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Bevezetés

A kiralitds, mint a molekularis aszimmetria egy Ichetséges eléfordulasa,
kiemelked6en fontos Szerepet jatszik a biologiai rendszerekben. Szamos kiilonbozo
kiralis molekula, mint példaul az aminosavak (kivéve glicin), peptidek, fehérjék,
enzimek, szacharidok esszencialis alkotdi az él6 szervezeteknek. Ennek koszonhetéen
kiralis kot6helyek fordulnak el6 az é16 szervezetekben, amelyekkel a kiralis vegyuletek
enantiomerei eltéré modon 1éphetnek kodlcsdnhatasba és igy kiilonbozo élettani hatést
valthatnak ki, példaul eltérd lehet az enantiomerek hasznosuldsa, eloszlasa vagy
metabolizmusa. A legtdbb esetben csak az egyik enantiomer rendelkezik kedvezé
farmakoldgiai tulajdonsagokkal, ezt eutomernek nevezzik. A masik enantiomert
disztomernek nevezziik, amelynek vagy nincs hatdsa az €16 szervezetben, valamilyen
nem kivant mellékhatésa van vagy akar toxikus hatésu is lehet. Ezen eltéré viselkedés
miatt rendkivul fontos az enantiomerek kilon-kiilén torténd vizsgalata. Példaul, az
(S)-ofloxacin erds antimikrobialis hatassal rendelkezik és tiszta formaban levofloxacin
néven meg is vasarolhato, azonban az (R)-ofloxacin neurotoxikus hatasu. Az indacrinone
mindkét enantiomerének keverékét hasznaljadk orvosi céllal, az (R)- enantiomer
vizelethajtd hatdst, azonban mellékhatassal rendelkezik, amelyet az (S)- enantiomer
ellensulyoz. Az ibuprofént is enantiomerkeverékként hasznaljak, mivel az (R)-
disztomert a szervezetben talalhatd enzimek (S)- enantiomerré (eutomerré) alakitjak,
amely egy nemszteroidalapl gyulladascsokkenté gyogyszer. Az emlitett példak
mindegyike gyoOgyszeripari vonatkozésl, azonban fontos megjegyezni, hogy kirlis
vegylleteket szdmos mas terlleten is alkalmaznak, mint példaul az élelmiszeriparban
(élelmiszeradalékok), a mezdgazdasagban (névényvéddszerek) és a kozmetikai iparban
(illatanyagok) is.

Az enantiomerek egymastdl torténd elvalasztasa altalaban nehezebb feladat, mint
nemkiralis vegyiiletek egymastdl torténd elvalasztasa, hiszen figyelembe kell venni a
kiralis kolcsonhatasokat is. A folyadékkromatografia a leggyakrabban hasznalt médszer
a kiralis elvalasztasokra. A kiralis vegyiiletek elvalasztasa el0szor indirekt modszerekkel
tortént. Ennek soran megfeleld kiralis adalékkal derivatizaltak az enantiomereket, igy
diasztereomereket hozva létre, amelyek egy hagyomanyos, nemkiralis modszerrel
elvalaszthat6ak. Szamos hatranyana miatt a mddszer alkalmazasa napjainkra hattérbe
szorult. Direkt Kkiralis kromatogafia soran vagy Kkiralis alléfazist, vagy Kkiralis

folyadékfazisbeli adalékot alkalmaznak. Ez az adalék komplexet (diasztereomereket)



képez az elvélasztandd enantiomerekkel, amelyek igy egy nemkiralis oszlopon is
elvalaszthatéak. A kuldonbség az indirekt modszerhez képest az, hogy ez a komplex
kdnnyen felbonthatd és az adalék konnyen eltavolithato.

Kirélis allofazisok rendkivil hatékonyan tudjdk az enantiomereket elvalasztani
egymastol. Napjainkban nagyszamu kiralis szelektor all rendelkezésre, amelyek szamos
mozgofazissal kompatibilisek, igy a legtobb elvalasztdshoz tudunk megfeleld
koriilményt talalni. A kiralis szelektorok az egyik enantiomerrel erésebb kolcsonhatast

hoznak létre, mint a méasikkal, igy azok egymastdl elvéalaszthatoak lesznek.

Célkitiizések
A Ph.D. munkdam célja aminosav szarmazékok Kkiralis elvalasztasanak
tanulmanyozésa, héjszerkezeti tolteteken rogzitetett kirdlis szelektorokkal. A vizsgalt
aminosavak valtozatos kémiai tulajdonsagokkal rendelkeznek, azonban az
alapszerkezetek egyezdésége alapot biztositott a szerkezet-retencids 0sszefliggések
megfigyeléséhez és értelmezéséhez. Elsddleges célom volt tanulmanyozni a szelektorok
szerkezete és a vizsgalt anyagok kromatogréafias tulajdonsagai kdzotti 6sszefliggéseket.
Munkam soran az alabbi célokat tliztem ki:
1. a szerkezet hatasanak értelmezése a kirélis elvalasztasokra nezve,
2. az eluens Osszetétele hatasanak, illetve a kiilonboz6 adalékok mindsége és
mennyisége hatasanak értelmezése,
3. a hémérséklet hatasanak vizsgalata az elvalasztasokra, illetve a termodinamikai
paraméterek kiszamitasa és értelmezése,

4. az alkalmazott all6fazisok kinetikai jellemzése.

Alkalmazott miiszerek és anyagok

A vizsgalatokat Waters® ACQUITY UPLC® H-Class PLUS System (Waters
Incorporation, Milford, MA, USA) folyadékkromatogréafias rendszeren végeztem el. A
rendszer az alabbi modulokbdl épiilt fel: kvaterner eluenspumpa, automata mintaadagolo,
oszloptermosztat, diddasoros detektor és egy QDa tdmegspektrometrias detektor. A
kromatogréfias rendszert az Empower 3 (Waters) szoftver vezérli.

Mindegyik altalam alkalmazott kiralis oszlop 100 mm hosszu és kétféle belsé
atmérében allt rendelkezésre, 3.0 mm és 2.1 mm. Az analitikai oszlopok szelektorai az

alabbiak voltak: teikoplanin (TeicoShell), modositott teikoplanin (NicoShell),



teikoplanin-aglikon (TagShell), vankomicin (VancoShell), izopropil-karbamattal
modositott ciklofruktan-6 (LarihcShell-P) és cinkona alkaloid alapu tert-butilkarbamat-
kinin (Q-Shell). A legtébb eredményt a vankomicin és a teicoplanin alapu szelektorral
nyertem, ezek kémiai szerkezetét az 1. 4bran mutatom be. A kromatogréfias oszlopokat

az AZYP LLC (Arlington, TX, USA) biztositotta szamunkra. Felajanlasukat kdszonjik.
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1. abra A vankomicin (bal) és teikoplanin (jobb) szerkezete

Szerkezetik alapjan a vizsgalt aminosavak harom csoportba sorolhatok: /2-
aminosavak, fluor-szubsztitualt g-fenilalaninok és a-szubsztitualt prolinszarmazékok.
Ezek szerkezetei a 2. 4bran lathatoak.
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2. dbra A vizsgalt aminosavak szerkezetei



Eredmények

i) A mozgofazis 6sszetétele hatasdnak tanulmanyozasa

A makrociklusos glikopeptidek esetén a polaris adalékot tartalmazo
H20/MeOH eluens bizonyult a leghatékonyabbnak. Ezzel az eluenssel kaptam a
legkisebb retencios idoket. A szelektivitds és felbontés értékei osszemérhetoek
voltak a poléris adalékot nem tartalmazo H2O/MeOH eluens és a polaris adalékot
tartalmazé MeOH/MeCN eluens rendszerben meghatarozott értékekkel.

A tanulményozott rendszerek esetén elészor a mozgofazis 0sszetételének hatésat
vizsgaltam. A polaris adalékot tartalmazé H.O/MeOH eluenssel kaptam a legkisebb
retencios idOket, aminek oka feltételezhetben a minta jo oldékonysidga ebben az
eluensben, amelyet a poléaris adalékok is tovabb noveltek. A retencidés id6k minden
esetben szamottevéen nagyobbak voltak MeCN-t tartalmazd eluensek esetén
(trietilammonium-acetatot (TEAA) tartalmazé H.O/MeCN és TEAA-t tartalmazo
MeOH/MeCN), és jelentdsen novekedtek az MeCN tartalom novekedésével. A
szelektivitds novekedett vagy maximumot ért el novekvé MeOH tartalom esetén
H>O/MeOH alapu eluensekkel. Az MeCN-t tartalmazd eluensek esetén a szelektivitas
csokkent névekvé MeCN tartalommal. Az eredmények alapjan a legtobb tovabbi mérést
TEAA-t tartalmaz6 H.O/MeOH eluenssel végeztem el, azonban egyes esetekben mas

eluenseket is alkalmaztam.

ii) A polaris adalék anyagi mingsége hatasanak vizsgalata

A vizsgalt rendszerekben a TEAA bizonyult a leghatékonyabb adaléknak,
azonban ez nem kompatibilis a tdmegspektrometrias detektalassal. MS detektor
alkalmazasakor az ecetsav és az ammoénium-acetat tobb esetben is megfelelé
alternativanak bizonyult a hatékony enantioszelektiv elvalasztasok elérésére.

A kirélis elvalasztasok soran a polaris adalékok anyagi mindsége fontos szerepet
jatszhat. A vizsgalt makrociklusos glikopeptid alapu alléfazisok esetén a TEAA hatékony
adaléknak bizonyult; megfeleld jelalak mellett jO enantioszelektivitast biztositott az
esetek tobbségében. MS-kompatibilis eluensrendszer fejlesztése érdekében mas poléris
adalék hatasat is vizsgaltam. Eredményeimre tamaszkodva kijelenthet6, hogy az ecetsav,
ammonium-acetat és ammonium-formiat megfeleld hatékonysagot mutat egyes

esetekben.
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helyettesitési modell alkalmazasa

Az ellenionok koncentraciojanak nodvelésével minden esetben csokkentek a
retencios idok, ezzel szemben a szelektivitasok gyakorlatilag nem valtoztak. Az
eredmények alapjan Kkijelentheté, hogy csak gyenge ionos kélcsonhatasok vannak
jelen, amelyeknek Kicsi a hatasa a kiralis elvalasztasokra.

A sztochiometrikus helyettesitési modell lineéris kapcsolatot ir le a retencids tényezd
logaritmusa és az ellenionok koncentracidjanak logaritmusa kdzott, amennyiben ionos
kolcsonhatasok jelen vannak a rendszerben. Az egyenesnek a meredeksége aranyos az
effektiv toltéssel és megmutatja, hogy mekkora hatasa van az ionos kélcsonhatasoknak
a visszatartasra és szelektivitésra.

Mind a harom mintacsoport esetén csokkentek a visszatartdsok az ellenionok
koncentracidjanak ndvekedésével, az alkalmazott szelektortol flggetlenil. Minden
esetben az illesztett egyenes meredeksége Kkicsi volt, vagyis csak gyenge ionos
kélcsonhatasok voltak jelen. Ezek a meredekségek gyakorlatilag megegyeztek mindkét
enentiomernél, ami azt jelenti, hogy az ionos kdlcsdnhatasoknak gyakorlatilag nincs

szamottevo szerepe az enantioszelektiv felismerésben.

iv) A szerkezet-retencids dsszefliggések értelmezése

Az aromés csoportot tartalmazdé aminosavak esetén gyakorlatilag minden
esetben nagyobb retencios tényezoket és szelektivitasokat figyeltem meg. A
retencios tényezo, szelektivitas és felbontas nem csak az aromas rendszeren
talalhato szubsztituensek anyagi min6ségétol fiiggott, hanem azok elhelyezkedésétol
is. A gyiiriin talalhaté meta pozicié volt altalanosan a legkedvezdbb.

A vizsgalt f>-aminosavak két csoportba oszthatok: alifas vagy aromas modosito
csoporttal rendelkeznek. TeicoShell és TagShell oszlopon vizsgalva az enantioszelektiv
elvalasztasaikat, dsszefuiggest figyeltem meg az oldallanc hossza és a retencios tényez6
illetve a szelektivitas kozott. A visszatartas csokkent az oldallanc méretének
novekedésével, ami sztérikus gatlasra utal. Ezen feliil a kiralis elvalasztast erdsen
befolyasolta az aromas gylrin talalhatd szubsztituensek anyagi mindsége é€s
elhelyezkedése. A para pozicio adta a legkisebb retencios id6ket, azonban a szelektivitas
és a felbontas szempontjabol nem volt eldnyos.

A p-fenilalaninokat a VancoShell és a LarihcShell-P oszlopon hatékonyan

elvalasztottam. Az eredmeények értékelése alapjan kijelenthetd, hogy a F atomok szdma



és elhelyezkedése erésen befolyasolja a kiralis felismerést, amihez erésen hozzajarult a
F elektronegativ tulajdonsaga. Ezekben az elvalasztdsokban savat és bazist tartalmazé
H2>0/MeOH eluens bizonyult a leghatékonyabbnak. A F atomok szamanak novekedése
minden esetben csokkentette a szelektivitast. Az ortho és para poziciénak hatasa az
alkalmazott szelektortdl fliggott. A LarihcShell-P oszlop esetén a F atom jelenléte a para
pozicioban csokkentette a szelektivitdst, azonban ndvelte a VancoShell oszlop
hasznalatakor.

Az alifas lanccal a-pozicidban szubsztitudlt prolinszarmazékok esetén az ecetsavat
tartalmaz6 H>O/MeOH eluens bizonyult a leghatékonyabbnak MS detektalast
alkalmazva. Az aromas csoporttal szubsztitualt prolinszarmazékok esetén a TEAA is
hatékonynak bizonyult. Az elektronkiildé csoporttal szubsztitualt aromas gytiriivel
rendelkezé prolinszarmazékok esetén nagyobb szelektivitast figyeltem meg mindkét
oszloppal, mint az elektronszivé csoportot tartalmazo prolinszarmazékok esetén. A para
és meta poziciok bizonyultak elénydsebbnek, az ortho pozicio sztérikus gatlast mutatott,
csokkentve a visszartartast. A naftil csoportot tartalmazé aminosav esetén kiemelked6
szelektivitast és felbontast figyeltem meg, azonban a retencids id6k is nagyobbak voltak,
amely a 7~ 7 kblcsdnhatasok jelenlétére és fontossagara utal.

Az a-szubsztitualt prolinszarmazékokat két oszlopon vizsgaltam, TeicoShell-en és
TagShell-en. A teikoplanin-aglikon egy mddositott teikoplanin, amelyet ugy allitanak
eld, hogy eltavolitjdk a harom cukoregységet a teikoplaninbol. Ez a mddositas egyes
esetekben erdsen eltérd kiralis felismerést biztosit. Kiszamitottam az enantioszelektiv
szabadentalpidk kilonbségét a két oszlopra nézve, igy jellemezni tudtam, hogy mekkora
hatasa van a cukoregységeknek az elvélasztasokban. Altalanossagban kijelenthet6, hogy

a TagShell oszlop hatékonyabb volt a prolinszarmazékok elvalasztasaban.

V) A hémérséklet hatasanak vizsgalata, termodinamikai jellemzés

Az oszlop hémérsékletének novelése a legtobb esetben csokkentette a retencios
idoket és a szelektivitasokat is, ami azt jeletni, hogy az -elvalasztasok
entalpiavezéreltek voltak. A kiszamitott termodinamikai paraméterek is ezt
tamasztjak ala.

A termodinamikai vizsgalatok soran az oszlop hémérsékletét 5-50 °C kozott
valtoztattam. A legtobb esetben a visszatarts és a szelektivitas csokkent a hémérséklet
ndvelésével, ami entalpiavezérelt elvalasztasokra utal. Ezt a szamitott -A(4H®), -4(AS°),

és Q paraméterek is alatamasztjadk. A propilén-szubsztitualt prolin elvélasztasa a



TagShell oszlopon volt az egyetlen kivétel, ami entropiavezérelt volt. A -A(4H°®) €s
-A(4S°) értékei a f?-aminosavak esetén a TeicoShell és TagShell oszlopokon, valamint a
S-fenilalaninok esetén a VancoShell és LarihcShell-P oszlopokon, pér eset kivételével,
egy viszonylag sziik tartomanyban valtoztak (1,0-7,5 kdz6tt -4(4H°®) esetén és 2,0-10,0
kozott -4(4S°) esetén). A prolinszarmazékok esetén ez a tartomany szélesebb volt
(2,0-11,0 kdzott -4(AH®) esetén és 4,0-28,0 kozott -4(4S°) esetén).

Az In o vs. 1T osszefliggés a 2F,4Me-szubsztitualt p-fenilalaninra a VancoShell
oszlopon a varakozasoktol eltéréen alakult. A gorbe alakja arra utal, hogy a vizsgalt
homérséklettartomanyban valtozik a retencios mechanizmus, amely egy viszonylag

ritkan leirt jelenség.

vi) Kinetikai vizsgalatok

A vizsgalt rendszerek kinetikai jellemzésekor tipikus és atipikus van Deemter
gorbéket is megfigyeltem. Az eredmények megmutattak, hogy a tanyérmagassagok
és a gorbealakok nem csak a minta és a szelektor szerkezetétél, hanem az eluens
osszetételétol is fuggenek.

Az eluens aramlasi sebességét valtoztatva van Deemter analizissel vizsgaltam a
szelektor és a minta kozotti kinetikai folyamatokat. Minden oszlop két belsé atmérében
allt rendelkezésre, 3.0 mm és 2.1 mm, és mindkettén elvégeztem a Kkinetikai
vizsgalatokat. A kiértékelések soran az oszlop bels6 térfogatatdl fliggetlen lineéris
aramlasi sebességet alkalmaztam, igy a kiilonb6z6 belsé atmérdjii oszlopok kozvetleniil
0sszehaonlithatoak voltak.

A Kinetikai vizsgalatok soran olyan eluensrendszereket alkalmaztam, amelyek
kisebb viszkozitassal rendelkeznek, igy széles aramlési sebesség tartomanyban
alkalmazhatéak voltak. A gorbék alakja és minimuma fiiggott az oszlop belséd
atmérdjétdl, a minta és szelektor szerkezetétdl és az eluens Osszetételétdl is. A
prolinszarmazékok esetén és néhany esetben a f2-aminosavak és f-fenilalaninok esetén
megfigyelt atipikus van Deemter gorbéket tapasztaltam. Felletti é&s munkatarsai ezt azzal
indoloktak, hogy a mintamolekula erdsen kotddik a szelektorhoz és ezért kis dramlasi
sebességnél elhanyagolhatd a minta diffuzidja az all6fazisban [1].

Az irodalomban kozolt tdnyérmagassagoknal a vizsgalt rendszerekben szinte
minden esetben nagyobb értékeket kaptam. Fontos kiemelni, hogy méréseim soran a

gyari UHPLC rendszert nem modositottam. A bels6 térfogatok csokkentésével (pl.

10



kapillarisok  cseréjével) optimalizdlva a  folyadékkromatografot  vélhetéen

csokkenthet6ek a tAnyérmagassagok.
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