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BEVEZETES

A modern analitikai kémia egyik legfontosabb célja a kiralis vegyiiletek, kiilondsen a
biologiai és gyogyszerészeti jelentdséggel bird analogok enantiomerjeinek elvalasztasa.

Az €16 szervezetben molekularis szinten a kiralitds az élethez sziikséges épitdelemek,
mint példaul az aminosavak, cukrok, peptidek, fehérjék és poliszacharidok fontos jellemzdje.
Mivel a biologiai rendszerekben ezek a biomolekuldk csak az egyik lehetséges enantiomer-
formajukban léteznek, ezért eltérden Iépnek kolcsonhatisba a szervezetbe jutd kiralis
gyogyszermolekulak, élelmiszer adalékanyagok, mezdgazdasagi vegyszerek, illatanyagok,
stb. egyes enantiomerjeivel. Emellett a sztereoszelektivitds az enzimatikus folyamatok,
hirvivé-receptor kdlesonhatasok és metabolikus folyamatok jellemzé sajatossaga is.

Ertheté tehat, hogy a kiralitais gyogyszeripari vonatkozasban is kulcsfontossagu
fogalom. Ha egy racém gydgyszermolekula a kirédlisan szelektiv €16 szervezetbe keriil, annak
enantiomerjei kiilonbozhetnek a biologiai hasznosithatésag, megoszlads, metabolizmus,
kitirtilés vagy a hatds tipusaban és mértékében. Gyakran csak az egyik enantiomer felelds az
alkalmazott terapias hatdsért (eutomer), mig a masik izomer (disztomer) kevésbé aktiv,
inaktiv, vagy akar toxikus illetve antagonista is lehet. Az eltérd bioldgiai tulajdonsagok oka
az, hogy kiilonb6z6 az egyes enantiomerek fehérjetranszportja és fehérjéhez vald kotédése, a
metabolizmusuk kinetik4ja és stabilitasuk.

A tiszta enantiomerek eldallitasanak tobb lehetdsége van, példaul (a) enantioszelektiv
szintézis eljarasok alkalmazdsa, vagy (b) racém keverékek eldallitdsa, majd az enantiomerek
elvalasztdsa. Az elvalasztas torténhet indirekt modon, kovalens diasztereomer parok
képzésével. Ezek az eltérd fizikai és kémiai tulajdonsdgaik alapjan kristalyositassal,
desztillacioval vagy akirdlis kromatografids eljarasokkal szétvalaszthatok. A  direkt
modszereknél a diasztereomer parok nem kovalens koétéssel alakulnak ki, hanem a racém
elegy egy kirdlis szelektorral 1ép kolcsonhatasba, ami lehet egy kirdlis allofazis
szelektormolekuldja vagy a mozgo6fazishoz adott kiralis adalékanyag. Az enantiomerek
elvalasztasa torténhet még kinetikus rezolvalasi eljarasokkal, enantioszelektiv membranok
vagy enzimek segitségével, vagy szimultdn mozgoréteges folyadékkromatografias
modszerekkel is.

A kiindulasi anyagok illetve a termékek enantiomer tisztasdganak -ellendrzésére
megbizhatd és pontos analitikai mddszerekre van sziikség. Az analitikai vizsgalatoknal az

érzékenység €és a szelektivitds egyarant fontos kovetelmény mind az egyetemi, ipari €s



gyogyszergyari kutatdsok teriiletén. Az analitikai célokra kidolgozott elvalasztési technikak
koziil az egyik legdinamikusabban fejlodé és legszélesebb korben alkalmazott modszer a
nagyhatékonysdgi folyadékkromatografia (HPLC), amely megfelel a fent emlitett

kovetelményeknek.

CELKITUZES

Munkéank célja egyszerli, konnyen alkalmazhaté kozvetlen kiralis kromatografias
modszerek kifejlesztése volt, amelyek megfeleléek a racém aminonaftol és a S-aminosav
enantiomerek elvalasztasara, szintézisiik nyomon kovetésére €s abszolut konfigurdciodjuk
megallapitasara.

Az 1-(aminobenzil)-2-naftol, 2-(aminobenzil)-1-naftol ¢és 1-(aminoalkil)-2-naftol
szarmazékok enantiomerjeit kiralis katalizatorokként, kiralis segédanyagokként és szintetikus
épitdelemekként alkalmazzak a kémiaban. Legjobb tudomasunk szerint eddig még nem jelent
meg publikdcid6 ezen racém aminonaftol analogok kiralis folyadékkromatografias
elvalasztasarol.

Célul thztiik ki kiilonbozden szubsztitualt a-aminobenzil- (1. &dbra) és a-aminoalkil (2.
abra) 1- és 2-naftol analogok elvalasztasara alkalmas kromatografidas modszerek kifejlesztését
celluloz trisz-3,5-dimetilfenil karbamat-alapu kiralis allofazisokon és egy p-ciklodextrin-
alapu kiralis allofazison. Ezen tilmenden célunk volt az elvéalasztas hémérsékletfiiggésének
tanulmanyozasa egy celluléz 3,5-dimetilfenil karbamat-alapt kiralis allofazison, valamint a
kiralis elvalasztas termodinamikdjanak felderitése az a-aminobenzil- 1- és 2-naftol analégok
kromatografias adataibol szamolt termodinamikai paraméterek segitségével.

Az  enantiomertiszta, konformécidosan  gatolt, S-aminosavak heterociklusok
szintéziséhez, potencidlis gyogyszerhatoanyagok eldallitasahoz hasznalt vegytiletek; valamint
beldliik biologiailag aktiv, ismert konformacidju peptidek hozhatok Iétre, amelyek
segitségével lehetdvé valik a receptorok finomszerkezetének tanulmanyozasa.

Vizsgalataink tovabbi targyat képezte kiilonbozéen szubsztitualt [S-aminosavak
enantiomerjeinek elvalasztdsa makrociklusos antibiotikum-alapt kiralis allofazisokon ¢és egy
ujonnan kifejlesztett kiralis koronaéter-alapu allofazison.

Tanulméanyoztuk a mozgdfazis mindségének és dsszetételének, pH-janak, az alkalmazott

crer

hatdsat mind az aminonaftol, mind a f-aminosav analogok esetén.



ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

A kozvetlen kiralis kromatografids vizsgéalatok soran tobb tipusu kirdlis allofazist
alkalmaztunk, ezek kozott volt celluloz-alapti, p-ciklodextrin-alapu, makrociklusos
antibiotikum-alapu és koronaéter-alapu allofazis.

Az alkalmazott késziilékek a kovetkezOk voltak:

L. rendszer: M-600 jelli alacsony nyomast gradiens pumpa, M-996 jelii fotodidda soros
detektor, Millenium® 2.1 jel- és adatfeldolgoz6 szoftver (Waters Chromatography, Milford,
MA, USA).

IL. rendszer: 1525 jelti nagynyomast binaris pumpa, 487 jelli kétcsatornas detektor, 717
jeli automata mintaadagolo, in-line gaztalanitdé rendszer, Breeze jel- és adatfeldolgozo
szoftver (Waters Chromatography, Milford, MA, USA).

II. rendszer: MD-2089 PLUS jelii alacsony nyomasu kvaterner pumpa, MD-2010
PLUS jelt fotodidda soros detektor, ChromPass 1.8 jel- és adatfeldolgozé szoftver (JASCO

International Co., Tokyo, Japan).
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1. abra
Az 1-(aminobenzil)-2-naftol és 2-(aminobenzil)-1-naftol analégok szerkezeti képletei

R__NH, HCI

oo

3a-e
R = a: Me, b: Et, c: Pr, d: iPr, e: {Bu

2. abra
Az 1-(aminoalkil)-2-naftol szarmazékok szerkezeti képletei
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R™ “NH,
4a-r
X = a:Ph; b: p-Me-CgHy; c: p-CF3-CgHy; d: p-OMe-CgHy; e: m-OMe-CgHy;
f: o-OMe-C6H4; g: m,p-diOMe-C6H3; h: p-F-C6H4; i: p-C'-C6H4; j m-C'-CeH4;
k: 0-CI-CgHy; I: m,p-diCI-CgHs; m: p-Br-CgHy4; n: m-Br-CgHy; o: 2-furil;
p: 2-tienil; q: 3-piridil; r: 1-naftil
3. abra
A vizsgélt f-szubsztitualt-f-aminosavak szerkezeti képletei
Mindhérom rendszer tartalmaz egy-egy 7125 jelli manualis mintaadagolot is 20 pl-es
adagolohurokkal (Rheodyne, Cotati, USA).
A mozgofazisok pH-jat egy Radelkis OP/20811 pH-mérdvel éllitottuk be (Budapest,
Hungary).
Az allofazisok hdmérsekletét MK 70 jelti hiitd-fiitd termosztattal allitottuk be (Mechanik

Priifgeriate, Medlingen, Germany).

EREDMENYEK

I.  AMINONAFTOLOK

1. Celluléz trisz-3,5-dimetilfenil karbamat-alapu kiralis allofazison (Chiralcel OD-H)
izoterm korlilmények kozott elvalasztottuk az la-i és 2a-fh,i vegyiiletek enantiomerjeit
normdl fazist kromatografids modban. Megallapitottuk, hogy a mozgdfazis 2-propanol
tartalméanak valtoztatasa erdsen befolydsolja az 1- és 2-naftol szarmazékok kromatografias
paramétereit (k’, a és Rs).

2. Azt tapasztaltuk, hogy retencios faktorok (k’) €s a szelektivitas (o) fliggenek az 1- és 2-
naftol analogok a-aminobenzil szubsztituensének helyzetétdl. Azonos mozgofazis
Osszetételnél a két vegyiiletcsoport &’ értékei kozti kiilonbségbdl arra kovetkeztettiink, hogy a
2-(aminobenzil)-1-naftolok sztérikus elrendezddése kedvezobb a kiralis felismerési folyamat
szempontjabol. Az a-aminobenzil csoporton elhelyezkedd metil és halogén szubsztituensek
kevésbé, mig a metoxi és nitro szubsztituensek erdteljesebben befolyasoltdk a retencidt és a
szelektivitast.

3. Az 1la-i és 2a-fh,i vegylletek kromatografids paramétereit négy hdmérsékleten

szamoltuk ki, a 278-308 K tartomanyban. A retencids faktorok, a szelektivitas és a felbontas



az Osszes vizsgalt vegylilet esetén

137 csokkent a homérséklet emelésével
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4. abra

A 2c¢ vegylilet kiralis elvalasztdsanak hdmérséklet- (A(AG?))  valtozés  kiilonbségeit.

fiiggése n-hexan/IPA/DEA=55/45/0,1 mozgofazis Megallapitottuk, hogy ezek fliggenek
Osszetételnél o , o
a vizsgalt vegyiiletek szerkezetétdl: 1-

(aminobenzil)-2-naftol analégok negativabb A(AH®), A(AS°) ¢és AAG®) értékekkel
rendelkeznek. Az eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy az 1a-i ¢s 2a-fh,i analdégok
enantiomerjeinek elvalasztdsa azonos, entalpia-vezérelt elvalasztdsi mechanizmus szerint
torténik.
4. Az la-i és 2a-fh,i vegyiiletek enantiomerjeit elvalasztottuk egy 3,5-dimetilfenil
karbamat fS-ciklodextrin-alapu kiralis all6fazison, normal fazisu moédban. Az eluensdsszetétel
valtoztatasaval és mozgofazis adalékanyagok hozzdadasaval optimalizaltuk az
elvalasztdsokat. Azt tapasztaltuk, hogy az a-aminobenzil szubsztituensének helyzetétdl
figgden valtoznak a retencios faktorok (k’) és a szelektivitds («). Az a~aminobenzil
csoporton elhelyezkedd metil, metoxi és halogén szubsztituensek hatésa csekély volt, a nitro
szubsztituens viszont segitette a kiralis felismerési folyamatot.
5. Megvalositottuk  az  1-(aminoalkil)-2-naftol ~ szdrmazékok (3a-e, 2. &bra)
enantiomerjeinek elvalasztasat két celluloz trisz-3,5-dimetilfenil karbamat-alapu kiralis
allofazison (Chiralcel OD-H és Chiralcel OD-RH), normal és forditott fazisi médban.
6. Normal fizisi modban a kromatografids paramétereket erdsen befolyasolta a
mozg6fazis 2-propanol tartalma. A retencids faktorok és a 3a-e vegyliletek alkil
szubsztituenseinek térkitoltését jellemzé Meyer-paraméter (V) kozott linearis Osszefliggést
talaltunk: a nagyobb térkitoltésli alkil szubsztituensek gatoltdk a kirdlis szelektorral vald
kolesonhatast, ugyanakkor javitottak a szelektivitast és a felbontast. Forditott fazisa modban a
mozg6tazis pH-ja, az alkalmazott puffer koncentracidja és a szerves modositd mennyisége

csak a retencidt befolyasolta szignifikdnsan, a szelektivitds és a felbontas értékeiben csak



kismértékli valtozast tapasztaltunk. Megallapitottuk, hogy minél hosszabb és nagyobb
térkitoltésti az 1-(aminoalkil)-2-naftol analdgok alkil szubsztituense, annal nagyobb értékeket

mutatnak a kromatografias paraméterek (k’, a és Ry).

1. [AMINOSAVAK

7. Kozvetlen kirdlis kromatografidss modszereket dolgoztunk ki a f-szubsztitudlt-f-
aminosavak (4a-r, 3. abra) enantiomerjeinek elvalasztasara. Az alkalmazott forditott fazisu és
polar-ionos eluensrendszerek koziil az utobbi bizonyult eredményesebbnek.

8. A hat makrociklusos antibiotikum-alapu kiralis allofazis koziil a teicoplanin szelektorral
rendelkezd, nemrégiben kifejlesztett Chirobiotic T2 nyujtott kiemelkedd szelektivitast. A
kapott eredmények alapjan ramutattunk arra, hogy a diasztereomer kotéhelyeik kozotti finom
kiilonbségeknek koszonhetéen a makrociklusos antibiotikum-alapti oszlopok egymas
kiegészitdi: egy masik Chirobiotic kolonnat hasznalva ugyanolyan kromatografias
koriilmények kozott novekedhet a szelektivitas. Megallapitottuk, hogy a S-aminosavak
aromas gylrijén elhelyezkedd szubsztituensek csak kismértékben befolyasoljadk a
kromatografids paramétereket.

9. Az ) (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav-alapu kiralis allofazis alkalmazasa
figyelemre méltd: rendkiviil értékes eszkoznek bizonyult a f-szubsztitudlt-f-aminosavak
enantiomerjeinek elvalasztasaban. Az elvélasztdsok optimalizalasa céljabol alkalmazott savas
mozgofazis adalékanyagok koziil a jégecet biztositotta a legnagyobb szelektivitas és felbontas
értékeket.

10. Megallapitottuk, hogy a retencié fiigg a [-aminosavak aromas gylriijén 1évo
szubsztituensek mindségétdl ¢és elhelyezkedésétdl: a meta-szubsztituenssel rendelkezd
analogok visszatartdsa nagyobbnak bizonyult, mint a para-szubsztitualt vegyiileteké, az orto
helyzetii szubsztituensek pedig az elvalasztas szempontjabol kedvezdtlenek

11. Azokban az esetekben, amikor az ismert konfiguracioju mintak rendelkezésiinkre alltak,

meghataroztuk a vizsgalt enantiomerek elucios sorrendjét.
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