopropil
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szilikagél (Kromasil® NH,, 5 pm) helyett Rainan AMINO szilikagélt tartalmaz, mig a
Korona 2-ben a —SiOH csoport végén etil-csoport van, illetve a Korona 3 kolonnaban
egy hosszi 11-metilén-egységbdl allo ,,spacer”-t (,kar’-t) alkalmaztak [28]. Minden
szilikagél 5 um szemcseméretli volt. A kolonnak mérete 150 mm x 4,0 mm méretti ID.
Az oszlopok kozotti kiilonbségek vagy a ,,kar” hosszaban vagy a -SIOH csoport

fedettségében nyilvanulnak meg.
3.5. Kromatogrdfias osszefiiggések

A kromatografias adatok szamitasara az alabbi 0sszefliggéseket hasznaltuk:

'_@_E. _E. :ﬂ-z. \j
k_tM_m’ P O ' ‘isg%

ahol k’, retenciés faktor, tr, retencids id6; tu, holtid6, a, szelektivitasi tényezd, Rs,

felbontas és W: csucsalap szélesség, N: elméleti tdnyérszam.
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4. Célkitiizes

Diplomamunkdm elkészitése soran célul thztik ki izoxazolin gytriivel
kondenzalt 2-aminociklopentan karbonsav analogok nagyhatékonysagu
folyadékkromatografias vizsgélatat, mely sordn tanulmanyozni kivantuk ezen
vegyliletek sztereoizomerjeinek elvalasztasat harom kiilonb6z6 (+)-(18-korona-6)-
2,3,11,12-tetrakarbonsav alapti kiralis kolonnak segitségével, kiilonb6z6é eluens
Osszetétel mellett.

A mintdk kromatografids paramétereinek meghatrozasan keresztiil vizsgélni
kivantuk, hogy az eluens dsszetétel, az alkoholos illetve savas mddositok természetének
és mennyiségének valtoztatdsa milyen hatast gyakorol a retencids paraméterekre,
valamint a molekulak szerkezete hogyan befolyasolja a kiralis felismerést.

Tovabba célunk volt az enantiomerek elicids sorrendjének meghatarozasa.
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5. Kisérleti eredmények és értékelésiik

5.1. Az enantiomerek elvalasztasa koronaéter alapu kirdlis dllofazisokon

Az Altalunk vizsgalt sztereoizomerek izoxazolin gytlirlivel kondenzalt
ciklopentan vazzal rendelkeznek (17. @abra). Ezen vegyiiletek koziil, mint ahogyan mar
kordbban emlitésre keriilt, az 1. és 3. analdgok a karboxil és primer amino funkcios
csoportok mellett a 3-as pozicidban metil-csoporttal vannak ellatva, mig a 2. és 4.
analogok etil-csoporttal rendelkeznek. Az enantiomerek kozotti ezen kiilonbségek attol
fliggden befolyasoljak a hidrofobicitast, a sztérikus hatdsokat, a molekuldk merevségét
¢és térfogatat, hogy atomjaik hogyan kapcsolodnak, valamint ezek hogyan képesek
kiilonboz6 kdlcsonhatasok kialakitasara a szelektorral.

A koronaéter alapu kiralis kolonnak szerkezeti sajatsagaikbol addddan
alkalmasak primer amino-csoportot tartalmazé enantiomerek elvalasztasara.
Vizsgalataink sordn harom kiilonboz6 allofazist alkalmaztunk. Az enantiomer parok
elvalasztasahoz forditott fazisu folyadékkromatografias koriilményeket valasztottunk.
Minden komponens szétvalasztasa kiilonboz6 Osszetételt HoO/alkohol (v/v) + sav

mozg6fazis alkalmazéasaval tortént.

5.1.1. Az eluensosszetétel hatisa a kromatogrdfids paraméterekre

A vizsgalt vegyiiletek elvalasztisat mindhdrom kiralis  allofazison
tanulmanyoztuk kiillonb6z6 Osszetételiic mozgofazisok alkalmazasaval: H,O/alkohol
(v/v) +10 mM sav, ahol az alkohol MeOH, EtOH és IPA voltak, a savas modosito pedig
10 mM AcOH volt. Az elvalasztas szempontjabol a legfontosabb paramétereket, mint a
retencios faktort, a szelektivitast, illetve a felbontast mindharom kolonna esetében az 1.
tablazat tartalmazza. Azonban az adatok szamat az egyszertiség kedvéért csokkentettiik,
igy abban csak a harom kolonndn azokat a kromatografias eredményeket kozoltiik, ahol
H,O/MeOH = 90/10 és 5/95 (v/v) + 10 mM AcOH mozgoéfazis elegyet alkalmaztunk.
Kivételek ezek alol az 1a,1b, 1c,1d, 2a,2b és 2c¢,2d mintak, ahol a kromatografias
hatast gyakorolt az elvalasra. Az 1a,1b, 1c,1d és 2a,2b analdgok esetében a &k’ értékek
U-alaki gorbe szerint valtoznak az eluens Osszetételének véltozasdval a Korona 1

kolonnan, mig a tobbi minta retencids ideje ndvekszik a MeOH tartalom novekedésével.
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1. tablazat: Kromatografias paraméterek: retencids faktor (Ki’), szelektivitasi tényezd
(o), felbontas (Rs) és eltcios sorrend izoxazolin gylriivel kondenzalt ciszpentacin
analogok regio- ¢és sztereoizomerjeinek kozvetlen elvalasztasa soran MeOH tartalmu

mozgofazisban
Minta Kolonna Mozgo fazis ki a Rs Elucios
(VIv) sorrend
1a, 1b Korona 1 90/10 0,20 1,20 0,25 b<a
70/30 0,07 1,00 0,00 -
30/70 0,23 1,00 0,00 -
5/95 1,84 1,12 0,75 b<a
Korona 2 90/10 0,03 1,00 0,00 -
70/30 0,06 1,00 0,00 -
30/70 0,20 1,00 0,00 -
5/95 1,76 1,11 0,25 b<a
Korona 3 90/10 0,31 1,00 0,00 -
70/30 0,25 1,00 0,00 -
30/70 0,26 1,00 0,00 -
5/95 0,41 1,00 0,00 -
1c, 1d Korona 1 90/10 0,92 1,75 2,70 c<d
70/30 0,51 1,67 1,84 c<d
30/70 5,92 1,00 0,00 -
5/95 30,52 1,00 0,00 -
Korona 2 90/10 0,39 1,34 0,80 c<d
70/30 0,66 1,39 1,17 c<d
30/70 2,23 1,09 0,20 c<d
5/95 15,56 1,00 0,00 -
Korona 3 90/10 0,62 1,22 0,60 c<d
70/30 0,47 1,58 0,84 c<d
30/70 0,50 1,47 1,58 c<d
5/95 1,70 1,02 1,15 c<d
2a,2b Korona 1 90/10 0,09 1,38 0,25 b<a
70/30 0,11 1,00 0,00 -
30/70 0,21 1,00 0,00 -
5/95 1,50 1,18 1,25 b<a
Korona 2 90/10 0,06 3,05 1,60 a<b
70/30 0,14 2,49 1,20 a<b
30/70 0,53 1,00 0,00 -
5/95 1,39 1,15 0,85 a<b
Korona 3 90/10 0,42 1,00 0,00 -
70/30 0,32 1,00 0,00 -
30/70 0,27 1,00 0,00 -
5/95 0,33 1,02 0,20 n.d.
2c, 2d Korona 1 90/10 0,54 1,00 0,00 -
70/30 0,85 1,00 0,00 -
30/70 3,72 1,07 0,25 c<d
5/95 18,28 1,10 0,45 c<d
Korona 2 90/10 0,42 1,26 0,55 c<d
70/30 0,66 1,26 0,75 c<d
50/50 0,84 1,34 1,65 c<d
30/70 1,96 1,06 0,45 c<d
5/95 10,47 1,00 0,00 -
Korona 3 90/10 0,88 1,30 1,55 c<d
70/30 0,63 1,35 1,30 c<d
30/70 1,02 1,31 0,95 c<d
5/95 1,48 1,26 0,20 c<d
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1. tablazat folytatasa

Minta Kolonna Mozgo fazis k' a Rs Elucios
(VIv) sorrend
3a, 3b Korona 1 90/10 0,07 1,20 0,30 a<b
5/95 3,58 1,24 1,20 a<b
Korona 2 90/10 0,08 1,00 0,00 -
5/95 2,73 1,11 1,25 b<a
Korona 3 90/10 0,23 1,71 1,50 b<a
5/95 0,42 1,00 0,00 -
3c, 3d Korona 1 90/10 0,08 1,00 0,00 -
5/95 1,84 1,37 0,60 d<c
Korona 2 90/10 0,05 1,00 0,00 -
5/95 1,25 1,31 0,80 d<c
Korona 3 90/10 0,46 1,00 0,00 -
5/95 0,50 1,00 0,00 -
4a, 4b Koronal 90/10 0,16 1,00 0,00 -
5/95 3,20 1,25 1,60 a<b
Korona 2 90/10 0,20 1,00 0,00 -
5/95 2,34 1,23 1,70 b<a
4c, 4d Korona 1 90/10 0,08 1,00 0,00 -
5/95 1,31 1,46 0,80 d<c
Korona 2 90/10 0,05 1,00 0,00 -
5/95 0,88 1,44 0,85 d<c

Kromatografias koriilmények: kolonna, Korona 1, Korona 2, Korona 3; mozg6 fazis,
H.O/MeOH (v/v) +10 mM AcOH; aramlasi sebesség, 0,5 mL min'l; detektalas, 210 nm

A Korona 2 alléfazison minden esetben nd a retenci6 a MeOH tartalom
novelésével és a Korona 3 szelektoron szintén U-alakt gorbét irnak le a &k’ értékek
minden mintanal. Az U-alak(i gorbékre a nagy alkoholtartalom esetén a hidrofil
kolcsonhatasu kromatografia (HILIC), mig a nagy viztartalomnal novekvo retenciora a
hidrofob-hidrofob kdlcsonhatasok kedvezményezettsége ad magyarazatot. A Korona 2

kolonnan tapasztalt £’ novekedés szintén a HILIC hatasnak tulajdonithato.

crer

mértékében, a madasik pedig a polaritds erdsségében rejlik. Az alkoholtartalom
novekedése az allofazis menti vizréteget ,,elvékonyitja”, minek kdszonhetden a minta
polaris része még erdsebben fog kotddni a szelektorhoz és kdvetkezésképpen a retencid
megnd. A harom kirdlis allofazist Osszehasonlitva, minden esetben a Korona 3
kolonnén a visszatartas nagyobb mértékii volt kis alkoholtartalomnal, mint a Korona 1
és 2 oszlopokon. Nagy szerves fazis tartalmu eluensekben viszont minden alkalommal
kisebbnek adodtak a &’ értékek. Ezen eredmények magyarazata az lehet, hogy mivel a
Korona 3 oszlop az aminoundecil-csoportok miatt az apolarisabb kdlcsonhatasoknak
kedvez, igy a mintdk apolarisabb részei alakitottdk ki a szelektorral a kedvezdbb

kolesonhatasokat.
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A szelektivitas (o) €s felbontas (Rs) értékekben egy kivétellel minden esetben
egymashoz képest azonos valtozas volt megfigyelheté. A kivétel a 2c,2d vegyiilet a
Korona 3 kolonndn, ahol az a értékek maximum gorbét irnak le az Rs értékekkel
ellentétben, amelyek a MeOH tartalommal csdkkentek. A szelektorokat dsszehasonlitva
néhany kivételtdl eltekintve, altalanosan elmondhat6, hogy a Korona 1 és Korona 2
oszlopokon a nagyobb viztartalmaknal az enantioszelektiv kdlcsonhatasok jatszottak
szerepet, amelynek eredményeként a felbontas (Rs) értékek is nagyobbnak adodtak.
Ezzel ellentétben a Korona 3 kolonndn a kisebb viztartalom kedvezett az

enantioszelektiv, a nagyobb pedig a nem enantioszelektiv kolcsonhatasoknak.

5.1.2. Az alkohol mindségének hatdsa az elvalasztisra

Mindharom 4ll6fazis alkalmazéasakor vizsgaltuk az alkohol mindségének
(MeOH, EtOH, IPA) elvalasra gyakorolt hatasat, melyet a 2. tabldzat mutat be az 1a,1b,
1c,1d, 2a,2b és 2c,2d mintakra kapott eredmények példajan keresztiil. A 2. tablazat
azokat az eredményeket tartalmazza, amelyeket a H,O/alkohol (v/v) + 10mM AcOH
(ahol az alkohol MeOH, EtOH vagy IPA voltak) mozgofazisok alkalmazasa soran
kaptunk, néhany kivélasztott eluensosszetétel mellett.

Minden esetben az elséként elualdodd enantiomer retencios faktora (k;") az EtOH-
t tartalmaz6 mozgofazissal torténd elvalasztasok sordn volt a legnagyobb (részben nem
kozolt eredmények). A 2. tabldazat eredményei alapjan elmondhatd, hogy a szelektivitasi
tényezOket (a) tekintve altalanos tendencia nem volt megfigyelhets. Az o értékek
MeOH-ban a Korona 1 oszlopon az 1a,1b és 2a,2b anyagokra, mig IPA-ban a Korona
1 oszlopon a 2c,2d vegyiiletekre és szintén IPA-ban Korona 3 oszlopon az 1c,1d,
3a,3b, 3c,3d, 4a,4b és 4c,Ad anyagokra adodtak nagyobbnak. A legtobb esetben a
felbontas (Rs) értékek a MeOH-t tartalmazo eluens alkalmazasa soran voltak

nagyobbak.
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2. tablazar. Kromatografias paraméterek: retencios faktor (ki’), szelektivitasi tényezo
(o), felbontas (Rs) és elcios sorrend a vizsgalt anyagok regio- és sztereoizomerjeinek
kozvetlen elvalasztasa soran MeOH, EtOH vagy IPA tartalmi mozgofazisban

Minta Kolonna Mozgo fazis ki a Rs Eldcios
(VIv) sorrend
la,1b Korona 1 90/10,a 0,20 1,20 0,20 b<a
90/10,b 0,22 1,00 0,00 -
90/10,c 0,04 1,00 0,00 -
Korona 2 30/70,a 0,22 1,00 0,00 -
30/70,b 0,73 1,07 0,50 b<a
30/70,c 0,85 1,00 0,00 -
Korona 3 90/10,a 0,31 1,00 0,00 -
30/70,b 2,30 1,07 0,15 n.d.
30/70,c 1,02 1,00 0,00 -
1c,1d Korona 1 90/10,a 0,92 1,75 2,69 c<d
30/70,a 5,92 1,00 0,00 -
90/10,b 1,51 1,50 1,50 d<c
70/30,b 3,23 1,59 1,99 d<c
90/10,c 0,60 1,59 1,54 c<d
30/70,c 3,95 1,13 0,36 c<d
Korona 2 90/10,a 0,39 1,34 0,79 c<d
30/70,a 2,23 1,09 0,20 c<d
90/10,b 1,05 1,21 0,78 d<c
50/50,b 2,87 1,54 2,10 d<c
90/10,c 0,35 1,00 0,00 -
30/70,c 3,16 1,00 0,00 -
Korona 3 90/10,a 0,62 1,22 0,60 c<d
30/70,a 0,50 1,47 1,58 c<d
90/10,b 2,43 1,04 0,03 d<c
30/70,b 14,40 1,29 0,80 d<c
90/10,c 0,06 2,12 0,31 d<c
30/70,c 4,92 1,29 1,10 d<c
2a,2b Korona 1 90/10,a 0,09 1,38 0,24 b<a
30/70,b 1,54 1,23 0,14 n.d.
30/70,c 0,56 1,00 0,00 -
Korona 2 90/10,a 0,06 6,09 1,57 a<b
90/10,b 0,28 4,19 2,47 a<b
30/70,b 0,70 3,21 1,80 a<b
30/70,c 0,66 1,08 0,14 n.d.
Korona 3 90/10,a 0,42 1,00 0,00 -
90/10,b 0,93 1,05 0,05 n.d.
90/10,c 0,10 1,00 0,00 -
2c, 2d Korona 1 30/70,a 3,72 1,07 0,16 c<d
90/10,b 1,62 1,38 1,30 c<d
70/30,b 3,45 1,42 1,51 c<d
90/10,c 0,65 1,43 1,40 c<d
30/70,c 6,85 1,51 2,10 c<d
Korona 2 90/10,a 0,42 1,26 0,53 c<d
90/10,b 1,10 1,19 0,61 d<c
50/50,b 2,76 1,38 1,70 d<c
90/10,c 0,58 1,00 0,00 -
Korona 3 90/10,a 0,88 1,30 1,53 c<d
90/10,b 3,07 1,20 0,14 d<c
30/70,b 13,85 1,30 1,02 d<c

Kromatografias koriilmények: kolonna, Korona 1, Korona 2, Korona 3; mozgd fazis,
a, H,O/MeOH (v/v)+10 mM AcOH, b, H,O/EtOH (v/v)+10 mM AcOH, c, H,O/IPA
(V/v)+10mM AcOH; aramlasi sebesség, 0,5 mL min*; detektalds, 210 nm
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Korona 3 oszlopon EtOH-t tartalmazd mozgd fazissal torténd elvalasztasakor
U-alaku retencios gorbéket kaptunk a 3a, 3b, 3c, 3d, 4a, 4b és 4c, 4d mintak esetén.
Ezeket az eredményeket a 17. dabra szemlélteti, melybdl latszik, hogy egy bizonyos
eluensosszetétel utan a retencios faktor a viztartalom novelésével nétt. Ez valdsziniileg
annak volt koszonhetd, hogy a tobb vizet tartalmazé eluensben az allofazis és a mintak
kozott fokozottabbak voltak hidrofob kolcsonhatasok. Amikor a mozgd fazis alkohol
tartalma meghaladta a ~ 30-40%-ot, a retencids faktorok értékei ismét emelkedtek. Ez,
ahogyan mar esett rola sz6, arra utal, hogy a retencios viselkedést a HILIC kolcsonhatas
mechanizmusaval lehet értelmezni. A 18. dbrdn lathatjuk azt is, hogy a transz (c,d)
vegyitiletek sztereokémidja nagyobb visszatartast eredményezett a cisz (a,b) mintakhoz
képest mind kis, mind pedig nagy alkohol tartalomnal. Az U-alaka goérbék inflexios
pontjai és meredeksége az egyes vegyiiletek esetében a nagyobb illetve a kisebb alkohol
tartalmaknal kissé eltérnek. Az alkohol tartalom valtoztatdsdval kiilonbségek
tapasztalhatok a szelektivitasi tényezokben (&) és felbontasokban (Rs) is, azonban

altalanos tendencidk nem voltak megfigyelhetdek.

—=— 3a,3b
—e— 3c,3d
4a,4b
—e— 4c,4d
14
2,0
° 1,4 4 g
3 F15 &
0.7 L 1,0

T T T T T T T
90/10 70/30 50/50 30/70
Mozgo fazis Osszetetel (H,0/EtOH)

18. d@bra: A 3 és 4 vegyiiletek &k’ értékeinek Osszehasonlitasa EtOH tartalmi mozgo

fazisban Korona 3 oszlopon

5.1.3. A savas modosito mindségének hatdasa az elvalasztisra

A savas modositd hatasa a 3a,3b, 3c,3d, 4a,4b és 4c,4d mintdk elvalasztisa
soran kapott eredmények alapjan keriil szemléltetésre. Az eluenshez adagolt savas

modositok mindsége szerint vizsgaltuk azok elvalasra gyakorolt hatasat olyan vizes
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mozgd fazisban, melyben az alkoholos mddositok mennyisége allandé volt. Az
elvalasztasok soran az eluens szerves fazisa MeOH, EtOH vagy IPA (70% v/v) volt, a
savas modositd pedig HCOOH, AcOH, TFA, HCIO4, H,SO, vagy H3PO,4 melyek
koncentracioja allandé volt (10 mM). Az elvalasztasok sordn kapott kromatografias
eredményeket a 3. tabldzat tartalmazza.

Ha 0Osszevetjiik a 3. tdbldazatban bemutatott egyes kromatografias adatokat
kideriil, hogy a MeOH-t tartalmaz6o mozgo6 fazis alkalmazésa soran a transz vegyiiletek
esetében (C,d mintak) az AcOH illetve a TFA adagolasa novelte a retencids faktort, mig
az EtOH tartalmu eluenssel torténd elvalasztasok soran a legtobb esetben AcOH vagy
HCOOH alkalmazasa eredményezett nagyobb k' értéket. Az IPA-t tartalmazd mozgo
fazis alkalmazéasa soran kapott eredményekrél elmondhato, hogy a cisz (a,b)
vegyiileteknél az eluenshez adagolt H,SO, illetve HCOOH novelte a visszatartast,
ugyanakkor a transz (c,d) vegyiiletek elvalasztasa soran AcOH vagy szintén HCOOH
tartalmi mozgo fazis szolgaltatott nagyobb k' értéket. Tehat 6sszességében elmondhato,
hogy a legtobb esetben ACOH vagy HCOOH alkalmazasakor kaptunk nagyobb K’

értéket, mig mas savak Kisebb retencios faktor értékeket eredményeztek.

30



3. tablazat: Kromatografias paraméterek: retencids faktor (ki’), szelektivitasi tényez6
(o), felbontas (Rs) 3a,3b, 4a,4b ¢és 4c,4d enantiomerek kozvetlen elvalasztasa a savas
modositok  mindségének valtoztatasaval MeOH, EtOH vagy IPA tartalmu
mozgofazisban

Minta  Savminéség H,O/MeOH H,O/EtOH H,O/IPA
ki’ a Rs ki’ a Rs ki’ a Rs
AcOH 0,61 1,23 0,85 1,84 1,18 0,38 0,93 1,10 0,23
H,SO, 0,36 1,24 0,18 0,50 1,35 0,72 0,96 1,21 1,04
3a, 3b HCOOH 0,69 1,26 0,84 1,03 1,21 0,52 1,53 1,17 0,44
TFA 0,39 1,15 0,04 0,24 1,50 0,25 0,43 1,10 0,05
HCIO, 0,31 1,13 0,03 0,53 1,10 0,05 0,71 1,13 0,07
Hs;PO, 0,54 1,26 0,62 0,59 1,26 0,64 0,72 1,20 0,44
AcOH 0,33 1,56 0,84 1,22 1,32 1,25 0,96 1,20 0,97
H,SO, 0,08 2,00 0,38 0,10 2,50 0,67 0,54 1,35 0,98
3¢, 3d HCOOH 0,09 2,49 0,65 0,53 1,42 0,81 1,08 1,32 1,16
TFA 0,21 1,16 0,07 0,04 2,42 0,12 0,11 1,55 0,10
HCIO, 0,13 1,45 0,10 0,21 1,25 0,08 0,34 1,23 0,10
Hs;PO, 0,14 1,36 0,06 0,14 1,91 0,70 0,30 1,42 0,60
AcOH 0,56 1,30 0,84 1,78 1,20 0,58 0,79 1,15 0,56
H,SO, 0,36 1,39 0,15 0,50 1,45 1,39 0,83 1,30 1,31
4a, 4b HCOOH 0,65 1,33 1,00 1,09 1,20 0,66 1,35 1,21 0,77
TFA 0,41 1,18 0,10 0,25 1,51 0,07 0,23 1,65 0,26
HCIO, 0,32 1,37 0,06 0,52 1,17 0,07 0,74 1,06 0,04
Hs;PO, 0,57 1,26 0,51 0,57 1,34 0,65 0,64 1,29 0,54
AcOH 0,28 1,60 0,85 1,17 1,31 1,26 0,75 1,26 0,97
H,SO, 0,07 2,05 0,34 0,09 2,61 0,54 0,44 1,42 1,01
4c, 4d HCOOH 0,05 4,16 0,88 0,44 1,49 0,87 0,81 1,37 1,16
TFA 0,21 1,19 0,05 0,03 2,78 0,12 0,09 1,68 0,11
HCIO, 0,11 1,55 0,10 0,20 1,24 0,08 0,23 1,58 0,21
Hs;PO, 0,12 1,51 0,06 0,09 2,35 0,56 0,21 1,56 0,51

Kromatografias koriilmények: kolonna, Korona 1; mozgé fazis, H,O/alkohol = 30/70
(v/v) + 10 mM sav; aramlasi sebesség, 0,5 mL min’’; detektalas, 205 nm

A H;SO,; HCIO,; HiPO, és TFA savakat ugyanolyan koncentracioban
alkalmaztuk, mint az AcOH-at, azonban el6bbiek sokkal kisebb pH-t eredményeztek, és
egyuttal az eluens ionerdssége is valtozott. Erdsebb savak esetén a jobban protonalt
minta HILIC kolcsonhatasa a polarisabb mozgd fazissal novekedett, aminek
kovetkeztében a retencios id6 csokkent. A ,,gazda-vendég” tipusi komplexek
kialakuldsédban az ionerdsség ,,pajzsként” miikddik, tehat ha nd az ionerdsség, csokken a

retencid. Ami szelektivitast és felbontast illeti, a legtobb esetben az « és kiilondsen az
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Rs értékek nagyobbnak adodtak, amikor AcOH, HCOOH és néhany esetben, amikor
H,SO, keriilt alkalmazésra, kiillondsen azokban az esetekben, amikor a mozgdfazis

EtOH vagy IPA tartalmu volt.

5.1.4. A savas modosito mennyiségének hatdasa az elvdlasztasra

A savas modositd mennyiségének elvalasztdsra gyakorolt hatasat olyan
mozg6fazisok alkalmazasaval vizsgaltuk, melyekben a sav AcOH vagy H2SO4, a
szerves modositd pedig MeOH vagy IPA volt. Mig az eluenshez adagolt sav
mennyiségét valtoztattuk, addig az alkoholos modositok mennyisége allanddé maradt
(70% v/v). Az elvalasztasok soran kapott kromatografias eredmények szintén a 3a,3b,
3c,3d, 4a,4b és 4c,4d mintak alapjan keriilnek bemutatasra (4. tdbldzat).

A 4. tablazat eredményei alapjan megfigyelhetd, hogy az eluenshez adagolt
AcOH vagy H,SO, tartalom névelése (a 4a,4b mintak kivételével) csokkenti a retenciods
faktort. Mivel az eluensben a savtartalom novekedett, igy a mozgo fazis ionerdssége
nétt. Mint az mar korabban is targyalasra keriilt, a protonalt minta hidrofil
kolesonhatasanak erdssége a polaris mozgd fazissal varhatdan ndvekedett, igy csokkent
a retencios id0. Ezzel ellentétben az « és Rg értékek eltérd viselkedést mutattak a cisz
(a,b) vagy transz (c,d) helyzetekben amino- és karboxil csoportot tartalmazo vegytiletek
esetében. A szelektivitds mindkét tipusa minta elvalasztasakor novekedett a hozzaadott
sav mennyiségének novelésével, igy kijelenthetd, hogy az enantioszelektiv
kolcsonhatasok aranya nagyobb lett. A felbontas az a,b anyagok esetében — bar nem

crer

novelésével.
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4. tablazat: Kromatografias adatok: retencids faktor (K;’), szelektivitasi tényezé (),
felbontas (Rs) 3a,3b, 4a,4b és 4c,4d enantiomerek kozvetlen elvalasztasa (+)-(18-

crer

valtoztatasaval MeOH ¢és IPA tartalmi mozgofazisban

Sav Mozgo fazis: H,O/alkohol = 30/70 (v/v) + sav
Minta koncentracio H,O/MeOH + AcOH H,O/IPA + H,SO,4
(mM) ki’ a Rs Ky’ a Rs
0,5 1,25 1,10 0,04 1,46 1,18 0,57
1,0 1,10 1,12 0,06 1,32 1,18 0,46
3a.3b 5,0 1,07 1,22 0,61 0,72 1,27 0,43
' 10,0 0,61 1,23 0,80 0,52 1,34 0,66
20,0 0,60 1,26 0,84 0,53 1,37 0,76
30,0 0,82 1,26 0,89 0,41 1,40 0,80
0,5 0,50 1,44 1,21 1,04 1,25 1,09
1,0 0,44 1,48 1,14 0,46 1,43 1,05
3¢.3d 5,0 0,33 1,49 0,93 0,20 1,82 1,00
' 10,0 0,25 1,70 0,87 0,16 1,97 0,96
20,0 0,11 2,00 0,76 0,16 2,01 0,93
30,0 0,04 2,63 0,16 0,12 2,22 1,01
0,5 1,64 1,10 0,20 1,06 1,21 0,75
1,0 1,56 1,11 0,15 0,66 1,29 0,85
5,0 1,11 1,23 0,65 0,51 1,44 0,90
4a,4b 10,0 0,56 1,30 0,85 0,40 151 0,95
20,0 058 128 090 | 037 155 105
30,0 0,93 1,25 0,95 0,31 1,61 1,25
0,5 0,46 1,35 1,00 0,39 1,57 1,10
1,0 0,39 1,51 0,95 0,26 1,71 1,00
5,0 0,37 1,53 0,80 0,09 2,53 0,95
4c.4d 10,0 0,20 1,87 0,75 0,05 3,56 0,90
20,0 0,08 2,85 0,65 0,05 3,58 0,85
30,0 0,02 4,00 0,20 0,07 3,97 0,75

Kromatografias koriilmények: kolonna, Korona 1; mozgé fazis, H,O/alkohol = 30/70
(VIV) + sav; dramlasi sebesség, 0,5 mL min™; detektals, 205 nm

5.1.5. A kémiai szerkezet és a kromatogrdfias viselkedés osszefiiggése

A vizsgélt izoxazolin gylirivel kondenzalt 2-aminociklopentan karbonsav
analogok két csoportra oszthatok a hozzajuk kapcsolddd szubsztituensek mindsége
alapjan. Az elsé csoportban az 1 és a 3 anyagok szubsztituense (R1) metil-csoportot,
mig a masodik csoportba tartozok, azaz a 2 illetve 4 vegyiiletek esetében a szubsztituens
(R>) etil-csoport tartalmaz (17. dbra).

A vizsgalt vegyiiletek szerkezete befolyasolta a kiralis felismerést, azonban a

forditott fazisu modban torténd elvalasztas soran csekély hatdsa volt a retencidra annak,
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hogy a vegyiilet metil-vagy etil-szubsztituenst tartalmazott. Ugyanakkor a H,O/MeOH
= 90/10, illetve 5/95 (v/v) Osszetételii mozgd fazisok alkalmazasakor a metil-
szubsztitualt szarmazékok valdsziniileg jobban illeszkedtek a kiralis iiregben, igy a
retencids faktorok Korona 1 és Korona 2 allofazisok esetében nagyobbak voltak (1.
tablazat).

A metil- vagy etil-csoport helyzete sztérikus kolcsonhatasokon keresztiil
befolyasolta a szelektivitas és felbontas értékeket. A Korona 1 ¢és Korona 2
allofazisokon a 3a,3b mintak elvalasztasa jobb volt, mint az 1a,1b enantiomereké, mig
az 1c,1d szarmazékok jobb elvalasztast mutattak, mint a 3c,3d enantiomerek.
Osszehasonlitva a 2a-2d és 4a-4d enantiomerekre kapott eredményeket,

altalanossagban az mondhato el, hogy az utobbiak mutattak jobb elvalasztast.

5.1.6. A kiilonbozd kolonndk elvdlaszto képességének dsszehasonlitisa

Erdekes eredményeket tapasztaltunk, amikor Osszehasonlitottuk a harom
allofazis retencios viselkedését azokban az esetekben, melyeknél kis vagy nagy
mennyiségii vizet vagy alkoholt tartalmazott a mozgé fazis (1. tabldzat). A H,O/MeOH
(v/v) + 10 mM AcOH eluens rendszer alkalmazasakor, 6sszehasonlitva a kolonnakat a
Korona 3 oszlopon nagyobb viztartalom mellett volt nagyobb a ki’ (kivétel 1c,1d a
Korona 1 oszlopon), és Korona 1 oszlopon pedig abban az esetben, amikor az
alkoholtartalom volt nagyobb. Az els6 esetben, mivel a Korona 3 apolarisabb jellegi,
igy a tobb vizet tartalmazo mozg6fazis kedvez a hidrofob kdlcsonhatasoknak a minta és
az allofazis szelektora kozott, emiatt nagyobb k;’. A masodik esetben pedig, mivel a
Korona 1 polarisabb jellegli, igy az alkoholban gazdag eluens kedvez a HILIC
kolcsonhatasoknak, és ennek kovetkeztében nagyobb k; .

A vizsgalt vegyliletekhez kapcsolt szubsztituensek is befolyasoltak a
kromatografias viselkedést. A kapott eredmények alapjan, tobbségében az EtOH illetve
az IPA tartalmu eluensek alkalmazasakor a Korona 1 és Korona 2 all6fazisokon a
metil-szubsztitualt vegyiiletek retencidos faktorai adodtak nagyobbnak, mig az EtOH-t
tartalmazé mozgofazissal torténd elvalasztasok sordn kapott eredmények alapjan a

Korona 3 kolonnan az etil-szubsztitualt szarmazékok &’ értékei voltak nagyobbak.
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5.1.7. Az izoxazolin analogok négy sztereoizomerének elvalasztasa és az elucios

sorrend megdllapitisa

Az izoxazolin gytriivel kondenzalt 2-aminociklopentan karbonsav szarmazékok
biologiai aktivitasa fligg a konfiguraciojuktol, ezért nemcsak az enantiomerek, hanem a
diasztereomerek kromatografias uton torténd elvalasztasa €és azonositasa is alapvetd
feladat. Az 1. és 2. tablazatban felsorolt adatok azt mutatjak, hogy a négy sztereoizomer
elvalasztasat az adott koriilmények kozott csak néhany esetben lehet elérni egy
kromatografias mérésen beliil. Ahhoz, hogy a négy sztereoizomer kromatografias uton
torténd elvalasztasa megvaldsithatd legyen, az elvalasztast az allofazisok mindsége, a
mozgd fazis Osszetétele illetve a hémérséklet valtoztatdsaval optimalizaltuk. A 19.
abrak és az 5. tabldazat a négy izoxazolin gyliriivel kondenzalt ciszpentacin szdrmazék
sztereoizomerjeinek elvalasztasat szemlélteti. Sajnos az la,1b ¢és 1c,1d mintak nem
voltak elvalaszthatoak egy adott kromatografias rendszerben, de két eluens rendszert

alkalmazva az a,b illetve a ¢,d enantiomerekre kit{in elvalasztast kaptunk.

5. tablazat: Kromatografias adatok: retencios faktor (k) és felbontas (Rs) értékek a négy
enantiomer Korona 1 és 2 kolonnakon torténd elvalasztasokra

Minta Kolonna hgzzlgs" ky k% k3 ki R Rs R ;';‘rce‘r‘]’;
la-b  Koronal a 042 527 3894 3894 16,21 40,63 0,00 b<a<c=d
lc-d Korona 1 b 020 026 093 167 020 372 339 b<a<c<d
2a-d Korona 2 c 032 1,14 2,76 417 173 266 161 a<b<c<d
3a-d Korona 1 d 201 286 11,40 12,99 1,92 1368 1,72 d<c<a<b
4a-d Korona 1 d 2,34 335 999 1111 216 12,92 211 d<c<a<b

Kromatografias paraméterek: mozgo fazis, a, H,O/MeOH = 5/95 (v/v) + 30 mM AcOH,;
b, H,O/MeOH = 90/10 (v/v) + 10 mM AcOH; ¢, H,O/EtOH = 50/50 (v/v) + 10 mM
AcOH; d, H,0/MeOH = 5/95 (v/v) + 10 mM AcOH; hémérséklet, 5°C az la-1b, 2a-2d,
3a-3d és 4a-4d mintékra, 25°C az lc-d mintara; aramlasi sebesség, 0,5 ml min™;
detektalas, 210 nm
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19.a. dbra: Az 1a,1b sztereoizomereinek elvalasztisa
Oszlop: Korona 1; eluens osszetétel: H,O/MeOH = 5/95 (v/v) + 30 mM AcOH;

aramlasi sebesség: 0,5 ml mint; detektalas: 210 nm, hémérséklet: 5°C.
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19.b. abra: Az 1c,1d sztereoizomereinek elvalasztasa
Oszlop: Korona 1; eluens désszetétel: H,O/MeOH = 90/10 (v/v) + 10 mM AcOH;

aramlasi sebesség: 0,5 ml min™; detektalas: 210 nm, hémérséklet: 25°C.
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19.c. dabra: A 2a-2d sztereoizomereinek elvalasztasa
Oszlop: Korona 2; eluens osszetétel: H,O/EtOH = 50/50 (v/v) + 10 mM AcOH,;

aramlasi sebesség: 0,5 ml mint: detektalas: 210 nm, hémérséklet: 5°C.
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19.d. abra: A 3a-3d sztereoizomereinek elvalasztisa
Oszlop: Korona 1; eluens osszetétel: H,O/MeOH = 5/95 (v/v) + 10 mM AcOH,;

aramlasi sebesség: 0,5 ml min™; detektalas: 210 nm, hémérséklet: 5°C.
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19.e. dbra: A 4a-4d sztereoizomereinek elvalasztasa
Oszlop: Korona 1; eluens osszetétel: H,O/MeOH = 5/95 (v/v) + 10 mM AcOH,;

aramlasi sebesség: 0,5 ml min!: detektalas: 210 nm, hémérséklet: 5°C.
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6. Osszefoglalas

Forditott fazist kromatografias mérések soran az izoxazolin gytriivel kondenzalt
2-aminociklopentan karbonsav szarmazékok enantiomerjeinek elvalasztasat (+)-(18-

korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav alapt all6fazisokon hasonlitottuk Gssze.

Vizsgaltuk az eluens Osszetétel, a szerves- és savas modositok mindségének,

valamint azok koncentracio-valtozasanak hatasat az elvalasztasra.

Az eluens Osszetétel hatasanak vizsgalatakor kideriilt, hogy Korona 2 kolonnan
minden esetben no a visszatartas a MeOH-tartalom ndvelésével, valamint a Korona 3
allofazison minden anyag retencios faktor értéke U-alaku gorbét irt le. A MeOH
tartalom ndvelésével a retencids faktor novekedését a HILIC hatassal magyaraztuk. A
szelektivitast és felbontast tekintve a Korona 1 és Korona 2 oszlopokon tdbbnyire a
nagyobb alkoholtartalom biztositotta a jobb elvalast, kivételnek bizonyult az 1c,1d
valamint a 2a,2b vegyiilet. A Korona 3 oszlop kiralis szelektora — kdszonhetben a
hosszabb apolaris ,,kar”-nak — foként a nagyobb viztartalom esetén szolgaltatta a jobb

felbontast.

Az alkohol mindségének valtoztatdsa soran a k’ értékek minden esetben az
EtOH-t  tartalmazd  eluensek  hasznalatakor  adodtak  nagyobbnak. Az
enantioszelektivitast tekintve a Korona 1 kolonnan, a 2c,2d vegyiilet kivételével, az
IPA ¢és az MeOH, mig a Korona 2 oszlopon minden esetben az EtOH biztositott
nagyobb enantioszelektivitast. A Korona 3 esetében nem mondhaté ki altalanos

érvényll szabaly.

Savas modositoként alkalmazott hat sav kozil MeOH-t tartalmazé mozgd
fazisban a cisz vegyiiletek esetében az AcOH és HCOOH, mig a transz mintaknal az
AcOH ¢és TFA hasznalatakor volt legnagyobb a visszatartds. A felbontds értékek
azonban AcOH és HCOOH alkalmazasa esetén bizonyultak nagyobbnak, és ami a
szelektivitast illeti, tobbnyire kdvették a felbontas értékek valtozasat.

EtOH-t és IPA-t tartalmazd eluensekben a retencids faktorokkal kapcsolatos
tapasztalat az, hogy minden esetben az AcOH és HCOOH szolgéltatta a legnagyobb
visszatartast. Az o értékeket tekintve mind EtOH, mind IPA tartalmii mozgo6fazisok
esetén igaz, hogy a TFA tartalmi mozg6fazis adta a legnagyobb értékeket (kivétel a
3c¢,3d EtOH és H,SO, tartalmu eluensben). Az Rs értékek EtOH tartalmi eluensben az
a,b mintaknal H,SO, és HCOOH, a c,d mintaknal pedig AcOH ¢és HCOOH
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hasznalatakor adodtak nagyobbnak. IPA-ban minden alkalommal a H,SO, és HCOOH
nyujtotta a jobb felbontast.

crer

tobbnyire a visszatartas novekedésével jart, kivételt képeztek AcOH esetén a Cisz
mintdk, amelyek U-alaku gorbét irtak le a savkoncentracid novelésével. Az enantiomer
elvalasztas szelektivitasa a sav koncentracio novelésével novekedett, a felbontas értékek
a cisz vegyiiletek esetében szintén novekedtek, azonban a transz vegyiileteknél altalaban

csokkenés volt megfigyelhetd.

A vizsgalt anyagok szerkezete is hatassal volt a kiralis felismerésre. A Korona 1
és 2 allofazisok esetében a metil-szubsztitualt szarmazékok valdszinilileg jobban
illeszkedtek a kirdlis iiregben, ezért a retenciok nagyobbnak adddtak mind kis, mind
pedig nagy MeOH tartalomnal. A metil- vagy etil-szubsztituensek sztérikus helyzete is
befolyasolta kromatografids paraméterek valtozasat, kiillondsen a szelektivitds és
felbontas értékeket. A Korona 1 és 2 kolonnakon a 3a,3b mintak elvalasa jobb volt,
mint az 1a,1b enantiomereké, mig az 1c,1d szarmazékok jobb eredményt mutattak, mint
a 3c¢,3d. A 2a-2d és 4a-4d enantiomerek koziil az utobbiak altalanossagban jobb

elvalasztast mutattak.

A vegyliletek négy sztereoizomer-keverékének elvalasztisat is sikeresen
elvégeztikk, azonban az la-1d mintdk csak két kromatografias futtatasban voltak

teljesen megkiilonboztethetok.
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