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1. Bevezetés

Manapsag kilondsen a gyogyszerkutatasléammeg az érdektés a kiralis vegyiletek
elvédlasztdsa irant. Ez alapjan nem megldmpgy az ilyen tipusu vegyileteket mér jo ideje
kiséri kitintetett figyelem, kulondsen a gyogyszeriparban.ali§r hatbanyag esetén az
enantiomerek hatastani tulajdonsagai (felszivékiaalasztas, akivalas-gatlas, metabolizmus,
fehérjekobdés, receptor kdtés sth.) eltéek lehetnek, kdszonhitn annak, hogy a recepto-
rok, melyekkel kdlcsdnhatasba lépnek a hatonyaigokiralisak [1]. Az alkalmazott terapias
hatds gyakran csak az egyik enantiomerhez (eutomeejelhei, mig a masik izomer
(disztomer) csak idealis esetben artalmatlan, gpsleA disztomer valamilyen nem kivant
mellékhatést, & toxikus hatast is kivalthat [2]. Fontos, hogyesmantiomerek tiszta formaban
alljanak rendelkezésre. A tiszta enantiomeréilétasara harom lehetséges maod van:

v racém keverékek elvalasztasa,
v tiszta kirdlis forras alkalmazéasa,
v’ enantioszelektiv szintézisek.

Barmelyik eballitdsi modot is valasztjdk, elengedhetetlen felta kiralis tisztasag el-
lenérzése. Mindezekid kdvetkezik, hogy a gyogyszerfejlesztés es a gyogrelledrzes cél-
jara jol reprodukalhatd, nagy érzékenygegztereoszelektiv moédszerre van szikség. Ezen
feltételeknek leginkdbb a kirdlis nagyhatékonysémgyadék kromatografia felel meg, azon
belll is a kiralis oszlopot hasznalé kdzvetlen nzédsa legelterjedtebb. Ebben az esetben az
enantiomerek az oszlopon tekiralis szelektorokkal kulonbézminésédi kdlcsonhatasokat
alakitanak ki, mely biztosithatja az elvalasztasuka

Munkam soran a Szegedi Tudomanyegyetem Termédpatnyi és Informatikai Kar,
Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékélikindd kromatografias kutatdcsoport munkaja-
ban vettem részt. Feladatunk az izoxazolifirgiyel kondenzalt 2-aminociklopentan karbon-
sav analogok sztereoizomerjeinek elvalasztasa vdianulmanyoztuk, hogy az
eluensdsszetétel, #mérsékleta CLf* s6 mennyiségi és nmieégi valtoztatasa milyen hatast
gyakorol a kromatografias elvalasztast jellénparaméterekre, tgymint a retencios faktorra,
szelektivitdsra és felbontdsra. A mérési eredméyakrmodinamikai adatokat szamoltunk
a van't Hoff egyenlet kromatografidban hasznalaiseszefliggéseinek felhasznalasaval. A
kapott eredményekiba vegyulletek és az allofazis kozott febbdpdlcsonhatasokra vontunk le

kovetkeztetéseket.



2. Irodalmi elézmények

2.1. A kromatografia elméleti attekintése

A kromatogréafia tobbfokozatl, nagyhatékonysaghantikus elvalasztasi modszerek
fazis (eluens) kdzo6tt megoszlanak.

Az elvélasztas tehat a komponens valamilyen skimpadapulé megkédése az allofa-
zison és visszajutasa a mozgofazisba. A mozgoéfadisiuttatott minta dsszetiévaz allofa-
zisra keriilnek, ahol a megoszlasi hanyadosuknakfeleben megoszlanak a két fazis ko-
zOtt; valédi egyensuly nem tud beallni, mert azileggzis mozog. A dinamikus kvazi-
egyensulynak megfel&n eltéé mértékben megosztott komponenseket a mozgéféais (]
allofazis részre juttatja, ahol ez a kvazi-egyepd@all. Ez a folyamat Ujra és Ujra lejatszédik,
amig az anyag az alléfazis végére nem ér. Az edgtdado komponensek kulonlstmértéki
kolcsbnhatasokat alakitanak ki, az allofazisorrélideig tartozkodnak, tehat a retencios ide-
juk eltél lesz. Az alléfazissal 8sebb kdlcsdnhatast kialakité komponensek tobb tidlte-
nek az all6fazison, lemaradnak, mig azok a kompsgleramelyek kisebb @&séggel kdadtd-

nek, gyorsabban elérik az allofazis véget.

Ezek a kblcsbnhatasok lehetnek:

1. Fizikai kélcsbnhatasok
— van der Waals-féle gyenge kblcsdnhatasok,
— meéret szerinti kdlcsdnhatasok.

2. Kémiai kdlcsonhatasok
— ionos kolcsdnhatasok,
- H-hidas kolcs6nhatasok,
— sav-bazis kolcsonhatasok,
— atmeneti komplexképzeés.

3. Biokémiai kolcsonhatasok

— biokémiai affinitas, stb.

A kromatogréafias mddszereket tobbféleképpen, grdmpont szerint lehet csoportosi-
tani. A mozgoéfazis halmazallapota szerint beszéljak- és folyadékkromatografiarol, a

megkobtdeés fizikai-kémiai folyamata szerint adszorpcidsszorpciés, megoszlasos, ioncsere



sth. kromatografiarél. Technikai kivitelezésétfliggéen beszélhetiink oszlop- vagy sik- (vé-
konyréteg-, papir-) kromatogréfiardl [3].

2.2. Az optikai izoméria és az optikailag aktiv yatptek folyadékkromatografias elvalasz-
tasi lehetiségei

2.2.1. Az optikai izoméria

A sztereokémia mas néven térizomeéria a kémianakzaaga, amely az atomok térbeli
szerkezetét vizsgalja egy molekulan beldl.

Vannak olyan vegyiiletek, melyeknek médosulataineggnak nem szerkezeti izomer-
jei, mert szerkezeti képletikben nem térnek el, opdikai aktivitasukban viszont igen
(enantiomerek, kiralis vegyuletek). Azt a tulajdagst, hogy egy vegyllet (vagy anyag) ké-
pes elforgatni a polarizalt fény sikjat, optikatigitasnak, a vegyuletet (vagy anyagot) optika-
ilag aktivnak nevezzilk. Azok a vegyuletek, amelydknincs ilyen tulajdonsaga, optikailag
inaktivak (akiralis vegyuletek). Ha egy vegylilettibai forgatdsa az Oramutatd jaradsaval
megegyeé iranyd, akkor a vegyilet jobbra forgato (jele ellenke® esetben (ha az optikai
forgatas az 6ramutatd jarasaval ellentétes irabglha forgatonak (jele -) nevezzik. A két
optikailag aktiv médosulat minden fizikai és kénidajdonsaga megegyezik, azonos korul-
mények kdzott a meért elforgatdsuk abszolut értékaaegegyezik. Enantiomereknek, tikorke-
pi paroknak nevezzik az olyan izomereket, amelygkn@stol csak optikai forgatokepesse-
gukben térnek el, mas fizikai és kémiai tulajdonsdgn nem. Egy kiralis centrumot tartal-
maz6 vegyulletnek csak egy enantiomer parja lehi#orképi (enantiomer) parok egy-egy
aranyu elegyét racém elegynek hivjuk.

A szerves molekulak kiralitasa a legtbbb esethiesn\sezethét vissza, hogy a vegyulet
egy vagy tobb kiralitas centrumot tartalmaz. Eggnstom akkor kiralitas centrum, ha négy
kilonbo® atom vagy atomcsoport kapcsolddik hozzadprg. Az olyan szénatomot, amihez
négy kulonboé csoport kapcsolddik, aszimmetrikus vagy aszimmstszénatomnak nevez-

zUuk.



1. abra Asszimetria centrumok

Azokat a sztereoizomereket, amelyek nem enantekneehat tikorképi viszonyban
nem allnak egymassal, diasztereomereknek nevezxiikasztereomerek fizikai és kémiai
tulajdonsagai eltéek.

2.2.2. A kiralis vegylletek sztereoizomerjeinek eélasztasa HPLC-vel

Az enantiomerek kromatografias elvalasztasangbjatla kvazi diasztereomer vegyu-
letparok kialakitasa jelenti. Ennek lehetséges aiod]

a, Kozvetett modszerek:
v’ oszlop ebtti szarmazékképzés kirdlis reagens segitségével.
b, Kdzvetlen mbdszerek:

v kirdlis oszlop (all6fazis) alkalmazasa, melynekp@ahogy az alléfazison kémiailag
kotott kiralis vegyllet és az elvalasztandd enaméiek kozott kialakuld kdlcsénha-
tasok eredményezik az elvalasztast

v kirdlis adalék alkalmazasa a mozgoéfazisban, ahel\adasztas az eluensben keletke-
z6 komplexek elté& retencios tulajdonsagain alapul.



2.2.2.1. Kirdlis szarmazékképé reagensek alkalmazasa

Az oszlop ebtti szarmazékképzés soran a kiralisan tiszta reajepzaadasaval kova-
lens kotés diasztereomerek képanek, amelyeknek az eltéfizikai és kémiai tulajdonsagaik
miatt az elvalasztas mar akiralis kolonnan is ledges. 1975-ben Furukawa volt az ebki
aminosav enantiomerp-nitro-benzilésztereket, valasztott el (+)-10-kargaulfonilklorid
reagens felhasznalasaval [4,5]. A kiralis szarmleggik alkalmazasa szamosiehyel jar-
hat, mivel a felbontas altalaban nagyobb, a detektalsé hatara cstkkentbetz akiralis
kolonna olcsobb, eltcios sorrend kovetkeztétlikgtve a modszerfejlesztés kevésbéige-
nyes. Azonban a modszernek jetenhatranyat jelenti, hogy a szarmazékképragens nem
feltétlentll enatiomer tiszta, az alkalmazas soeflgghet racemizacio és kinetikai rezolucio, a
képzdo diasztereomerek moléaris abszorbancigja kiloéhéket, a reagens felesleg zavard
csucsként jelentkezhet valamint az enantiomer aisgarése tovabbi imeleteket igényel.

2.2.2.2. Kiralis all6fazisok alkalmazasa

A kirdlis all6fazisokon végzett elvalasztas szédégben alkalmazott folyadékkromato-
grafias modszer. Ennek a modszernek szantos/elvan: az elvalasztas soran racemizacio
nem valosziti, szarmazékképzeésre alkalmas funkciés csoportokéal rendelkez racém
elegyek is elvalaszthat6ak, az enantiomerek azoraéris abszorbanciaval rendelkeznek, a
minta ebkészités egyszerés az elvalasztast @drérséklet valtoztatasaval kedsezdnyba
lehet befolyasolni. Az éhydk mellett hatranyokkal is rendelkezik a modszekolonna dra-
ga, az allofazis és a minta kozotti kélcsonhatasok teljesen tisztazottak, a kiralis kolonna a
tarolasi és hasznélati korilményekre igen érzékeny.

Az allofazis és az elvélasztand6 vegyulet kozd@pdsolatot a harompontos illeszkedés
modellje @. abrg szemlélteti, mely Easson és Dalgliesh nevéhgidik [6,7]. Ez a kapcso-
lat akkor a legstabilabb, ha az all6fazishoz aalabztandé molekula legalabb harom ponton
tud kotdni. A két enanatiomer nem képes ugyanazon koleésbk kialakitasara, ezért va-
l6sulhat meg az elvalasztasuk.

A kialakuld kdlcsonhatasok lehetnek: hidrofébr kdlcsonhatasok, dipdl-dipdl koté-

sek, hidrogén-kotések, ionos kotések, komplexestketése, ligandumcsere jelensége, stb.
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2. abra A harompontos illeszkedés

A kiralis alléfazisokat a kovetkéz6bb csoportokba lehet sorolni:
v'ligandumcserés (Davankov-féle) all6fazisok,
v tdonor- akceptor (Pirkle-féle) alléfazisok,
v’ zarvanykomplex képiik (ciklodextrinek, koronaéterek),
v poliszacharid alapuak (celluléz, amil6z),
v fehérje alapulak,
v"makrociklusos antibiotikumok,
v szintetikus polimer alapuak.
Munkank soran ligandumcserés kolonnat alkalmaztomdyet Hyun és munkatarsai bocsaj-

tottak rendelkezésulinkre.

2.2.2.3. Ligandumcserés alléfazisok rovid irodalmismertetése

Davankov és mtsai [8-10] utthmunkai nyoman a kiralis ligandumcserés kromatogra-
fiat széles korben alkalmaztakkent a-aminosav enantiomerek elvalasztasara. Hare és mtsa
[11] valamint Wagner és mtsai [12] ugyanezeaminosav és szarmazékaik®Ckomplexeit,
mint kiralis mozgofazis adalékokat sikeresen alkedtak a-aminosav enantiomerek megku-
lonboztetésére. Davankov és mtsai [13] valamintrRaliotis €s mtsai [14] ugyancsak ezeket
az a-aminosavakat és szarmazékait kovalensen kotétthkagiél hordozora és Glijelenlét-
ében hasznaltdk aminosavak megkulonboztetésérankRav és mtsai [15] heptil-, decil- és
hexadecil-L-hidroxiprolint régzitettek szilikagéli@azison. Vizsgaltak a Cii koncentracio,
pH, NH,OAc, szerves moédositd hatasat az enantioszelddrait-aminosavak elvalasztasa
esetén. Davankov és mtsai [16] valamint Remellnésai [17] C18 all6fazisra dinamikusan

kotottek N-decil-L-hisztidint illetve N-tau-n-decil-L-hisztidint. C@* ionok jelenlétébena-



aminosav enantiomerek elvalasztasat tanulmany@gdkegallapitottak, hogy az ellcids sor-
rend L<D. Karger és mtsai [18,19] a szelektividgthsa érdekében a szelektaraminosav
szarmazék) és a szilikagél hordozé kdeiutil illetve n-decil tavtartd lancokat (,spacer”)
épitettek be és az oszlopokat sikeresen alkalm&fdk mint mozgé6fazis adalék jelenlétében
aminoalkoholok és danzil-D,L-aminosavak elvalasat@sGubitz és mtsai kilonb®ravtarto
lancokon keresztll L-prolint, L-hidroxi-prolint ré@gettek szilikagél hordozéra [20,21]. 5-10
mM CuSQ jelenlétében sikeresen valasztottak aebminosavakat, danzilaminosavakat,
hidroxisavakat, és kulonbdzglicil-dipeptideket. Yuki és mtsai [22] R2S) és (1529)-2-
karboximetilamino-1,2-difeniletanolt kovalensen ziigttek szilikagél all6fazisra. Az Uj allo-
fazis sikeresen valasztott @laminosavakat és hidroxisavakat. Sliwka és mtsaii fihami-
kusan rogzitettek kiralis alkoholl-szubsztitualtS-fenilglicinolt C18 alléfazisra. Tanulma-
nyoztdk a szubsztituens (alkil C-7, C-9, C-12 lamecpmas metoxibenzil, metilnatftil,
metilantril csoportok) és killdnbézromatografias paraméterek on, pH, Bmérséklet,
szerves modositd) hatdsat a retenciora és az esagigktivitasra. Miyazawa és mtsai [24],
Oi és mtsai [25] és Schlauch és mtsai [26] D-p#aiint és a szarmazékait alkalmaztak
ligandumcserés szelektorként Cielenlétében, alifas és aromas aminosav enantidmere
megkulonboztetésére. Hyun és mtsai [27-30] U isr&zelektorokat ugymint §2R)-
norefedrin, R)-alaninol, §-N,N-karboximetilundecil leucinol natrium dinamikusadtéttek
C18 Aall6fazisra. A kirdlis szelektorok igen hatéjoak bizonyultak Cti jelenlétébena-
aminosavak elvalasztasara. Az utobbi szelektor egjpbb véltozata R)-N,N-
karboximetilundecil fenilglicinol natrium kovalensedgzitve szilikagélhez, Gljelenlétében
nemcsak azr-aminosavaknak, hanemfaaminosavaknak is kivalo szelektora volt [31,32].
Az ligandumcserés allofazisok szerkezetét tekirgvezilikagél alléfazison a szilanol
csoporthoz aminosav szarmazék kapcsolodik egy &zémh (,spacer”) keresztil. A mozgo-
fazis C¢* iont tartalmaz, amely kdlcsdnhatasba lép a szalektino-, karboxil- és hidroxil
csoportjaval és az elvalasztand6 enantiomer karb@xaminocsoportjavaB( abra).



o)

|
aN~<_ i ,/
\\\\\\ \\\\\\ ; /,ouum R
ety
e AN
N

[¢] H

Si Me
o

Silicagel

3. abra: A Cu(ll) komplex kialakulasa

A ligandumcsereés elvalasztas mechanizmusat tekiatvaltalanosan elfogadott nézet
szerint a Cu(ll)-szelektor-minta komplex 5 taguétgliiriit képez és egy négyzetes sik elren-
dezdés javasolt a terner komplexre [28,33,34]. Az lels&as alapja, hogy az elvalasztando
izomerek eltas erssséd komplexet alakitanak ki az all6fazissal és ennelgfieleben eltéd
id6t toltenek az allofazison. Az enantioszelektivitagkialakuld komplex |étrejotte és eliér
stabilitisa eredményezi. Ha a%ant és a koordinaciés kotést kialakité polarisprstokat
egy sikba helyezzik, akkor a vizsgalt vegyiletzassaradd része a sik alatt vagy sik felett
helyezkedhet el. Ha a régzitett résszel azonodasldaan az elvalasztandé vegyulet, akkor a
cisz térhelyzefi, ha viszont ellentétes oldalon, akkortransztérallasu komplex jon létre.
Azok a vegylletek, amelyek ilyen terner komplexeiatesek kialakitani, valésfileg elva-

laszthatéak ligandumcserés alléfazison.



2.3. Termodinamika a kromatogréafiaban

2.3.1. Kromatografias elvalasztas émérsékletfiiggése

Az eddigi tapasztalatok alapjan ket igen fontagi$e van a kromatografias egyensulyra
a hbmérseékletnek.

Az el$ hatas a szelektivitasi tényega) valtozdsaban figyelh&imeg. Ez a termodina-
mikai hatas Chen illetve Zhu és mtsai. mutattak ra, hogy dektigitasi tényed altalaban
csokken a bmérséklet emelésével [35,36]. Ez azért kovetkeeiknbert valtoztatva asimér-
sékletet a megoszlasi hanyados is valtozik, amiam#gn vonja a szabadentalpia valtozasat,
mikdzben a megoszlas létrejon a két fazis kozottosan disszocialé mozgdéfazis vagy minta
esetén a disszocialo vegyllet pK-ja is befolyadollaa eluens 6sszetétel vagydamkérseklet
valtoztatasaval. Admeérséklet hatasa a szelektivitasi téryeznem teljesen tisztazott, mivel
nem ismerjuk, hogyan véltozik a komponens entap&jmozgofazisbdl az alldba toren
atmenet soran.

A masodik hatas a mozgofazis viszkozitasanak b8l ébeden a diffuzios allandonak
a valtozasa, amit kinetikai hatasnak nevezunkngrséklet emelésével az eluens viszkozita-
sanak csokkenése az oldott anyag diffuzios allamdd) ndvekedését vonja maga utan mind a
mozg6- mind az alléfazisban, amely a hatékonys&gtatss anyagatadasi gatlast csokkenti.
Természetesen acmérseklet emelésével a masodlagos kotések kiakdadik afssége
csokken, igy a kiralis felismerés mértékének csnkke efsen fligg a kiralis erédkblcson-
galt molekula bomlasa, illetve nagyobBniérsékletek alkalmazasanak korlatot szab adott
aramlasi sebesség mellett kialakulé6 nyomason amsléorraspontja, illetve az oszlop utani

nyomas kiegyenlitégibadodo forraspont csokkeneés is [37].

2.3.2.Termodinamikai alapfogalmak

Az allandé nyomason bekdvetkelaocsere a rendszer egy termodinamikai sajatsagaval,

a H entelpiaval egyezik meg.
H=U+pV (1)
ahol: U =rendszer betsenergidja,
p = nyomas,
V = térfogat.
10



Standard entalpia-valtozasnakH{) nevezzik egy olyan folyamat entalpiavaltozasat,
amelyben a kiindulasi anyagok és végtermékek egyatandardallapotban vannak.
Az entropia a rendszer rendezetlenségi fokanakékerimely entrépia a spontan le-

jatszoédo folyamatok soran névekszik, ha a rendgp#alt. Statisztikus definicidja:
S=kinW 2

ahol: k= Boltzmann &llandd,

W = azon médozatok szama, melyben a rendszer ejeengagvaldsulhat.
Termodinamikai definicidja:

4S=q/T 3)

ahol: q = arendszerrel koz6ltth

T = az a lbmérséklet, amelyen a&&tmenet végbemegy.
A standard reakcidentropid$) a tiszta, kulonallo termékek és a kiindulasi ajpkaentropi-
ai kozotti kilénbség, mikdzben valamennyi anyagadad allapotban van a megadatbier-

sékleten.

Helmholtz-fliggveény:
A=U-TS (4)

ahol: A = szabadenergia,
U = bel$ energia,
T = abszolut Bmérséklet,
S = entropia.

Gibbs-fuggvény:
G=H-TS (5)

ahol: G = szabadentalpia,
H = entalpia,
T = abszolut tmérséklet,

S= entrdpia.
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2.3.3. A van't Hoff egyenlet és alkalmazasa a krontagréafiaban

Ertékes informaciokat nyerhetiink a retenciés meiznausrol, ha a retenciésmér-
sékletfliggését vizsgaljuk. Természetesen ezeknaotbnamikai adatok egyensulyi rendsze-
rekre igazak, mely feltétel nem teljestl a kromadfigs folyamatokra, azonban megfélel
becslést tudnak nyudjtani az elvalasztasi folyamatrbéddmezésénél.

Egy, a termodinamikabdl ismert 6sszefliggés kaptsioleremt a standard szabadental-
pia valtozasa és az egyensulyi allandé (ami krograf@s retencié esetén a megoszlasi ha-

nyados) kozo6tt, mikdzben az adott komponens axkdgyisbol a masikba kerdil:
RT InK = AG° (6)
Ismert a standard szabadentalpia valtozas defjaiai&ibbs fiiggvény alapjan:
AG°=AH °- TAS® (7)

ahol:
AH ° = standard entalpiavaltozas,
AS° = standard entropiavaltozas.

Ezt az ebz6 egyenletbe helyettesitve kapjuk:

InK = — AH" A4S __4H +AS ®)
RT R RT R
Az egyensulyi allando egyehnhb retencios faktok] és a fazisarany3{ szorzataval:
K=kB=kVu/Vs 9

A fazisarany szamitasa: egy kromatografias oszémisdranya a mozgofazis térfogatanak
(Vm) és az all6fazis térfogatana¥) aranya,

ﬁ =V|\/|/VS (10)

Ha ezt az €iz6 egyenletbe helyettesitjuk, megkapjuk a kromatagipah hasznalt van't Hoff

egyenletet:

nk=-20"425 [ho (11)
RT = R

Ezen egyenlet szerint kat 1/T flggvényében 4brazolva egyenest kapunk, melynekdek-

sége-4H °/ R tengelymetszete, peddS°/R + In@, ahol @ = VgV (ha nem ismerjik az
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In® tagot, akkor a tengelymetsZRtel szorzott értékédS” = R AS°® + R In@tagot hasznal-
Juk).
Fontos kovetkeztetéseket tudunk levonni a kindlegkilonboztetési mechanizmusrdl,

ha megvizsgaljuk a két enantiomer standard szakbagenvaltozasanak a kilonbségét:
AG;°- AG; °= A(AG 9. (12)
A mar ismert Gibbs-Helmholtz formulat
-AG°=RT InK (13)
az ebz6 egyenletbe behelyettesitve a kovetkégszefiiggéshez jutunk:
-4(AG9) = RT In (k/ky). (14)
Az a elvélasztasi tényéza két enantiomer csucs retencids faktordnak adutnsga,

_ ko

a=—
k1

(15)
ak; és aky a két enantiomer retencios faktora. Az elvalasiég/edt behelyettesitve &3.
egyenletbe a kdvetkéxifejezést kapjuk:

-AAGY)=RT Ina. (16)

Az elbz6 pontban megismert van't Hoff egyenldtl) felhasznalasaval lar egyszeisitések

utan kifejezhet a kovetke# formulaval:

_A(AH) | ABS)
RT R

Ina = (17)

Az egyenlet szerint lmr — 1/T flggvény egyenest ad, melynek meredeksef@H 9/R, ten-
gelymetszete pedig(4S9/R.

Ha a vizsgalt komponensink molekulait intermolekial@ik tartjak az alléfazisban,
itt Kisebb az entrépiajuk, mint a mozgofazisbarglazek az dik gyengébbek, tehat a mole-
kuldk mozgasszabadsaga joval nagyobb.6Ekbvetkezik, hogy ha a mintamolekula a moz-
gobdl az allofazisba keril, csokken az entropibatteaz entropiavéltozas negativ. Ha az en-
talpiavaltozas @H 9 nagy, ez azt jelenti, hogy a megoszlas tulnyosgirétermolekularis
erok altal iranyitott. Ha éfs a kdlcsbnhatas a molekulak és az allofazis koakkior a reten-
ciés idbk nagyok. Ebben az esetben a szabadentalpidbariadgiatag a meghatérozo, igy ezt
a megoszlast entalpia-vezéreltnek nevezzik. Hatapmavaltoza34S9) nagy, akkor a min-

tamolekula mozgasi szabadsaga az all6fazisbantémoliabb, mint a mozgofazisban. igy a
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minta kevésbé jut at az alléfazisba, csokken anoghe Ez a megoszlas entropia-vezérelt. Fi-
zikai-kémiai szempontbdl a standard entalpiavakdafionbseg4(4H 9) ad felvilagositast,
hogy melyik a kedvezményezett folyamat, melybeonkdban kéédé enantiomer a mozgofa-
zisbol atlépve az allofazishoz Kdiik. Negativabbd(4H 9 az enantiomer all6fazissal valo
erdsebb kolcsonhatasara utal. A standard entropiaédtokilonbség4S9)) a ket

enantiomer rendezettségenek mértékében bekoveti@tnzast jellemzi az atmenet soran.

2.4. 1zoxazolin gyriit tartalmazo vegyuletek &llitasanak és jelertségének irodalmi 6sz-
szefoglalasa

2.4.1. Izoxazolin gyiriit tartalmazé vegyuletek eballitasa

Nitril-oxidok alkénekre tortéh 1,3-dipolaris cikloaddicidjat széles kdrben alkabhrak
izoxazolin szarmazékok szintézisére [38,39]. Infitdbuknak kbszonhéen a nitril-oxidokat
altalabanin situ allitjak eb a cikloaddicids reakciokban. Generalasukra tobhiébdszer is-
mert a szakirodalomban, az egyik legismertebb adtun modszer, ami hidroximoil kloridok
bazis indukalta dehidrohalogénezése [40], valaminMukaiyama modszer, ami primer

Az izoxazolin gyirivel kondenzalt ciszpentacin szarmazékok regio- €s
sztereoizomerjeinek &hllitasaval Kiss és mtsai [42,43] foglalkoztak. Atdrociklusos ve-
gyuleteketlla,b; llla,b ; IVa,b a Boc védett etitisz2-aminociklopent-3-én karboxilatra) (
tortérd nitril-oxidok 1,3-dipoléris cikloaddiciojaval atittak eb. A nitril-oxidok generalaséat
primer nitroalkanokbol (EtN& PrNQ), terc-butoxikarbonil-anhidrid (Bo®) és 4-
dimetilaminopiridin (DMAP) jelenlétében hajtottalkegre (Mukaiyama modszet, abrg.
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COOEt

NHBoc
|

1) EtNO, vagy PrNO,, Boc,O
DMAP, THF, 20 °C, 15 h

1,
/ Iy, /
N >\\\-Q<COOEt % Q_ COOE N\//ji?—c:ooa N@_cooa
R NHBoc © © R NHBoc

2) oszlopkromatografia

NHBoc NHBoc
lla: R = Me Illa: R = Me IVa: R = Me v
IIb: R =Et lla: R = Et IVb: R = Et

4. abra Izoxazolin gyiirivel kondenzalt ciszpentacin szarmazékok szintézise

A reakciok soran a lehetséges négy regio- ésesipemer kdzul csak harom izoxazolin
gyirivel kondenzalt ciszpentacin szarmazkkb; llla,b ; IVa,b képzdott, melyeket osz-
lopkromatografias modszerrel valasztottak el egyéhasnajd szerkezetiket XRD és 2D-
NMR méresekkel igazoltak [42].

Az eljaras alacsony regio- és sztereoszelektwitagatt mas szintézismodszert alkal-
maztak a ciszpentacin szarmazékobkakitasara. Az élbbiekben leirt mbdszer a nitril-oxid
generalasara (nitroalkan, Ba, DMAP) mas vizelvon6 szer alkalmazasa melleisisert.
Abban az esetben, amikor nitril-oxidallitasara BogO helyett PhNCO-ot hasznaltak vizel-
vono szerként, a cikloaddiciés reakci0 a Boc vedsit-cisz2-aminociklopent-3-én

karboxilatra [) 100%-o0s szelektivitassal egyetlen egy terméllegh eredményezetb( abrg

[43].
/O//,
Q‘COOEI EtNO, vagy PrNO,, PhANCO N>\ Q<CO0Et
W
EtsN, THF, 65 °C, 15 h
NHBoc 3 R NHBoc

lla: R = Me
lIb: R =Et

5. bra Izoxazolin gyiirivel kondenzalt ciszpentacin szarmazékok regio- és

sztereoszelektiv szintézise

A megfeleb transzpentacin szarmazékokdia,b a cikloaddicios dtermék lla,b
NaOEt-tal tortéfi epimerizaciojaval allitottak €IEtOH oldoszerbert( abrg.
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/O//, /O//,
N >\\-\Q‘COOEI NaOEL EtOH N>\\\“Q-.ICOOE'[
rt.,12h

R NHBoc R NHBoc
lla: R = Me Vlia: R = Me
llb: R =Et Vib: R =Et

6. 4bra Transzpentacin szarmazékok szintézise

Az 1,3-dipolaris cikloaddicio az etitansz2-aminociklopent-3-én karboxilatra/I| )
teljes regio- és szetereoszelektivitassdlléa,b terméket eredmeényezte, amit a minor termék
IVa,b NaOEt-os epimerizacidjaval isédllitottak (7. abra [43].

R
1 COOEt A . A NaOEt, EtOH
M. N/ W ICOOEt @~—8—21—— N/ COOEt
\O rt,12h \O
NHBoc
NHBoc NHBoc
VI Villa: R = Me IVa: R = Me
Villb: R = Et IVb: R = Et

7. abra Transzpentacin szarmazékok szelektiv szintézise

Az elallitott ciszpentacin és transzpentacin szarmazkel 111, 1V, VI és VIII )
enantiomer tiszta forméba istéllitottdk @. abrg. Az optikailag aktiv kiinduldsi anyagokat
[(+)-1 és (-)}] a racém fSlaktdm (X) Candida antarctica B-Lipaz altal katalizalt
enantioszelektiv dirinyitdsaval allitottdk é, majd az igy kapott enantiomer tiszta vegyile-
teket tovabbalakitottak a kivant szarmazékokk&[(@$ (-)4, 8. abra.

O Candida antartica 1BCO,H s O
Cﬁ B Lipaz ) ¥ @n{/
NH  iPr0, 70°C NH, L NH

rac-1X (+)-X (-)-1X

o

IR.CO,Et @S,\CHozEt
2S 2R

NHBoc “NHBoc
() (-)-1

8. abra Enantiomer tiszta (+)-1 és (-)-1 vegyuletek szindzise
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Az optikailag aktiv, izoxazolin dytvel kondenzalt ciszpentacin és transzpentacin
szarmazekokat [(Hha,b; (-)-llla,b; (+)-IVa,b; (-)-lla,b; (+)-Via,b; (+)-Vllla,b ] a racém
vegyuleteknél leirt reakcid korulmények szerinttattak eb (4-7. abrg az enantiomer tiszta
vegyuletekBl [(+)-] és (-)4] kiindulva. ©. abrg [42,43].

6aS~\RS..CO,Et R R

o NG 3aB\5%.CO,Et VAR NSR.COE
N Ny 3aS ”/4R N/ 6S N/ 6S
NHBoc N “ A 6aR “

R 0" %25 \HBoc O’ 6aR NHBoc
(+)-lla: R = Me (-)-lMa: R = Me (+)-IVa: R = Me
(+)-1lb: R = Et ()-lllb: R = Et (+)-IVb: R = Et

6aR 5 6 3S R
of" O Oy MO A8 88, COREL

N S N o 4S
\\ 3aR \\ 3aR N_ 6R

l NHBoc l NHBoc 07635 Y 1Boc

(-)-lla: R = Me (+)-Vla: R = Me (H)-Vllla: R = Me

(-)-llb: R = Et (+)-VIb: R = Et (+)-VllIb: R = Et

9. &bra Enantiomer tiszta, izoxazolin gyirivel kondenzalt ciszpentacin és

transzpentacin szarmazékok szintézise

Az altalunk vizsgalt anyagoklg Ill, VI ésVIIl racém illetve optikailag aktiv termé-
kek savas hidroliziséb szarmazgG-aminosav szarmazékok voltak. A hidrolizist, azara
décsoportok (-Et és -Boc) eltavolitasat HGIH 1:2 aranyu keverékével valositottdk meg
dioxanban [50].

2.4.2. 1zoxazolin gyriit tartalmazé vegyuletek bioldgiai jelentsége

Izoxazolin-vazat tartalmazo vegyiletek évtizedekafigyelem kdzéppontjaban allnak,
bizonyitott  biologiai hatasuknak (gyulladdscsokkent antibakterialis, antivirdlis,
tumorellenes) [44-48] kdszonléen. Emiatt jelerits szerepet toltenek be a gydgyszer- és ag-
rokémiai iparban.

Rakesh és munkatarsai 3,5-diszubsztitualt, izdkazyyiiriit tartalmaz6 vegyuleteket
allitottak eb, és tanulmanyoztdk TBC ellenes hatasukat [44]iz&galatok sordn megallapi-
tottak, hogy a C-3 helyzetben jelentéészter csoport ndveli a vegylletek aktivitdsat

Izoxazolin vazat tartalmazé antranilsav-diamid rsizekok mérsékelt tumorellenes

hatasat mutatta ki Shi és tarsai. [45].
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Shah és munkatéarsai a fluortatalmu izoxazoliniggzplin vegyuletek bioldgiai aktivi-
tasanak kulonbdwségére alapozva fluor tartalmu izoxazolin szarmekék allitott eb, me-
lyeknek antibakterialis hatasat tanulmanyozEdcherichia coli,Pseudomonas aeruginosa
(gram-negativ baktériumgtaphylococcus aureus, Salmonella paratypfgram-pozitiv bak-
térium) ellen. Eredményul azt kaptak, hogy a kutmdbfluor tartalmd szubsztituenseket tar-
talmazé izoxazolin szarmazékok eltéantibakterialis hatast fejtenek ki a fentebb fedtto
baktériumok ellen [46].

A 3-(2-butil-4-kloro-1H-imidazolil)-5-szubsztitugb*-izoxazolin gyiriit tartalmazé
vegyuletek gombaellenes hatasat vizsgalta Sadashiwaunkatarsai. A vegyuletek aktivitasat
0sszehasonlitottak a gombaellenes hatasardl ja@rismsztatinnal és az eredményekser
gombadb hatdst mutattak [47].

Kai és munkatarsai olyan szubsztitudlt izoxazotmarmazeékot Allitottak &l (2-
alkoxiiminoN-(5-terc-butil-2-isoxazolin-3-ilmetil)-acetamidok), mely mékivil hatékony az
emberi influenza A virusa ellen [48].

Az elbbbiekben felsorolt néhany példa bizonyitékul sziobgaizoxazolin vazat tartal-
maz06 vegylletek széleskobioldgiai alkalmazhatésagara. A bioldgiai aktigitédbbnyire
valamelyik enantiomerhez kététt, ami alahtuzza anBamer tisztasag ismeretének rendkivi-

li jelentéségét.
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3. Kisérleti rész

3.1. A vizsgalt izoxazolinok

A munkank soran izoxazolin gsivel kondenzalt 2-aminociklopentan karbonsav ana-
l6gokat vizsgaltunk [49,50], amelyeket a SZTE GYTyogyszerkémiai Intézetében allitot-
tak eb a fent leirtak alapjan. Az altalunk vizsgalt nyohodellvegyulet kézil aza-1d és a
3a-3d vegyuletek metil-csoporttal, mig aa-2d illetve 4a-4d vegylletek etilcsoporttal
szubsztitualtak10. 4brg.

6aS 55, WCOOH 6aR 5R 4COOH 5R 4COOH 6aR 5S WCOOH
0] ° ol 1) oni W
/ / /
N 5 f-/ R N \\\\\\\ A4S N N \\\\\\\ 4S
saS W, w 3R "NH, Ha w 3aR "\,
Ry Ry Ry Ry
a b c d
3aS,4R,5S,6aS 3aR,4S,5R,6aR 3aS,4R,5R,6aS 3aR,4S,5S,6aR
Ry CHs- 1la-1d
GHs- 2a-2d
Ro Ro Rz
3aR 5S \\\COOH > 3as 5R4COOH 3aR 5S \\\COOH > SaSQSR/COOH
o /|||||| T
N\O ,E/S N\o\‘\\\ 6R N\O 6R O ,///
6aSsS NH, 6aR NH, 6asS NH, 6aR NH
a b c d
3aR,5S,6S,6aS 3aS,5R,6R,6aR 3aR,5S,6R,6aS 3aS,5R,6S,6aR

Ry, CHy 3a-3d
GHs 4a-4d

10. abra Az izoxazolin gyirivel kondenzalt 2-aminociklopentan

karbonsavak szerkezete
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A vizsgélt [-aminosavak IUPAC szerinti elnevezései a kovetkez la
(3854R,5S 6&5)-4-amino-3-metil-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-ciklopaialjizoxazol-5-karbonsav;
1b  (38R4S5R,68R)-4-amino-3-metil-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-ciklopaljizoxazol-5-kar-
bonsav; 1¢ (3a854R,5R,6a5-4-amino-3-metil-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-ciklopa]aljizoxazol-
5-karbonsav; 1d  (3aR4S5S6aR)-4-amino-3-metil-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-ciklopent
[d]izoxazol-5-karbonsav;2a (3aS4R,5S6&)-4-amino-3-etil-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-ciklop-
enta[d]izoxazol-5-karbonsav;2b (3aR,4S5R,6aR)-4-amino-3-¢til-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-
ciklopenta[d]izoxazol-5-karbonsav2c (3854R,5R,6&5)-4-amino-3-etil-4,5,6,6a-tetrahidro-
3aH-ciklopenta[d]izoxazol-5-karbonsav2d (3aR,4S5S 6aR)-4-amino-3-etil-4,5,6,6a-tetra-
hidro-3aH-ciklopenta[d]izoxazol-5-karbonsa®a (3aR,5S,6S 6a5)-6-amino-3-metil-4,5,6,6a-
tetrahidro-3aH-ciklopenta[d]izoxazol-5-karbonsav3b  (3a8S5R,6R,6aR)-6-amino-3-metil-
4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-ciklopenta[d]izoxazol-5#@nsav; 3¢ (3aR,5S6R,685)-6-amino-3-
metil-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-ciklopenta[d]izoxa#ekarbonsav; 3d (38S5R,6S6aR)-6-
amino-3-metil-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-ciklopent&ddkazol-5-karbonsav; 4a (3aR5S
6S,685)-6-amino-3-etil-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-ciklopgdi&oxazol-5-karbonsavidb (3&S
5R,6R,6&R)-6-amino-3-¢til-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-ciklopdai&oxazol-5-karbonsav; 4c
(38R 55 6R,6a5)-6-amino-3-¢etil-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-ciklopgai&zoxazol-5-karbon-sav;
4d (3a55R,6S 6aR)-6-amino-3-¢til-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-ciklopdaf&oxazol-5-karbon-

sav.

3.2. Alkalmazott kolonna

Munkank soran Hyun altal @llitott kolonnat alkalmaztunk, melynek szerkezatel.
abran lathatdé. A natrium N-((R)-2-hidroxi-1-feniletil)N-undecilamino acetat szelektort

Kromasil szilikagélre rogzitették a szék451].
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Me — sj —Me

0]

-

Slicagd
11. dbra A kolonna szerkezete

3.3. Felhasznalt anyagok

A mérésekhez hasznalt HPLC tisztasagu olddszeretgnol (MeOH), etanol (EtOH),
n-propanol (PrOH), és propan-2-ol (2-PrOH) Schaf@entmenat, Spanyolorszag) gyartma-
nylGak voltak. A CG*-sék, Ggymint Cu(Cl@Q,, Cu(NQ), és CuSQ@ Sigma-Aldrich
(Steinheim, Németorszag) készitmények voltak. A gifazis készitéséhez Milli-Q vizet

hasznaltunk (Millipore, Molsheim, Franciaorszag).

3.4. Alkalmazott berendezések

A méréseink soran Merck-Hitachi L-6000 Pump (Tokiapan) HPLC pumpat,
Shimadzu SPD-6AV UV-VIS Spectrophotometric Detecfdokid, Japan) detektort, Cole
Parmer POLYSTAY Refrigerated Circulator (Cole Parmer, Chicago, Y ®fyadék termo-
sztatot alkalmaztunk, valamint Borwin 1.21. (Pr&@aehorszag) adatyé programot hasz-

naltunk.
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3.5. Kromatogréfias 6sszefliggések

A kromatografias adatok szamitasara az alabbi Giggzéseket hasznaltuk:

k=tR_tM; az&; _ trtr s
tm 1

aholk, retenciods faktortg, retencios id; ty, holtids, a, szelektivitasi tényey R, felbontas és

W: csucsalap szélesség.
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4. Célkitizés

Munkank soran céluliztik ki, az SZTE GYTK Gydgyszerkémiai Intézetébébaki-
tott izoxazolin  gyirivel kondenzalt 2-aminociklopentan karbonsav — ana&dgo
sztereoizomerjeinek folyadékkromatografias elvabesa kiralis ligandumcserés kolonnan.

Tanulmanyozni kivantuk, hogy az eluensdsszetétimérsékleta Cif* s6 mennyisé-
gi és mirbségi valtoztatdsa milyen hatast gyakorol a kromafiods elvalasztast jelleriza-
raméterekre, ugymint a retencios faktorra, szelgfisra és felbontasra. Tovabba megallapi-
tottuk az egyes enantiomerek ellcids sorrendjét is.

Célunk volt, hogy a kromatografiaban hasznalamstvHoff egyenletek segitségével
termodinamikai adatokat hatarozzunk meg, mél|dvetkeztetéseket vontuk le az elvélasz-

tds mechanizmusat ilk&tn.
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5. Kisérleti eredmények és értékelésik

5.1. Az eluensidsszetétel hatdsa a kromatografidampeterekre

Az izoxazolin gyirivel kondenzalt 2-aminociklopentan karbonsav andagkilonbo-
z6 eluensosszetétel mellett kiséreltik meg elvalasztgandumcserés oszlopon. Az
eluensosszetétedt, H,O/MeOH ésb, H,O/EtOH = (95/5, 85/15, 70/30 és 50/80) + 0,2
mM Cu(CIQy), aranyban valtoztattuk. A kromatografias elvalasz@sn kapott eredménye-
ket azl. Tablazatbanfoglaltuk 6ssze. A kénnyebb attekintbstg végett csak aka-1d és
4a-4d vegyulletek esetén ismertetjliik az 6sszes elueretéssir,a tobbi komponensre az al-
kohol mennyiségének valtoztatasa hasonlé tendemcitdtott. Lathatd, hogy a retencios fak-
tor esen flugg az eluens alkoholtartalméatol. A MeOH é3HEtérfogataranyanak névekedé-
sével a retencios faktor értékei minimum jeliegirbét irtak le. A minimum pont utani néve-
kedés azzal magyarazhatd, hogy a polaris, vizbglmajo oldéddé aminosavak a szerves fazis
(MeOH és EtOH) térfogataranyanak ndvekedésévebhkiseértékben vannak szolvatalva, igy
jobban kobdnek az allofazishoz, ezzel a visszatartas néviekézminimum ebtti szakasz a
hidrofob szakasz, ahol az alléfazis és a vegyidedk kialakulo hidrofob-hidrofob kdlcsén-
hatasok uralkodnak és novelik a retenciot a nagpastalmu eluensben.

EtOH alkalmazéasa esetén nagyobb retenciés fakaptunk, mint MeOH alkalmazasa-
kor. Ez annak tulajdonithatd, hogy a szénlanc nédégével az olddszer apolarisabb jélleg
vé valik ezért a polaris aminosav szivesebbenziwotiik az alléfazisban, a retencif.n

Az eluensdsszetétel valtoztatdsa nemcsak a régefadktort befolyasolhatja, hanem a
szelektivitast és a felbontast is.cfsz(1a,1b; 2a,2b; 3a,3b és 4a,4legylleteknél mindkét
alkohol alkalmazasa esetén a szerves rész novekeié&smozgofazisbarbtt a szelektivitas
és a felbontas. Aransz(1c,1d; 2c,2d; 3c,3d és 4c,4dnantiomerparok esetében a felbontas

és a szelektivitds valtozasara altalanosan éervéayestkeztetés nem volt levonhato.
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1. Tablazat

Kromatografias paraméterek: retenciés faktq), (szelektivitasi tényeyr (o), felbontas Rs)
ertékek és elucios sorrend az izoxazolifir§yel kondenzalt ciszpentacin analogok kozvetlen
elvalasztasa soran ligandumcseres kolormémeOH ésh, EtOH tartalmi mozgoéfazisban

Mozgofazis
. H,O/alkohol Ellcios
Minta (VA)+0,2 K ke a Rs sorrend
mM Cu(ll)
95/5,a 12,17 13,02 1,07 0,40 -
85/15,a 2,15 2,37 1,10 0,15 -
70/30,a 2,75 3,79 1,38 1,60 b<a
1a.1b 50/50,a 4,74 7,92 1,67 2,60 b<a
' 95/5,b 11,97 12,45 1,04 0,20 -
85/15,b 4,00 4,48 1,12 1,75 b<a
70/30,b 4,50 6,44 1,43 1,80 b<a
50/50,b 7,93 13,88 1,75 2,60 b<a
95/5,a 16,64 16,64 1,00 0,00 -
85/15,a 3,72 3,72 1,00 0,00 -
70/30,a 4,15 452 1,09 0,20 -
1c.1d 50/50,a 6,54 7,72 1,18 0,80 c<d
' 95/5,b 15,10 15,10 1,00 0,00 -
85/15,b 6,43 6,43 1,00 0,00 -
70/30,b 5,98 6,52 1,09 0,20 -
50/50,b 12,55 14,56 1,16 0,90 c<d
85/15,a 2,76 2,76 1,00 0,00 -
2a.2b 50/50,a 5,86 8,85 1,51 2,30 b<a
& 85/15,b 5,12 5,12 1,00 0,00 i
50/50,b 8,90 13,71 1,54 2,25 b<a
85/15,a 4,66 5,22 1,12 0,25 -
26.2d 50/50,a 8,84 9,11 1,03 0,20 -
' 85/15,b 7,99 9,11 1,14 1,00 c<d
50/50,b 9,55 15,85 1,66 2,80 c<d
85/15,a 3,23 3,59 1,11 0,25 -
3a.3b 50/50,a 7,50 11,48 1,53 2,55 b<a
' 85/15,b 6,08 6,75 1,11 0,50 b<a
50/50,b 11,32 16,53 1,46 2,20 b<a
85/15,a 4,65 8,23 1,77 2,40 c<d
3c.3d 50/50,a 8,62 12,15 1,41 1,85 c<d
' 85/15,b 7,14 12,92 1,81 3,55 c<d
50/50,b 13,95 17,72 1,27 1,45 c<d
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1. Tablazaffolytatasa:

Mozgéfazis
. H,O/alkohol Ellciés

Minta (VA)+0,2 K ke a Rs sorrend
mM Cu(ll)
95/5,a 20,80 23,50 1,13 1,00 b<a
85/15,a 4,27 4,91 1,15 0,45 b<a
70/30,a 5,15 6,85 1,33 1,65 b<a

4a.4b 50/50,a 8,15 12,88 1,58 3,23 b<a

’ 95/5,b 19,32 21,09 1,09 0,18 b<a

85/15,b 7,33 8,50 1,16 0,75 b<a
70/30,b 9,88 13,63 1,38 1,65 b<a
50/50,b 11,28 17,15 1,52 2,10 b<a
95/5,a 20,28 38,73 1,91 3,90 c<d
85/15,a 5,72 11,15 1,95 3,10 c<d
70/30,a 6,64 11,95 1,80 2,95 c<d

4c.4d 50/50,a 9,59 15,25 1,59 1,95 c<d

' 95/5,b 13,52 26,80 1,98 2,50 c<d

85/15,b 20,80 23,50 1,13 1,00 b<a
70/30,b 4,27 4,91 1,15 0,45 b<a
50/50,b 5,15 6,85 1,33 1,65 b<a

Kromatografias korilmények: kolonna: ligandumcsé@snna; mozgé fazia, H.O/MeOH
ésh, H,O/EtOH = (95/5, 85/15, 70/30 és 50/&0) + 0,2 mM Cu(CIQ),; aramlasi sebesséqg:
0,8 ml peré-; detektalas: 230 nm.

A 2c,2dminta esetében a kulontibalkoholok hasznalata ellentétes hatadsu volt. MeOH
tartalmu eluensben a szelektivitas és a felborgékkent, viszont EtOH tartalmu eluensben
noétt. A jelenség magyarazata nem tisztazott, valddzgnaz eltéf szolvatacios viszonyoknak
tulajdonithato.

Az azonositas enantiomer tiszta referenciaanydgjblsznalasaval tortént. Megallapi-
tottuk, hogy a kulénbdzciszéstranszenantiomerek ellciés sorrendje kulon-kilén megegye
zik.

5.2. Az alkohol mi@ségének hatdsa az elvalasztasra

A 2a,2b; 2c¢,2d és 3a,3b; 3c,3degylletek esetén vizsgaltuk a kromatografias &dato
alkohol mirbségébl valé fliggését. A vizsgalatokat,8/alkohol (85/15v/v) + 0,2 mM

Cu(CIlQy), eluensosszetétel mellett vegeztik. Az eredményeket abran mutatjuk be.
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Tapasztalatunk szerint az alkohol g88ge jelerits hatassal van a retenciéra. Azoels
ként elualédd komponens retencids faktdaa 166tt az alkohol szénlanc hosszanak névekedé-
sével mind a négy enantiomerpar esetéh ébrg. Ha az alkoholban a hidroxilcsoport lanc-
kozi C-atomhoz kapcsolodott, még tovabb névekealeisszatartas. Ez azzal magyarazhato,
hogy az alkoholok C-atomszaméanak nodvekedésével gmiaios csoportok helyzetének
fuggvényében az alkoholok apolaris jellege is n8zék MeOH < EtOH <n-PrOH < 2-
PrOH sorban. A ndvekvszénatomszam (apolaritas) kedsteen az aminosav (polaris jelleg)
€s az apolaris mozgofazis kozotti kdlcsonhatasalakitasahoz, igyda retencio.

A nagyobb C-atomszamu alkoholok alkalmazasakoelkézonos enantioszelektivitast
(12. 4brg figyelhettink meg az egyes enantiomerek elvaasatal. A felbontas viszont a
2a,2b enantiomerpar kivételével névekedett az alkoh@t@nszamanak névekedéseével. A
legnagyobb felbontas ndvekedé8@3d esetén figyeltik meg, mikor a metanolt propanollal

helyettesitettiik.
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retencios faktor (&;)

szelektivitas (o)

felbont:s (Ry)

3a,3b
. 3¢,3d

3a,3b
. 3¢,3d

2¢,2d 30,30

3c,3d

EMeOH
mEtOH
mn-PrOH
m2-PrOH

mMeOH
= EtOH

" n-PrOH
m 2-PrOH

®MeOH
m EtOH
un-PrOH
m 2-PrOH

12. &bra Az alkoholok minéségének hatdsa a kromatografias paraméterekre
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5.3. A Cu(ll) s6 valtoztatdsanak hatasa az elvatasra

Az ionkoncentracio valtozasa tbbb szinten is katlgdlasztasra. E&ént fontos meg-
emliteni, hogy Hyun és munkatérsai a kovetkegyensuly jelenlétét feltételezik az elvalasz-

tas folyamataban [51]:

[Cu(l)(aminosav)(szelektor)]+ Cu(ll) « [Cu(ll)(aminosav)] + [Cu(ll)(szelektor)]

Az egyenlet alapjan lathatjuk, hogy a’Gion koncentraciéjanak névekedésével az egyenstdysi
nyil iranyaba tolodik el, a Glkoncentracio novelése az allofazis felilletén kialiekomplexet meg-
bontja, azaz a retenciéban cstkkenést tapasztalunk.

A Cu**-ion koncentracié mennyiségi hatasat 0,05-0,5 mNOIDy), koncentracié tar-
tomanyban vizsgaltuk 2a,2b; 2c,2dilletve 3a,3b; 3c,3dvegyulletparok esetén. A vizsgalatot
H.O/MeOH = (85/15v/v) eluenstsszetétel mellett végeztik. Azt tapasiktaliogy a retenci-
0s faktor a Cu(Clg), koncentracidjanak a novekedésével minimum jéllggrbe mentén
valtozott és 0,3 mM koncentraciotol telitési szakasment at mind a négy enantiomerpar
esetébenl3. abrg. Ezzel parhuzamban a szelektivitas alig valtozoty a felbontas ac,2d
3a,3b és 3c,3@nantiomerparok esetén szintén minimum jéliggrbét irt le 2a,2b vegyu-
letpar, ilyen eluenstsszetétel esetén nem voltaalzthato).

0,2 mM Cud* koncentracidelett a retencids faktor névelésére egyértelrlasz nem
adhatd. A perklordanionok részt vehetnek a komplex kialakitasabargné®k stabilitasa
szintén befolyasolja a visszatartast. A sO konéerdjanak ndvekedésével a negativ tdltés
ionok mennyisége is, és egyben az iéaség is novekszik. Ezen hatasok éjeként alakul-
hat ki a kisérletileg tapasztalt viselkedés.
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retencios faktor (k;)

szelektivitas (a)

felbontas (Ry)

W
n

30
25
——22.2b
20
—;—2c.2d
15
—4=3a,3b
10
_ =—=3c,3d
5
0
0,05 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50
Cu(Cl10,), koncentracio (mM)
2,5
2,0 I/H_x
\,v—, ry Y +,-)a ..-)b
1,5 0=
—|—-2c.2d
1,0 , ! ' ! ! 1 —=3a,3b
= —=3c,3d
0,5
0,0
0,05 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50
Cu(Cl0O,), koncentracio (mM)
4,5
4,0
3.5
3,0 —4—2a,2b
2,5
2,0 == 2c.2d
1,5 —+—32,3b
1,0
0,5 3. 3d
0,0 L ¢ ¢ ¢ 4
0,05 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50

Cu(Cl0O,), koncentracio (mM)

13. dbra A Cu(CIO,); koncentracio valtoztatasanak hatasa a

kromatografias paraméterekre
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Vizsgaltuk a C&" s6 mennyiségének valtoztatasan tul az anionokgamymsségének
a hatdsat is az elvalasztasra.24,2b; 2c,2dilletve 3a,3b; 3c,3denantiomerparok esetén
H.O/MeOH = (85/15v/V) eluensdsszetétel mellett Cu(ll)-perklorat, -niigta -szulfat jelenlét-
ében végeztik az enantiomerek elvalasztasat. Attkkepgiményeket4. abran mutatjuk be.
Tapasztalatunk szerint a nitrat- és a szulfaticszhdalata a retenciot nagymeértékben megno-
velte, viszont a szelektivitds az egyes enantioérekmal alig valtozott. A felbontas mind a
2c,2d, a 3a,3b és a3c,3d esetében jeleéisen névekedett, mig 2a,2b ilyen kortlmények
mellett nem volt elvalaszthatdz anionok komplexképzsajatsaga Cl9< NO; < SQ? sor-
ban novekszik. Valdsziiteg a nitrat- €s szulfationok jelenlétében stallilkbmplex jon létre,
ami a retencié névekedéséhez vezet. A két enantiemézve a komplex stabilitdsa valdszi-
niileg nem nagyon kilénbo6zik, és ez okozhatja, hoggrlorationokhoz képest a szelektivi-

tas alig valtozik.

5.4. Szerkezet-retencio 0sszefliggés vizsgalata

Az aminosavak kémiai szerkezete befolyasolja a ligirdelismerést. Egy adott
eluensosszetételnél, forditott fazisu kromatogréfatén az etil-szubsztitualt analégok a leg-
tébb esetben ésebb kdlcstnhatasba Iépnek az alléfazissal, mmetd-szubsztitualtak, ami
kissé nagyobb retencios faktort eredménylez2§¢ 2. Tablazat Azonban az ésebb kblcson-
hatas csak ritkan vezet nagyobtés Rs értékekhez, jelezve, hogy a kdlcsénhatasok a ket
enantiomerre nézve alig kulonboznek. Sztérikus duatdkeresztil a metil- és etil-
szubsztittcio helyzete befolyasoligés Rsértékét is. Altalanosan 2a-3d és4a-4d vegyiile-
tek nagyobb enantioszelektivitast tapasztaltunki @ik la-1d és2a-2d enantiomerparok ese-
tén. A legtobb esetben teansz (c,d) izomerek enantioszelektivitasa jobb volt, mintiaz

(a,b) izomereké.
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m perldoration
H nitration
m azulfation

retenciaos faktor (k)

5
E m perkloration
= H nitration
% m szulfation
T
=
3a,3b
: 3¢,3d

4,0

3,0
=
=3 2,0 m perkloration
E mnitration
g 1,0 = szulfation
=2
]
= 0,0

2a,2b
2020 4 g

3¢,3d

14. abra A Cu®* s6 hatasa kromatografias paraméterekre
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5.5. A vmérsékletvaltozas hatasa a kromatografias elvalasw

A hémeérseéklet kromatografias paraméterekre gyakordbdda ligandumcserés kolon-
nan mind a nyolc modellvegyiilet esetén megvizsgétds5 °C [bmérseklettartomanyban.
Az eredményeket 2. Tablazatbammutatjuk be.

Adott eluens dsszetételnél,®MeOH = (85/15v/v) + 0,2 mM Cu(CIQ), a hbmér-
séklet ndvekedésével minden vizsgalt mintanal osiikl retenciés faktor. Ez azzal magya-
razhatd, hogy magasablbrhérsékleten a rendszer lielBnergidja is nagyobb lesz, ezaltal a
vegyuletek Bmozgasa novekszik, igy konnyebben k&gl az alléfazissal kialakitott kol-
csonhatasokat. A szelektivitas illetve felbontashd@nérséklet emelkedésével az egyes
enantiomerparoknal kulonbézelleget mutatott. AAa,1benantiomerpar esetében @gés az
Rs csOokkent a éimérséklet emelkedésével (4z,1d vegyulet nem volt elvalaszthatd). A
2a,2b 3a,3billetve 4a,4bvegyulet paroknal mind az és az R nétt a Fbmérséklet emelkedé-
sével, ezzel szemben3a,3d és4c,4d esetén azr csokkent, mig &snétt (2. Tablaza). Az
egyes vegyuletparok eltéviselkedése miatt a kromatografias adatokbdl telineomikai ada-

tokat szamoltunk, a kilénbéziselkedési modok felderitése céljabal.
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2. Tablazat

Az elgként eludlodé enantiomer retencids faktded, @z elvalasztasi tényé&fo) és a felbon-
tas Rs) valtozasa izoxazolin dgytvel kondenzalt ciszpentacin analdogok esetén kulzhbo
hémérsékleteken

. Hémeérseéklet (°C
Minta kESa i — 10 20 (:)>,o 40 45
W | 20,79 17,77 1334 1067 811 938
latb | @ | 1L 1,10 108| 107|106 L0
Re | 054 0,47 042|041 039 0,0
k | 2587 23,28 1890 1514 127D 1228
leid | @ | 100 1,00 100| 100|100 L0
Rs | 0,00 0,00 0,00] 000 000 0,0
ke | 26,90 24,85 1001 1553 1251 10,11
2a2b | @ | 1,00 1,00 107] 109|111 1
Rs | 0,00 0,00 033] 071 005 0,96
k | 27,60 25,25 2152 17,99 1530 1415
2c2d | @ | L2t 1,20 118]  116] 114 113
Re | 0,77 0,78 0,79] 077] 075 0,7
k| 3458 30,10 2281 1764 1360 1184
3a3b | a | 1,00 1,06 108] 108 109  L1d
Re | 0,00 0,24 034| 062] 075 08
k| 2392 24,15 1896 1595 12,74 11,15
3c3d | @ | 201 1,83 186] L77] 173 L7
Re | 1,70 2,61 193] 3.16] 437 357
W | 4441 35,96 2646|1930 1478 14,0
4a4b | @ | 1,00 1,11 112| 113] 114 114
Rs | 0,00 0,44 0.66] 098 105 1,19
W | 27,93 23,73 2264 1878 161D 13,90
acad | @ | 2,08 2,05 201| 191|188 18]
Re | 1,90 2,38 374  387] 527 510

Kromatografias kérilmények: kolonna: ligandumcsesgézlop; mozgo fazis: #/MeOH =
(85/15v/V) + 0,2 mM Cu(CIQ),; aramlasi sebesség: 0,8 ml perdetektalas: 230 nm.

Ehhez a van't Hoff egyenlet segitségével grafikiom meghataroztuk a termodinamikai
paramétereket, Ugymint standard entalpia, stanelatrdpia és standard szabadentalpia valto-
zas értékei. Az Ik — 1/Tfliggvény meredeksége a standard entalpiavalieZil/R), mig a
tengelymetszetik a standard entrépiavaltozis’ (R + In @) értékét adja. A pontodS°®
meghatarozasdhoz sziksége® a V4Vy, a fazis arany reciprokdnak ismerete. Ennek hia-

nyaban adS*R In @ értékek egymashoz viszonyitott nagysagat vehdigilelembe (5.
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abra). A A(4H°), A(4S°) értékeket a (16) egyenlet segitségével hatarontedk az lar - 1/T

fuggvény abrazolasavalg. abrg.

y=21538x-3.5112
R==0.9940

Ink

3.1 A y = 1889.6x-3,2015

R==0.9922
2.9 4

2.7

2,5 T T T T T 1
0,0031 0,0032 0,0033 0,0034 0,0035 0,0036 0,0037

1T (1/K)

15. abra A 4c,4denantiomerek kértékei azZl/T fuggvényében
Kolonna: ligandumcserés oszlogjuensdsszetéteH,O/MeOH=(85/15v/v) + 0,2 mM
Cu(CIOy),; Aramlési sebesség0,8 ml perd; Detektalas230 nm

0,74 -

0.72

0,70 | y=264.17%-0,2197
RZ=0,9931
0,68 -|

Ino

0,66

0.64

0,62
*

0,()0 T T T T T 1
0,0031 0,0032 0,0033 0,0034 0,0035 0,0036 0,0037

T (1/K)
16. abra A 4c,4denantiomerjeinek o értékei azL/T fliggvényében
Kolonna: ligandumcserés oszlopjuenstsszetételH,O/MeOH=(85/15v/v) + 0,2 mM
Cu(ClOy),; Aramlasi sebesség0,8 ml perd; Detektalas 230 nm
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1. Tablazat

Termodinamikai paraméterekH 5 AS?, A(AH°), A(AS"), A(AG"), korrelacios koefficiensRP) ésTis, hdmérséklet értékei ligandumcserés kolon-
nan

Minta |ENantiol  -AH® -AS* Korr. Koeff. -A(AH 9 -A(AS9 -A(AG Y208k Tiso
mer | (kJmol?) | (J mol*K™ (R?) (kJmol™ | @mol*KY | (kJmol? (°C)
Llatb 1 19,9 46,0 0,9963 0,9 2.4 0,2 102
> 2 20,7 48,4 0,9965
1 14,2 24,0 0,9964 0,00 0,00 0,00 -
1c,1d
2 14,2 24,0
1 16,8 32,8 0,9952 -1,4 -5,4 0,2 5
2a,2b
2 14,6 25,0 0,9921
oe 24 1 12,3 16,6 0,999 1,3 3,0 0,4 ,155”
c,
2 13,6 19,6 0,9988
1 19,6 40,9 0,9992 -0,7 -2,9 0,2 -8
3a,3b
2 18,3 36,1 0,9959
1 15,7 28.9 0,9954 1,4 <0,1 1,4 522"
3c,3d
2 18,0 31,9 0,9962
1 19,6 39,2 0,9953 -0,4 -2,4 0,3 -15
4a,4b ’ :
2 17,9 32,8 0,9979
1 15.7 27.4 0,9922 2,2 1,8 1,7 928"
4c,4d : :
2 17,9 29,2 0,9940

Kolonna: ligandumcserés oszlop; mozgofazisOMieOH=(85/15v/V) + 0,2 mM Cu(CIQ),; (1) és (2), ekként és masodikként elualédo
enantiomer; aramlasi sebesség: 0,8 ml hatetektalas: 230 nmS*’= AS°+R In @ ahol @ a fazisarany reciprokd&’, In k -1/T fiiggvény kor-
relacios koefficiense
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A hémérseékletfiiggésih szamolt termodinamikai adatokaBaTablazatbarfoglaltuk 6ssze.

A AH° ésASY (ASPEASHR In®) értékek minden vegyiiletparnal negativnak adédtak.
Altalanosan elfogadott, hogy mindkét enantiomerampzon nem-sztereospecifikus kolcsén-
hatasban vesz részt, mig a masodikként elualoddtiemeer tovabbi sztereospecifikus kol-
csOnhatas résztvéje.

Az la,1b; a 2c,2d; a 3c¢,3d és a4c,4d enantiomerparok kozil azéslzoér eludlodott
enantiomerekiH °és4S” értékei kevésbé voltak negativak, ugyanakkda2hb a3a,3bés a
4a,4bvegylletparokndl az €lként elualédott enantiomerre kaptunk negativabékékiet. A
3. Tablazatadatai alapjan ahol#H ° értékei negativabbak egy oszlopsoron belll, dehiie
hogy ezen komponens kdlcsonhatdsa az all6fazissagetikailag kedvedibb. Abszolut ér-
tékben minél nagyobbak ezek az értékek, annéllabdbia kialakuld all6fazis-enantiomer
komplex, ami nagyobb mértékben noveli a rendezgetsis (41S”). Ha az enantiomerparok
esetében elemezzik a kapott adatokat,@/MeOH = (85/15v/v) + 0,2 mM Cu(CIQ),
eluensosszetétel mellett, megfigyethdtogy a AH ° értékek 12-21 kJ/mol tartomanyba estek.
A legnagyobb 4H °értékét azla,1ly 3a,3bés4a,4bvegyiletekre kaptuk, mig a legkisebbet a
2c,2d enantiomerparra. A negativ standard entropia demgttség novekedésére utal, tehéat a
molekula tdbb ponton kétlik az alléfazishoz, az enantiomer joval stabila@trineneti komp-
lexet képez az alléfazissal, mozgasaban és forgasafisebben korlatozott. Nagyobb nega-
tiv 4S” értéke azla,1lb; 3a,3bés 4a,4benantiomerparoknak volt, mig a legkisebb negativ
ertéket pedig &c,2denantiomerpar esetén tapasztaltunk.

A A(AH®), A(4S°) ésA(AG°) értekek az elvalasztas soran a sztereoizomer parokn
felléps kolcsdnhatasok kulonbsédgdladodtak. AAAH®) és ad(4S°) mind pozitiv mind ne-
gativ értéket mutatott. Hady4aH®) és a4(4S°) értéke negativ, az elvalasztas entalpiavezérelt,
mint az a legtobb esetberdf@rdul. A masodikként elualédé enantiomeéssbb kdlcsdnha-
tast alakit ki az all6fazissal, mint az @ént elualodo, melyhez egy kedvden (negativ)
entropia-tag jarul. A szelektivitasi tényeebben az esetben cstkkensaBrséklet emeléseé-
vel. Ha az elvalasztas entropiavezérelt, a szeliekti tényed ndvekszik a bmérséklet eme-
lésével és a kolonna hatékonysaga ezzel egyltEn a két hatas teszi az entrOpiavezérelt
elvélasztdsokat kulonlegessé. Erre példat.aabranmutatunk be.

A A(4H°) értékei a vizsgalt vegyuletek esetén -2,2 — Uéltartomanyban valtoztak.

A 4c,Ad az allofazissal kialakitott kdlcsdnhatas soran dggobb negativ4(dH®) értéket
eredményezte, mig a legpozitivabb értékea2besetén kaptuk. X(4S°) ertékei -2,4 — 5,4

J mol* K'tartomanybaba estek, a szamolt eredmények alapi@gnagyobb pozitiv értéket
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2a,2benantiomerparra kaptuk, mig a legnagyobb neghiis°) értéket a2c,2dvegyiletpar-

ra adodott. A3. Tablazatbanszerepd adatok alapjan lathato, hogydH®) és a4(4S°) érté-
kek acisz vegyuletek 2a,2ly 3a,3ly 4a,4b) esetében pozitivak lettek, dblkovetkeden
ezekben az esetekben az elvalasztas entrépiavez&ralansz vegylletek 2c,2d; 3c,3d;
4c,40) és egyciszvegyllet (a,1b A(AH°) és ad(AS°®) értékei negativnak adddtak, ezekben
az esetekben az elvélasztas entalpiavezérelt. tapdavezérelt enantiomer elvalasztasnak a
nagyobb Bmérseéklet kedvez, mig az enatalpiavezérelt elvidlaskat kisebb dmérsékleten
tudjuk ebnydsen megvaldsitani.

A -A(AG°) értékei arra utalnak3( Tablaza}, hogy a3c,3d (transztérszerkezdét CHg
csoporttal szubsztitualt analog) 4s,4d (transztérszerkezét C,Hs csoporttal szubsztitualt
analég) enantiomerparok hatékonyan és szelektitiguhek a szelektorhoz, a legjobb elva-
lasztast megvaldsitva.

Meghataroztuk aris, hémérsekletet, amely dmérsékleten a két enantiomer egyitt
elualodik. Ez a grafikus meghatarozas alapjeth @brg egy adott Bmérséklet, a gyakorlat
azonban azt mutatja, hogy nemcsaksahémérsékleten, hanem annak kérnyékén is sikerte-
len az enantiomerek elvélasztdsa. Ez6mdrséklet tartomanyt gmeérséklet indukalt l1atha-
tatlan régio™-nak (,temperature-induced blind zoneévezték el, mely tartomany nagysagat

az alkalmazott korilmények, a vegytletek, valaraifblonna befolyasolja [52].
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17. dbra A 2a,2benantiomerek kromatogramjai &rhérséklet hatas vizsgalata esetén
Kolonna: ligandumcserés oszlogjuensosszetételH,O/MeOH=(85/15v/v) + 0,2 mM Cu(CIQ);;
Aramlasi sebesség0,8 ml pere; Detektalas230 nm

39



6. Osszefoglalas

Munkénk soran az izoxazolin @yivel kondenzélt 2-aminociklopentdn karbonsav ana-
l6gok sztereoizomerjeinek elvalasztasat valositottmeg néatrium N-((R)-2-hidroxi-1-
feniletil)-N-undecilamino acetat alapu kiralis kolonnan.

Vizsgéltuk az eluenstsszetétel valtoztatasanaisénb retencidra, a szelektivitasra és a
felbontasra. A mozgofazist,@/MeOH és HO/EtOH = (95/5-50/50//v) tartoméanyban val-
toztatva, azt tapasztaltuk, hogy a retencios faktorimum jellegi gérbe mentén valtozott,
mig a szelektivitas és felbontas edtériselkedést mutatott az alkoholok mozgoéfazisbeli
mennyiségének fliggvényében.

A mozgofazisbeli alkohol miségének vizsgalata soran megallapitottuk, hogyem+e
ciot és a felbontast jelefgen befolyasolta az alkoholok C-atomszamanak \iakiéza.

A vegyes komplexképzésben résztv@if* s mennyiségének és ragégének hatasat
is tanulmanyoztuk az elvalasztasra. AQuennyiségének valtoztatasa soran azt tapasztaltuk,
hogy a retenciés faktor és a felbontas& Goncentracid névekedésével minimum jefleg
gorbét irtak le, mik6zben a szelektivitasra a kotréeid valtoztatdsa nem volt jeléathatas-
sal. A C*-t perklorat, nitrat illetve szulfat sé forméajabadagolva tapasztalatunk szerint a
nitrat és a szulfat anion jelenléte jelentetencié ndvekedést okozott.

Vizsgaltuk a Bmérséklet hatasat a kromatografias paraméterekte °& romérséklet-
tartomanyban. A van't Hoff egyenlet segitségévaHa, aaS”, aA(4aH°), aA(4S°), aA(AG®)
ertékeket hataroztuk meg. Megallapitottuk, hogegidbb enantiomerpar elvalasztasa ental-
piavezérelt, de néhany esetben entrépiavezérditasixtast is megfigyeltiink. Ez utébbi jelen-
tosége abban rejlik, hogy nagyobbtniérsékleten révidebb retenciogvel jobb elvalasztast

tudunk elérni.
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