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Bevezetés

Széles korben elfogadott tény, hogy a kiralitas univerzalis és hogy a molekularis szintii
kiralitas alapvetd szerepet jatszik a biologiai rendszerekben. Ezzel 6sszefliggésben a proteinek,
peptidek, esszencialis aminosavak (kivéve a glicin), szacharidok, enzimek és szamos metabolit
kiradlis formaban van jelen az él6 szervezetben. Kirdlis koriilmények kozott (pl. az €16
szervezetben) az enantiomerek kiilonbdzé moddon vislkedhetnek, eltérhetnek jellegiikben,
bioldgiai hatasukban, felhasznalasukban, eloszlasukban, metabolizmusukban, stb. JOl ismert,
hogy a farmakologiai hatas tobbnyire csak az egyik enantiomerre (eutomer) korlatozodik. Az
inaktiv enantiomer (disztomer) szamos esetben valamilyen nem kivant mellékhatast, s6t toxikus
hatast is kivalthat. Még ha a mellékhatasok nem is drasztikusak, az inaktiv enantiomert
metabolizalnia kell a szervezetnek, ami felesleges terhelést jelent. Erre egy példa a talidomid,
melyet nyugtatd és fajdalomcsillapitoként vezettek be az 1950-es években. Egy masik példa az
R-(-)-amfetamin, amely hatékonyabb a kornyéki idegrendszer, példaul a kardiovaszkularis
rendszer befolydsoldsaban. Ezért a tiszta, farmakologiailag aktiv enantiomerek megléte
rendkiviil fontos. Manapsag az eurdopai (EMA), az USA (FDA) és japan (PMDA)
gyogyszerfeliigyeleti hatosdgok szigoruan szabalyozzdk a kiralis gyogyszerhatdéanyagok
kereskedelmét. Enantioszelektiv azonositast és mennyiségi meghatarozasi modszereket kell
kidolgozni minden egyes kiralis tulajdonsdggal rendelkez6 hatoanyagra. Ezen kiviil a
farmakokinetikai és toxikologiai vizsgalatokat mindkét enantiomer €s a racém keverékre is el
kell végezni. Ezen megfontoldsok alapjan kiemelkedd figyelmet kell forditani a kiralitashoz
kapcsolodo jelenségekre, példaul a bioldgiailag aktiv kirdlis gyogyszerkészitmények
fejlesztésekor. Az enantiomerek kromatografias uton torténd elvalasztasa nagy kihivas, és a
hagyomanyos akiralis elvalasztasi stratégidk az enantiomerekre alkalmazva nem hatékonyak.
A kromatografias modszerek koziil legnépszeriibbek a gazkromatografia (GC), a vékonyréteg-
kromatografiat (TLC), a kapillaris elektroforézis (CE), a kapillaris elektro-kromatografia
(CEC), a szuperkritikus folyadékkromatografia (SFC) ¢és a nagyhatékonysagh
folyadékkromatografia (HPLC). A 70-es évek kozepétdl a kiralis technologidk szerepe megnd,
ideértve a sztereokontrollalt szintézist és az enantioszelektiv elvéalasztdsi modszereket.
Manapsag pedig az SFC valt a HPLC alternativajava a rutin elvalasztasi modszereket terén,
mivel szamos elonyt kinal a HPLC-hez képest, ideértve a jobb felbontast, a gyorsabb
elvalasztast és a nagyobb ateresztoképességet. Ezek az eldnyok a szuperkritikus allapotban 1évo

folyadéknak tulajdonithat6, amelyet ,,z0ld” mozgd fazisnak tekinthetd az alacsony kornyezeti
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hatasa, kis eldallitasi koltsége, valamint csokkenti a toxikus oldoszerek és adalékok
mennyiségét. A szerves oldoszerek felhasznaldsanak csokkenése pedig koltség-, egészség- €s
biztonsagi elényoket jelent, valamint a mintak gyorsabb és tisztabb visszanyerését eredményezi
az eljaras soran. Ezen kiviil az SFC alkalmas nem polaros gydgyszerkészitmények vizsgalatara

is.

Célkitiizés

Munkam soran célul tiztem ki 19 N-Fmoc-védett a-aminosav enantiomereinek
elvalasztasat kiralis kromatografias modszerek segitségével Cinkona alkaloid alapu ikerionos,
¢s anioncsereld kiralis allofazisokon (CSPs). Az elvalasztashoz két kiilonboz6 kromatografias
technikat alkalmaztam. Az egyik a kozismert nagyhatékonysagu folyadékkromatografias
(HPLC) moédszer, amely egyszerli és hatékony, széles korben alkalmazott modszer. A masik
elvalasztasi modszer, ami mozgo fazis f6 komponenseként szuperkritikus allapotu folyadékot
hasznal a szupekritikus fluidkromatografia (SFC). A mozgd fazis anyagi mindségének,
Osszetételének ¢€s viztartalmanak hatasan, az eluenshez adagolt sav és bazismodositok
mindségének ¢és koncentracidjanak hatdsan valamint a homérséklet kromatografias
paraméterekre gyakorolt hatasan keresztiil vizsgaltuk az elvélasztast Cinkona alkaloid alapa

kiralis all6fazisokon.

Kisérleti rész

Alkalmazott miiszerek
A vizsgalatokat két kiilonb6zé HPLC rendszeren és egy SFC rendszeren végeztiik.

I. Rendszer: Waters 1525 binaris HPLC pumpat, Waters 2487 kétcsatornas UV-VIS detektort,
717 plus automata mintaadagolot és Empower 2 adatfeldolgozo szoftvert tartalmazott (Waters,
Milford, MA, USA).

Il. Rendszer: 1100 Agilent Technologies (Waldbronn, Németorszag) HPLC rendszer, mely
tartalmazott gdzmentesit6t, pumpat, automata mintaadagoldt, kolonna termosztatot,
tobbcsatornas UV-Vis detektort és ESA Biosciences Inc. koronakisiilési detektort (Chelmsford,
MA, USA). Az adatok gylijtéséhez ¢és kiértékeléséhez ChemStation adatfeldolgozé szoftvert
hasznaltunk.

Mindkét kromatografias rendszer Rheodyne 7125 20 pl-es mintaadagoloval volt ellatva (Cotati,
CA, USA). A kolonnak termosztalasa egy Spark Mistral (Spark Holland, Emmen, Hollandia)



¢s egy Lauda Alpha RA8 (Lauda Dr. R. Wobser Gmbh, Lauda-Konigshofen, Németorszag)
oszloptermosztatot hasznaltunk. A hdmérséklet beallitasanak pontossaga + 0.1 °C volt.

I11. Rendszer: A Waters Acquity Ultra Performance Convergence Chromatography™ (UPC?,
Waters, Milford, MA, USA) késziilék, ami egy binaris pumpaval, mintaadagoldval,
ellennyomas szabalyozdval, oszloptermosztattal és fotodiddasoros detektorral volt felszerelve.
A méréberendezés iranyitdsa és az adatok kiértékelése az Empower 2 adatfeldolgozd ¢és
kiértékeld szoftver (Waters Chromatography) segitségével végeztem el. A mérések soran
mozgd fazisként folyékony CO2/MeOH kiilonb6z6 aranyt elegyét hasznaltuk kiilonféle
moddositokkal. Minden esetben izokratikus eliciot alkalmaztunk, 0.6 mL/perc aramléast LC és
2.0 mL/perc aramlast SFC rendszernél UV detektalassal. Az oszlopok holtidejének (t0)

meghatarozasara aceton metanolos oldatat hasznaltuk.

Alkalmazott kolonnak

Méréseinhez 4 Cinkona alkaloid alapu ZWIX(+)™, ZWIX(-)™, QN-AX ¢és QD-AX
oszlopokat alkalmaztuk, melyeket a Chiral Technologies Europe (llikirch, Franciaorszag)
gyartott. Az Osszes oszlopo 3 pum szemcsemérettel és 150 mm x 3.0 mm [.D. mérettel

rendelkezett.
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MeO
MeO

1. dbra A Chiralpak QN-4X és OD-AX CSP anioncseréls kirdlis dallofazisok szerkezete
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2. dbra A Chiralpak ZWIX(+)™ és ZWIX(—) ™ ikerionos kirdlis allofazisok szerkezete

EREDMENYEK

Munkank soran kromatografias modszereket fejlesztettiink ki Cinkona alkaloid alapt
ikerionos ¢és anioncseréld tipusu kirdlis allofdzisokon N-Fmoc-védett protein aminosav
enantiomereinek elvalasztasara LC és SFC modszerrel. A médszer optimalizalasa sordn szamos
mozgo6fazis Osszetétel, korilmény és kiilonb6z6 hémérsékletek melett vizsgaltunk a

kromatografids paraméterek valtozasat.

1) Mozgoéfazis osszetétel hatasa az elvalasztasra

Vizsgalataink soran kiilonb6zé Osszetételii eluenseket alkalmaztunk, MeOH és MeCN
keverékét LC modszer, valamint CO2 és MeOH keverékét SFC modszer esetén allando
ionerdsség (a sav-bazis aranyt allando 2:1értéken tartottuk) mellett. A polaris szerves olddszer
jelenléte nagymértékben befolyasolta a retencios faktor, a szelektivitas €s a felbontas értékeket,
a MeCN vagy CO2 novekvé MeOH tartalma jelentds mértékben csokkentette a kromatografias
paramétereket. A MeOH térfogatardnyanak novekedésével a mozgd fazis polaritisa nd
eldsegitve a mozgd fazis €s a minta kozotti kdlcsonhatasok kialakuldsat, ezért a retencidé minden
esetben csokken. Fontos megjegyezni, hogy az alkalmazott kromatografias korilmények kozott
a szelektor és a minta kozotti ionos kdlcsonhatas megtévesztd szerepet jatszik a visszatartas
szempontjabdl. Az enantioszelektivitast az ionos kdlcsonhatas mellett a hidrogénhidas, n—m és

van der Waals kolcsonhatasok befolyasoljak.



2) A mozgofazis viz tartalmanak hatasa az elvalasztasra

Vizsgaltuk a mozgo6fazishoz viztartalma altal kifejtett hatast a retencios szelektivitai és
felbontasi értékekre. Az eluensben kis szazalékban jelen 1év6 viz elonyds lehet a cstcs alakja,
a felbontés, az analizis id6 és a minta oldhatdosdga szempontjabdl. A kis mennyiségli viz
hozzaadasa a polaris-ionos (PI) eluensrendszert eltolja a PI modbol a hidro-organikus (HO)
mod felé. Néhany szazalékos viztartalom esetén a szelektor €s a minta szolvatacicoja nd,
csokkentve a ionnos kolesonhatasok erdsségét. LC mddszernél a legtobb esetben 1.0 — 2.0 %
H>O tartalom volt elonyos, szebb csucsalakot és nagyobb felbontast eredményezett. SFC
modszernél a viztartalom novelésével a retencids id0 kissé csokkent, ami részben azzal
magyarazhatd, hogy a CO2 és viz reakcidja soran keletkezé szénsav hidrogénkarbonatra és
protonra disszocialva novelte ellenionok koncentraciojat. A hidrogénkarbonat és proton
kiegészitd ellenionként miikddik az anionos kromatografids rendszerben. A retencios faktorhoz

hasonldan a szelektivitas és felbontas értékek szintén csokkentek a viztartalom novekedésével.

3) Sav és bazis médositok mindségének hatasa az elvalasztasra

A mosoditoként alkalmazott savak és bazisok hatasanak feltarasa érdekében méréseink
soran alland6 eluensosszetételt ¢és savfelesleget biztositottuk, hogy a bazis protonalt
,ammonium-ion” formaban legyen. Vizsgalataing soran savas modositoként hangyasavat (FA)
és ecetsavat (AcOH), bazikus médsoitoként pedig etil-amint (EA), dietil-amint (DEA), trietil-
amint (TEA), propil-amint (PA) és butil-amint (BA) adagoltunk az eluenshez. A bazikus
modositok a N atom alkilszubsztitucios fokaban és térkitoltésében, mig az FA és AcOH savak
erosségilikben térnek el egymastdl. A mozgofazisban levé kdlonbozo sav és bazis adalékok
befolyasolhatjak a kromatografias elvalasztast és fontos szerepet jatszanak a Cinkona alkaloid-

alapu allofazisok enantioszeparacidjanak optimalizalasaban.

4) Az ellenionok koncentraciéjanak hatasa

A kromatografias paramétereket nem csak az alkalmazott ellenion mindsége, hanem a
mennyisége is befolydsolhatja. Ez azt jelenti, hogy a visszatartast nagymértékben
befolyasolhatja a mozgéfazisban jelen 1évd kisérd ionok és ellenionok mennyisége. A
sztochiometrikus helyettesitési modell szerint a ndvekvd ellenion koncentracid csdkkend
rentenciét eredményez. E modell szerint linearis kapcsolat all fent az elséként elualodod
enantiomer retencidés tényezGjének tizes alapt logaritmusa (log ki) ¢és az ellenion
koncentracidjanak tizes alapu logaritmusa (10g Ceienion) kdz6tt. Az anioncserélé QN-AX és QD-

AX allofazisok esetében ,.egyionos” ioncseréld mechanizmus feltételezhetd.
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5) Homérsékletfiiggés és termodinamikai adatok

A homérsékletvaltozas hatasanak jellemzéséhez a kromatografiaban hasznalatos van’t Hoff
egyenletet hasznaltuk. A hémérséklet tartomanyt LC moddszernél 5 - 40 °C kozott, SFC
modszernél 20 - 50 °C kozott valtoztattuk. Az Ina-t 1/T fliggvényében abrazolva egyenest
kapunk, melynek meredeksége A(4H°), tengelymetszete pedig 4(4S°), igy az elvalasztast kisérd
standard entalpia és entropia valtozas kiilonbségek meghatarozhatok. Megallapitottuk, hogy a
szeletivitds minden esetben csokkent a hémérséklet novelésével, a A(AH) és A(AS°) minden
esetben negativ értékeket mutatott, azaz az elvalasztas entalpiavezérelt volt. Az entropiatag és
az entalpiatag tényleges hozzajarulasa az adszorpcidos szabad energidhoz felirhato az
entalpia/entropia aranyon keresztiil a Q [Q = A(4AH 9 / [298 xA(AS 9)]] egyenlettel. Az egyes
analitok Q értékeinek Gsszehasonlitva az enantiomerek elvalasztasa entalpiavezérelt (Q > 1.0)

volt minden esetben, és a legnagyobb értékeket a QN-AX allofazison kaptuk.

6) Az elicios sorrend meghatarozasa

Bar a kinin és a kinidin diasztercomer viszonyban allnak egymassal, mégis gyakran
enantiomerként viselkednek. Ezért pszeudoenantiomereknek nevezziik 6ket. Ez a specifikus
tulajdonsaguk nagyon elényos, mivel a kinin- és kinidin-alapu allofazisokon ellentétes elucios
sorrendet kapunk. Az eliacidés sorrendet az OsszeS vegyiilet esetén meghataroztuk. és egy
altalanos szabaly figyeltiink meg. A Kinin alapu allofazisok esetén (ZWIX(+)™ and QN-AX)
a D enantiomer elualodott hamarabb LC és SFC moédszernél egyarant, mig a Kinidin alapu

allofazisok esetében az L enantiomer elualodott hamarabb mindkét kromatografias modszernél.

7) N-Fmoc-védett protein aminosav enantiomereinek tisztasagvizsgalata

A peptidszintézis soran fontos szempont a kiindulds szabad és N-védett aminosavak
enantiomerfeleslegének (ee) meghatdrozdsa. Az enantiomerfelesleg a kémidban az
enantiomerkeverékek 0sszetételének jellemzésére haszndlt mennyiség, az anyag tisztasdganak
mértéke. Munkank soran gyors és érzékeny kromatografias modszert fejlesztettiink ki N-Fmoc-
védett protein aminosavak enantiomer szennyezOdéseinek azonositasara és mennyiségi
meghatarozasara Cinchona alkaloid QN- ¢s QD-alapu ikerionos allofazisokon. Az enantiomer
szennyezOdések mennyiségének meghatdrozasa soran 5 kivalasztott analitra végeztiink

kisérleteket.
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