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Az értekezésben hasznalt gyakori roviditések

Kromatografias kifejezések

CE: Kapillaris elektroforézis

CZE: Kapillaris zonaelektroforézis

LC: Folyadékkromatografia

HPLC: Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia

GC: Gazkromatografia
EOF: Elektroozmotikus aramlas

Oldoszerek, vegyszerek

DIME-f: Dimetilezett-/3-ciklodextrin
TRIME-f: Trimetilezett-/3-ciklodextrin
CD: Ciklodextrin

TEA: Trietilamin

TEAA: Trictil-ammoénium-acetat
TEAP Trietil-ammonium-foszfat
MeOH: Metanol

MeCN: Acetonitril

AcOH: Ecetsav

TFA: Trifluor-ecetsav

DMSO: Dimetil-szulfoxid

TRIS: Trisz(hidroximetil)-aminometan
DMF: Dimetil-formamid

Kiralis oszlopok
BCD: Természetes 3-ciklodextrin
HPBCD: Hidroxipropil--ciklodextrin
PMBCD: Permetil-3-ciklodextrin



1. Bevezetés

1.1. A kirdlis elvalasztas jelentosége

A kiralis hatéanyagok irant az 1980-as években ndtt meg szamottevoen az érdeklodés.
Ez a nagy érdeklddés az izomerek eltérd élettani hatdsdnak tudhatd be, amit késébb szamos
gyogyszerkészitménynél bizonyitottak. Az Otvenes évek végén Nyugat-Németorszagban
(Thalidomid), mint recept nélkiil kaphat6é nyugtat6. Ezt a gyogyszert 1957-1961 kozott az N-
ftalilglutaminsav imid racém keverékeként forgalmaztak. 1958-t6l hirtelen megndtt a
végtagnélkiili illetve fejletlen végtaggal sziiletett ujsziildttek szdma (phocomelia). Az
aldozatok szamat manapsag 10,000-20,000 fore becsiilik. A gyogyszert 1961-ben vontak ki a
forgalombol, az okozott sulyos fejlodési és idegrendszeri kdrosodas miatt. Az 1980-as
években kideriilt, hogy a racém forméaban gyartott szernek csak az egyik enantiomerje okoz
rendellenességet. Mig a gyogyszer jotékony hatasaért kizardlagosan az R-(+)-izomer a felelds,
addig az S-(+)-izomer magzatkarositoé hatassal bir. Az eset utan az amerikai élelmiszereket és
gyogyszereket feliigyel6 hatosag, az FDA kotelezte a gydgyszergyartokat, hogy allitsak elo és
vizsgaljdk meg a farmakoldgiai hatdsat barmely kiralis anyag mindkét enantiomerjének,
miel6tt az a gydgyszerpiacra keriilne. Ugyanakkor az FDA azt is ajanlotta, hogy ne legyen
tiltva a racém gyogyszerek forgalmazasa, de a végsd engedélyeztetés egy komplex
informaciohalmazon alapuljon, amely tartalmazza mindkét enantiomer, illetve a keverékiik
farmakokinetikai és farmakodinamikai jellemzdit, valamint a meghatarozasukra szolgalo
analitikai modszereket is [1].
Az emberi szervezetben lejatszodo fizikai és kémiai folyamatok soran a bejuttatott
gyogyszermolekula aszimmetrikus bioldgiai makromolekuldkkal (fehérjék, polinukleotidok,
glikopeptidek) keriil kolcsonhatasba. Ez a kiralis kornyezet képes megkiilonbdztetni az

enantiomereket is.



Ezeket a gyogyszermolekuldkat a biologiai rendszerek sztereospecifikusan ismerik fel, azaz a
sztereoizomerek kiilonféle ¢lettani hatéssal rendelkez(het)nek.

Ilyen lehet pl:

» azonos farmakoldgiai hatas, de nagyobb toxicitas,
» mas farmakologiai hatas vagy

» antagonizmus.

Ennek kovetkezményeként a gydgyszerhatdanyag enantiomerek megkiilonboztetése és
elvalasztasa elengedhetetlen feladat, melyre napjainkban a folyadékkromatografia mellett a

kapillaris elektroforézis az egyik leggyakrabban alkalmazott analitikai modszer.



2. Célkituzés
Munkdm soran célul thztiik ki kapillaris elektroforézis és 10j fejlesztésii kiralis
kolonndkon folyadékkromatografidss moddszerek fejlesztését kiilonbozé biologiai  és

gyogyszeripari szempontbol fontos vegyliletek elvalasztasara.

Vizsgalni kivantuk:

a) f-metil-szubsztitualt aminosav enantiomerek elvalasztasat kapillaris
elektroforézises technikaval (kiilonb6z6 ciklodextrin alapu kiralis
szelektorok alkalmazasaval),

b) f-szubsztitualt triptofdn analdg enantiomerek elvalasztasat kapillaris
elektroforézises technikaval (kiilonboz6 ciklodextrin alapu kiralis
szelektorok alkalmazaséval),

c) f-laktdm enantiomerek elvéalasztasat forditott fazisu koriilmények kozott,
ujonnan fejlesztett ciklodextrin alapt allofazisokon, valamint

d) szerkezetileg kiilonb6zé molekuldk elvalasztasat ijonnan fejlesztett

ciklodextrin alapu allofazisokon.

Tovabbi célunk volt, hogy kozvetlen kirdlis folyadékkromatografias és kapilldris
zonaelektroforézisen alapuld elvéalasztasok sordn, a vizsgdlt vegyliletek és a kirdlis
szelektorok szerkezetének ismeretében az elvalasztasi koriilmények valtoztatasanak hatasat
feltérképezziik. A nyert adatokbol kiindulva értelmezni kivantuk az eluens mindségének ¢és
Osszetételének, a homérsékletnek és a vizsgalt vegyliletek szerkezetének hatasat a kirdlis

megkiilonboztetési folyamatokra.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A kiralitas és a kiralis elvalasztas

Léteznek olyan vegyiiletek, amelyeknek a természetben két olyan véltozata, izomere
fordul eld, amelyek egymas tiikorképei. Optikailag aktivak (altalaban) az olyan vegytiletek,
amelyek molekuldi nem hozhatok fedésbe a tiikorképiikkel; tigy viszonyulnak egymadashoz,
mint a jobb kéz a bal kézhez (1. abra). Az ilyen aszimmetrikus molekuldkat kiralis

vegyiileteknek nevezziik.

1. abra A kiralis aminosav-molekulak két enantiomerje csak annyiban tér el egymastol, mint

a bal kéz a jobb kéztdl

Eldszor Louis Pasteur vizsgalta a szerves vegyliletek szerkezete és optikai aktivitdsa
kozti Osszefiiggést. Az optikai aktivitdst nem mutatod, optikailag inaktiv borkdsavat (régebben
sz016sav) vizsgalva észrevette, hogy a kristalyos borkésavban kétféle kristaly talalhatod és
ezek a kristalyok kiilonboz6 alaktiak. A kiilonbozo alaku kristalyokat szétvalogatta €s rajott
arra, hogy ezek a kristalyok egymas tiikorképei, egymastol csak annyiban kiilonb6znek, mint
a jobb kéz a bal kéztol. A kristalyok, illetve oldataik optikailag aktivak voltak, és fajlagos
forgatoképességiik azonos nagysagu, de ellenkezd eldjelll volt. A két kristaly illetve oldatuk
egyéb fizikai és kémiai tulajdonsagaiban nem volt kiillonbség. A kétféle kristaly feloldasa utan
1s megoOrizte optikai aktivitasat, ebbdl kdvetkezett, hogy az optikai aktivitdst nem a molekuldk

elrendezddése okozza a kristalyracsban, hanem ez a molekuldk tulajdonséga. Pasteur arra a



kovetkeztetésre jutott, hogy a kristalyokban talalhatdo molekuldk éppiugy egymas tiikorképei,
mint maguk a kristalyok.

A kiralis vegyliletek vagy masképpen az enantiomerek konfiguracioit a latinbol vett
jobb rectus (R) és bal sinster (S) kezddbetiiivel, més esetben ,,+” és ,,-” jellel, esetleg D és L
betlivel is jelolhetjiik. Az olyan keveréket, amelyben a két forma ardnya megegyezik, azaz 50-
50%-ban van jelen a két konfiguracid, racematnak hivjuk. Az ilyen vegyiiletek optikailag
inaktivak, vagyis a polarizalt fényt nem forgatjak el.

Enantiomer parok kromatografids vagy elektroforetikus elvalasztasa a fizikai ¢és
kémiai tulajdonsagbeli azonossaguk miatt csak olyan sztereospecifikus kémiai
kolcsonhatéassal lehetséges, amelynek sordn a sztereoizomerek eltéré modon viselkednek. A
kiralis elvalasztasok két nagy csoportba sorolhatok: kozvetett és kozvetlen meghatérozasokra.
A kozvetett modszerek kiralis reagens alkalmazasaval torténd szarmazékképzésen alapulnak,
az igy képz0dott diasztereomerek mar akiralis kortiilmények kozott is elvalaszthatok lesznek.
A kozvetlen modszerek kirdlis oszlop (allofazis), illetve kirdlis eluens (mozgo6fazis) vagy
kiralis adalék felhasznélasara épiilnek.

A kirdlis allofazis alkalmazdsa a leghatékonyabb modszer az enantiomerek
kromatografias elvalasztasara, és kivalo valasztas analitikai és preparativ célokra egyarant. A
mozg6fazis akiralis, tehat barmiféle kiralis anyagtol mentes. Az allofazis és az elvalasztandd
vegylilet k6zott enantioszelektiv kdlcsonhatds kialakulasara akkor lehet szamitani, amikor az
elvalasztand6 molekula legaldbb harom ponton tud kapcsolédni az alléfazishoz. Ez az
ugynevezett harompontos illeszkedés modellje (2. abra), ami szamos allofazis tervezésének

alapja.

—_— A
& > B'III%D (+)-enantiomer

c

—> A'
\"'llIg N B'III% c (-)-enantiomer
D

2. abra Harompontos illeszkedés modellje
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Napjainkban a leggyakrabban alkalmazott 4ll6fazisok tipusai a kdvetkezok:

ciklodextrin alapu fazisok,

e Pirkle-féle fazisok (m-sav-n-bazis kolcsonhatasok),
e kirdlis polimer fazisok,

e ligandumcserél6 fazisok,

e makrociklusos antibiotikum fazisok,

e koronaéter fazisok,

e fehérje alapu fazisok és

¢ molekulalenyomat alapu fazisok.

A kozvetlen modszerek masik tipusanal az allofazis akirdlis (lehet nomal illetve

forditott fazis) és az eluens a kiralis szelektort adalékként tartalmazza.

3.2. Ciklodextrinek elvalasztastechnikai alkalmazasa a kirdlis analizisben

A 3. abran lathaté az 1981-2000 kozott kozolt ciklodextrin alapu kiralis elvalasztasok
széma a kozlemények szazalékos eloszlasa szerint [2]. Lathatjuk, hogy ebben az idészakban a
legtobb kozlemény a kapillaris elektroforézises (CE) technikdban sziiletett, 1981 és 1989
kozott még a folyadékkromatografia domindlt (LC), majd 1989-1994 kozott a
gazkromatografia (GC) és csak 1994-t6] nott meg a kapillaris elektroforézisen (CE) alapuld

kozlemények szama.

3. abra Ciklodextrin alapt kiralis elvalasztasok kozleményeinek eloszlasa 1989 és 2000
kozott

11



3.2.1. Ciklodextrinek szerkezete és fizikai-kémiai sajatsagai

A ciklodextrinek hat, hét vagy nyolc a-D-gliikopiranoz-egységbdl allo ciklikus, nem
redukald oligoszacharidok. Az egyes ciklodextrineket az alkotd gliikdz egységek szama
alapjan nevezziik el, igy megkiilonboztetiink 6, 7 ill. 8 egységbdl felépild o-, -, ill. -
ciklodextrineket. A ciklodextrinek fontosabb tulajdonsagait az 1. Téablazatban foglaltam

0ssze.

1. Tablazat Az o, 3- és y~ciklodextrinek fontosabb fizikai-kémiai jellemzdi

| | e« | 8 | » |
‘Gh’ikopiran(')z egységek szdma H6 H7 HS ‘
IMolekulatémeg (g) 972 3s  Ji297 |
‘Oldékonység (g/100 ml vizben szobahémérsékleten)”14,5 1,85 H23,2 ‘
[Torésmutato (25 °C) [1500,5 [162,5+0,5]177,420,5
Uregatmérd (nm) 0,47-0,53]0,6-0,65 ]0,75-0,83]
‘Henger magassaga (nm) 0,79+0,1 {/0,79+0,1 ||0,79+0,1 ‘
IMolekula kiils§ 4tméréje (nm) 1,4620,4 |[1,5420,4 |1,75+0,4 |
‘Kézelité térfogat (nm3) 0,174 0,262 0,427 ‘

A ciklodextrineket alkoto gliikopiran6z egységek egy csonkakup-palast feliiletén
helyezkednek el, egy treget koriilhatarolva. Az iireg atmérdje a ciklodextrint felépitd
gliikkopiranoz egységek szamaval nd, igy a ciklodextrin helyes megvalasztasaval elérhetd,
hogy bizonyos molekuldk beférnek az apolaris liregbe (ott ezaltal kiilonbozo erdsségi
kolcsonhatasok kialakuldsara nyilik lehetéség, Un. ,,gazda-vendég” kolcsonhatas), mig mas
molekulak méretilk miatt nem jutnak be az iiregbe, vagy nem illeszkednek elég szorosan
benne. A kirélis felismerés 1étrejottében olyan intermolekuléris kolcsonhatasok jatszhatnak
szerepet, mint példaul a hidrofob-hidrofob, elektrosztatikus (dipol-dipol), van der Waals
kolcsonhatas, hidrogénkotés vagy pedig kiilonbozé sztérikus  kolcsonhatdsok. A
hidrogénkotés csak igen kis tavolsdgon beliil tud kialakulni, igy kiilondsen fontos, hogy a
molekula jol illeszkedjen a ciklodextrin tiregébe. Fontos megemliteni azt is, hogy a
ciklodextrin belseje (iirege) a hidrogénatomok és glikozidos oxigén-hidak révén enyhén
apolaris tulajdonsagi. A csonkakup keskenyebb nyilasat a primer, mig a szélesebbet a
szekunder hidroxilcsoportok hataroljak (4. abra). A molekula két peremének polaris jellege

miatt — a -ciklodextrin kivételével — a ciklodextrinek jol oldédnak vizben (1. Tablazat).
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n=6(a);7(B);8(v)

4. abra A ciklodextrinek szerkezeti sémdja

3.2.2. Ciklodextrinek alkalmazdsa nagyhatékonysagu folyadékkromatografias (HPLC)
eljarasok sordn

A ciklodextrint tartalmazd all6fazisokat eredetileg geometriai és szerkezeti izomerek
elvalasztasara szantak. Az elsO, nagy boritottsagt, stabil cikodextrint tartalmazé allofazist
Armstrong és Demond fejlesztette [3], amit 1983-ban mar forgalomba is hoztak. Az uj
allofazissal vald kezdeti kisérletek kiralis aromas vegyiiletek, aromdsan derivatizalt
aminosavak, szerkezeti izomerek ¢és diasztereomerek elvalasztasdra iranyultak [3-7]. A
ciklodextrin alapu kiralis allofazisok ,,multi-modalisak™ [8,9], egyarant lehet 6ket hasznalni
normal fazisu, forditott fazist és polaris-szerves modban. Leggyakrabban forditott fazisban
hasznaljak, ahol az eluens vizes vagy szerves—vizes fazis. A zarvanykomplex kialakuldsa két
1épésben torténik [10]. Elészor a molekula hidrofob részével bejut a ciklodextrin iiregébe,
megszabadul a hidratburkatol, majd ezt kovetden egy komplex stabilizalodasi folyamat megy
végbe hidrofob kolcsonhatasokon keresztiil. A komplex stabilizalodasat még tovabbi hidrofil
kolesonhatasok is segitik (hidrogénkotés, dipol-dipol kolcsonhatas, stb.) a ciklodextrin
peremén elhelyezkedd hidroxilcsoportokon keresztiil.

A zarvanykomplex kialakuldsa alapvetden a ciklodextrin iiregének méretétdl fiigg (5.
abra). Minél jobban illeszkedik a ciklodextrin iiregébe a mintamolekula, annal inkabb ndhet
az enantioszelektivitds. Szubsztitualt fenil-, naftil- és heteroaromas gytriit tartalmaz6 mintak
konnyedén illeszkednek a f3-ciklodextrin iiregébe, mig a nagyobb méretli molekulak, példaul a
szteroidok a yp-ciklodextrineket részesitik elényben, a kisebb molekuldk pedig az a-
ciklodextrint tartalmaz6 allofazison alakitanak ki er6sebb kdlcsonhatasokat.

Polaris-szerves modban (savat, bazist vagy mindkettdt tartalamzo6 acetonitril-metanol

elegye) a ciklodextrin hidrofob tiregét lezarjak az olddszer molekulai, és igy zarvanykomplex
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kialakuldsa termodinamikailag kedvezdtlenné valik. A mintamolekula csak a hidrofil részével
tud kotdédni a ciklodextrin polaris feliilet¢hez [11]. A ciklodextrin peremén elhelyezkedd
polaris hidroxilcsoportok jelentik a mintamolekula szdmara a kirdlis kornyezetet, és az itt
kialakuld poléris kolcsonhatasok (hidrogénkdtés, dipol-dipol kolcsonhatas, diszperzios

kolesonhatés, stb.) er6sségén alapszik az enantiomerek elvalasztasa.

5. abra Mintamolekula felismerés a ciklodextrin iiregében (a) polaris-szerves és normal

fazisu modban, (b) forditott fazisi modban

Polaris-szerves médban a tobb polaris funkcios csoporttal rendelkezé molekuldaknal
altalaban az a funkcids csoport felelds a kiralis elvalasztasért, amelyik a legkozelebb
helyezkedik el az aszimmetria centrumhoz. Mivel szamos kirdlis gydgyszer polaris, igy a
poléris-szerves mod hasznélata lenne a legcélszertibb, amennyiben a normal és forditott fazisu
modszerek nem valtak be [12]. Ezekben az esctekben altalaban 0-15% metanolt hasznalnak
acetonitril mellett, és adalékként 0,001-1,2% (v/v) jégecetet vagy trietilamint adnak a
mozg6fazishoz [13].

Normal fazisut modban (tipikusan hexan vagy heptan kiilonféle alkoholokkal alkotott
elegye) a komplex kialakulasa szintén gatolt a ciklodextrin liregében. Normal fazist médban
csak az aromasan szubsztitualt ((R)- vagy (S)-1-(1-naftil)-etil-karbamat) ciklodextrinek
bizonyultak hatékonynak az enantiomerek elvélasztasaban. Ebben az esetben a hidrogénkotés
¢s a dipol-dipol kolesonhatas mellett a 7-7 kdlcsonhatas is fellép, ami dontd szerepet jatszik a
kiralis elvalasztasban.

A ciklodextrin molekulakat szamos modon probaltak megkdtni a szilikagél feliiletére
(6. abra). Az els6 probalkozéasok ,,amin” kotésen keresztiil torténtek [14,15] poliakrilamid

vagy szilika gélre. Miutan ezek az ,,amin” kotések gyengének bizonyultak, a kutatdsok 1j
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kotési modok kidolgozasara iranyultak. Az elsO stabil allofazist ,,epoxid” kotésen keresztiil
oldotta meg Armstrong [3]. Az epoxid kotés nitrogén atom mentes volt, és minimalis szamban
tartalmazott hidrogénkdtésre alkalmas helyeket is. A legtobb kereskedelemben is kaphat6
ciklodextrint tartalmazo oszlopon ilyen technikdval kotik meg a ciklodextrineket. A
ciklodextrin alapu all6fazisok szdmos fajtaja fellelheté a piacon, a legtobbszor alkalmazott
valtozatokat 3 csoportba tudjuk sorolni:

1. természetes ciklodextrinek,

2. médositott ciklodextrinek és

3. aromas csoporttal modositott ciklodextrinek.

IIE'[O

Si NH (@)
A EtO0” \W \H/ “Ciklodextrin
EtO

)

Si NH o)
B Ewo KV\/ > ONHT > Ciklodextrin

OH
C EtO (@) Ciklodextrin

6. abra Ciklodextrin kotési modok: (A) Izocianat-karbamat kotés, (B) Etilén-diamin kotés,
(C) Epoxid-éter kotés.

A természetes ciklodextrint tartalmazo allofazisoknal a f-ciklodextrint alkalmazzak
leggyakrabban, mivel ez a mddosulat bizonyult a leghatékonyabbnak szamos enantiomer
elvalasztasanal [3,5,6,16-38]. Az a-ciklodextrint tartalmazo all6fazisokat aromas aminosavak
¢s szubsztitudlt analogjaik kiralis elvalasztdsara hasznaltdk [39]. Kiilonds ennél a
modosulatnal, hogy példaul a monoterpéneket eddig csak ezzel a modosulattal sikeriilt
elvalasztani (a-, fS-pinén) [40]. A j~cikodextrint tartalmazo kiralis allofazisokat helyzeti

izomerek [41], policiklikus aromas molekulék [42].
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Mindegyik természetes ciklodextrin hasznalhaté polaris-szerves mddban [37]. Az
egyes ciklodextrinek kozott retencios, szelektivitasi és felbontasbeli kiilonbségek adddhatnak,
ami a ciklodextrinek méretébol, a mintamolekula illeszkedésébdl és a ciklodextrineken
elhelyezkedd hidroxilcsoportok geometriajatol is fligg.

Amennyiben zarvanykomplexek kialakuldsara lehetéség nyilik, a kiralis felismerés
elsédlegesen azon mulik, hogy a mintamolekula belefér-e a ciklodextrin “liregébe” illetve
hogy a H-hidas kolcsonhatasok a mdsodlagos hidroxilcsoportokon kialakulhatnak-e. Ezek
alapjan a kiilonb6z6 méretli ciklodextrinek kiilonb6zd mintamolekuldkkal tudnak
kolesonhatéasba 1épni [37].

A modositott ciklodextrinek novelhetik a kirdlis felismerést azzal, hogy tovabbi
kolesonhatést biztositanak a minta szamara, vagy azzal, hogy megvaltoztatjak a ciklodextrin
tiregének méretét és ezzel a mintamolekula illeszkedését, ezaltal természetes formdajuktol
jelentdsen eltérd viselkedést mutathatnak.

A modositott ciklodextrinek tobbnyire sokkal hatékonyabb kiralis szelektorok, mint a
természetes ciklodextrinek, de eléfordul néhany kozottiik, ami altalanosan kevésbé hatékony
kiralis szelektor, de specialis esetekben bizonyos molekula csoportoknal igen eredményes is
tud lenni. A kereskedelmi forgalomban kaphaté fontosabb modositott ciklodextrineket a 7.
abra mutatja be.

Az acetilezett ciklodextrin alapt allofazis olyan ciklodextrin molekulékat tartalmaz,
ahol a 2. és 3. pozicidban 1évd szekunder hidoxilcsoportok és az Osszes 6. pozicidban 1évo
primer hidroxilcsoport acetilezett. Ezek a helyzetek alkalmasak hidrogénkdtés kialakitasara
olyan molekulakkal, melyek hidroxil- vagy aminocsoportokat tartalmaznak. Az acetilcsoport
m-elektron rendszerként is miikddhet, és gyliriszélesitdé hatassal is bir, ami lehetdvé teszi a
nagyobb molekuldk befogadasat is. Ez nem okoz nagymértékli szélesedést, de azoknal a
molekuldknal megoldast jelenthet, amelyek épphogy nem férnek be a ciklodextrin tiregébe. Ez
a fajta allofazis jol alkalmazhatd polaris-szerves modban azoknal a molekulaknal, ahol
legalabb kettd, hidrogénkotés kialakitdsara alkalmas csoport taldlhatdo a kiralitds centrum
kozelében [43]. Tovabba hatékonynak bizonyult alkaloidok (szkopolamin, homoatropin) ¢és
peszticidek (trihexilphenidil, rulene) rezolvalasanal is [43,44].

A dimetilezett ciklodextrint tartalmazo allofazisnal a szekunder hidroxilcsoportok
metilezettek 2. és 3. helyzetben a gytiri kiils6 peremén. Ez csokkenti a hidrogénkotés
kialakitas lehetdségét a mintamolekuldkkal. A szekunder hidroxilcsoportok hianya eleve

kizérja az allofazis alkalmazasat polaris-szerves modban [45].
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7. abra Kereskedelemi forgalomban kaphatd, modositott 3-ciklodextrin-alapt kiralis

allofazisok

Az allofazis igen hatékonynak bizonyult néhany molekulacsoportnal forditott fazisban,
mint példaul a diaril és alifas kiralis szulfoxidok [46], szubsztitualt kumarinok [47]
elvalasztasanal. Ennél az allofazisnal igen fontos a sztérikus kolcsonhatas a kirdlis
felismerésben. Osszehasonlitva a 2,3-dimetil-3-ciklodextrint és a természetes f3-ciklodextrint

tartalmaz6 allofazisok elvalasztd képességét, a dimetil-S-ciklodextrin alapt all6fazis nagyobb
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szelektivitast mutat a tobb aromas gyur(t tartalmazo semleges molekuldk esetén, mint a
természetes f[-ciklodextrin alapti allofazis [48]. Armstrong ¢és mtsai. szerint [48] ez a
hidrogénkotés ¢és a sztérikus kolcsonhatds megndvekedett szerepére utal a kiralis
felismerésben.

A modositott ciklodextrinek koziil az egyik legszélesebb korben alkalmazott kiralis
allofazis szelektora a hidroxipropil--ciklodextrin (Astec, Cyclobond I RSP). Atlagosan 7
hidroxilcsoport derivatizalt hidroxipropil-csoporttal, és még kiralitas centrummal 1is
rendelkezik. Ezek a kiralis all6fazisok elérhetdek racém (Astec, Cyclobond I RSP) vagy (S)-
propilén oxiddal (Astec, Cyclobond I-SP) médositott formaban. Néhany esetben a Cyclobond
I RSP hasonld szelektivitast mutat, mint a Cyclobond I-SP. A ciklodextrin liregméretét
tekintve nagyobb lesz a hidroxipropil-csoportok miatt, és a maradék hidroxilcsoport alkalmas
lesz hidrogénkotések kialakitasara. A ciklodextrinen ,,16g6” hidroxipropil-csoportok
kolcsonhatasba tudnak 1épni a nagyobb molekuldk azon részével, melyek kiszorultak a
ciklodextrin liregébdl a zarvanykomplex kialakuldsa sordn. Ez a fajta all6fazis alkalmasnak
bizonyult nem aromds racematok, példaul az N-f-butoxikarbonil (#-Boc)-derivatizalt
aminosavak elvalasztdsara [49]. A hidroxipropil moddositét tartalmazd allofazis egyarant
alkalmazhat6 forditott fazisban és polaris-szerves modban is, de forditott fazisban sokkal
hatékonyabb.

A leghaté¢konyabb ciklodextrin alapu kirdlis allofazisok masik csoportjat az aromas
csoportokkal modositott ciklodextrinek képviselik [50-52], melyek mind normal, mind
forditott fazisban és poléris-szerves modban is hasznalatosak [51,53,54]. Ezeket az aromas
csoportokat legtobbszor karbamat kotésen keresztiil kotik a ciklodextrin  szekunder
hidroxilcsoportjaihoz. Két tipusuk terjedt el, a dimetil-fenil-karbamat-f-ciklodextrin és a
naftil-etil-karbaméat-f5-ciklodextrin alapu 4ll6fazis (7. abra). Az utobbindl az etilcsoport
aszimmetria centrummal is rendelkezik. A kolonndk (R)- és (S)-konfiguracioval egyarant
kaphatok kereskedelmi forgalomban. Altaldban 4-6 aromés csoportot tartalmaznak
ciklodextrin molekulanként.

Forditott fazisban ezeknek a kolonndknak a visszatartasi készségiik a hidrofob
kolesonhatasok révén nagyobb mértékii, mint a tobbi ciklodextrin alapu kiralis allofazisnak.
Altalanossagban elmondhat6, hogy ugyanazt a retencios idét kaphatjuk a mintamolekulara, ha
15-20 %-al tobb szerves fazist alkalmazunk, mint a nem aromdsan modositott vagy a
természetes alapu ciklodextrin szelektorok esetén. A legszélesebb korben az (R)- és (S)-naftil-
etil-karbamat tartalmt f-ciklodextrin kiralis allofazist hasznéljdk a mddositott ciklodextrin

allofazisok kozil. Ezek az allofazisok képesek szdmos molekulacsoport enantiomerjeinek
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elvalasztasara, beleértve a peszticideket [53,55], a farmakologiailag aktiv komponenseket
(tropikamid, indapamid, altiazid és tolperizon) [53], a nem-szteroid gyulladascsokkentoket
(ibuprofen, flurbiprofen) [51], tobbféle benzodiazepineket (lorazepam, oxazepam,
temazepam) [51] és néhany derivatizalt aminosavat [56].

A ciklodextrin alapu kiralis allofazisok koziil ezek azok az allofazisok, melyek igazan
hatékonyak normal fazisban. A naftil-etil-karbamat és a dimetil-fenil-karbamat is egyarant z-
elektron donor (7-bazis), tehat azok az ideédlis mintamolekuladk az elvalasztisra, amelyek z-
elektron akceptor (m-sav) sajatsdggal birnak. Ha egy mintamolekula z-savva alakithato
szarmazékképzéssel (pl. 3,5-dinitrobenzilamin vagy 3,5-dinitrobenzoil szarmazékképzokkel),

akkor elvileg sikeres enantiomer elvalasztast tudunk elérni ezeken az all6fazisokon [52,57].

3.2.2.1. Kirdlis felismerés és a kromatogrdfias mod kapcsolata ciklodextrint tartalmazo
allofazisokon

A ciklodextrin alapu kiralis all6fazisoknal ugyanugy kell teljesiilniiik az altalanos
szabalyoknak a kirélis felismeréshez, mint a tobbi kiralis allofazis esetében. Létre kell jonnie
a harompontos illeszkedésnek (kolcsonhatasnak), és kiilonbségnek kell mutatkoznia a két
enantiomer megoszlasdban az allo- és a mozgdfazis kozott [58]. Nem minden egyes
kolcsonhatas vezet kiralis felismeréshez, ami fellép a mintamolekula és az allofazis kozott,
néhany kolcsonhatas egyaltalan nincs hatdssal az enantiomerek elvalasztasara, de visszatartast
okoz. Az allofazis kiilonbozd részei, példaul a kiralis szelektor nem enantioszelektiv része
vagy a szilikagél feliilete is hatdssal van a visszatartasra, de ennek ellenére nem biztos, hogy
az elvalasztds hatékonysdga nd azzal, hogy a mintank tobb id6t tolt az allofazison.
Eléfordulhat, hogy a két kiilonb6z6 kolcsonhatas épp kioltja egymast, ezzel pedig rontjak az
elvalasztast. Ha egy ciklodextrin alapt allofazist csak az egyik enantiomerrel modositjuk,
akkor az hatékonyabb lehet, mintha a racém vegyiiletet hasznaltuk volna a ciklodextrin
modositasara [48].

A ciklodextrin alapt kiralis all6fazisok mindharom modban (normal, forditott fazisa
¢és polaris-szerves) hatékonyan alkalmazhatoak, és mindegyik modban némileg kiilonbozd
mechanizmus szerint jatszodnak le a kiralis felismerések.

Forditott fazisban a kirdlis elvalasztashoz sziikks€ég van a zarvanykomplex
kialakulasdhoz. A komplex képzddése soran a mintamolekula megkdzeliti a ciklodextrin
molekulat valamilyen irdnybdl, kdlcsonhatasba 1ép vele (hidrogénkotés, dipol-dipol, hidrofob

kolesonhatés, stb.), ezutan a hidroféb részével elfoglalja a ciklodextrin liregének apolaris
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részét €s zarvanykomplexet alakit ki. A folyamat soran barmikor leszakadhat a mintamolekula
a ciklodextrinrdl, €s tavozhat a mozgdfazisba. Ha egy mintamolekula zarvanykomplexet
képez a ciklodextrinnel, és a mintamolekula és a természetes vagy szubsztitualt ciklodextrin
kozott tovabbi kolesonhatas jon 1étre, akkor biztositva van a harompontos illeszkedés, ami
altal 1étrejon a kiralis felismerés.

A ciklodextrin hidrofob iirege iranti affinitds novelheti a retenciot, de nem biztos, hogy
a zarvanykomplexnek szelektivitas noveld hatasa van. A ciklodextrin lirege egy kozepesen
erds m-bazis, igy a m-savaknak nagyobb az affinitdsuk az iireg felé. Azok a molekulak
viselkednek altalaban z-savként, amelyek nitro-, szulfonat-, foszfat- vagy halogén-csoporttal
rendelkeznek, és ezaltal erésebb komplex kialakitasara képesek a ciklodextrinnel [7,59,60].

Forditott fazisban a kiralis elvalasztashoz nélkiilozhetetlen a hidrofob csoport jelenléte
a mintamolekulan (példaul egy aromas gylrll) a zarvanykomplex kialakuldsahoz
[3,5,6,16,17], tovabba az aromas csoportnak megfelelden illeszkednie kell a ciklodextrin
iiregében. Ha nagyobb, akkor nem fér bele a ciklodextrinbe, ha kisebb, akkor pedig tul ,,]laza”
lehet a komplex. A komplex kialakulasdn tal az is fontos, hogy a természetes
ciklodextrineknél a szekunder hidroxilcsoportokhoz az iireg peremén kozel legyen a
mintamolekula aszimmetria centruma vagy egy, az aszimmetria centrumon 1évd
szubsztituens. A modositott ciklodextrineknél a szekunder hidroxilcsoportokat mas aktiv
csoportokkal helyettesitve tovabbi kdlcsonhatas kialakitasara nyilik lehetdség (hidrogénkdtés,
dipol-dipol kolcsonhatas, 7-r komplexalas, sztérikus hatéds, stb.), ami erdsiti a kirdlis
felismerést. Osszegezve, forditott fazisban a kovetkezd szerkezeti tényezok eldnydsek a
kiralis elvalasztasban:

o aromas rendszer jelenléte,
o legalabb egy hidrogénkotésre alkalmas csoport jelenléte a kiralitas centrum kozelében

¢s egy masik z-delokalizalt rendszer a molekula mas részén [24].
Normal fazisu €s polaris-szerves modban a ciklodextrin iirege zart a mintamolekula eldétt,
hidrofob kolcsonhatisok kialakitdsdra nincs lehetdség. Ebben az esetben a z-7 komplex
képzddés, a hidrogénkdtés, a dipol-dipol és a sztérikus kdlcsonhatdsok kombindcidja vezet a

kiralis felismeréshez.

3.2.3. Ciklodextrinek alkalmazasa kapillaris zonaelektroforézis (CZE vagy CE) sordn

A CZE nagy felbontoképessége, kis minta- €és olddszerigénye miatt kivaldan

hasznalhato kiralis elvalasztasokra. Alkalmazasa sok esetben egyszeriibb és gazdasagosabb a
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folyadék és gazkromatografidss modszerekhez képest [61-64]. A napjainkban a kapillaris
elektroforézisben hasznalatos kiralis szelektorok koziil emlitést érdemelnek a ciklodextrinek,
koronaéterek, rézkomplexek, makrociklusos glikopeptidek, de ezek koziil a ciklodextrinek a
CZE-ben leggyakrabban alkalmazott kiralis szelektorok.

A kirdlis CZE kezdetén elsésorban a természetes ciklodextrinekkel és az olcsod
semleges szarmazékok alkalmazasaval probalkoztak a kutatok, napjainkban azonban a
természetes ciklodextrinek kicsiny sajat mozgékonysaguk miatt inkédbb csak referenciaként,
ill.  szelektor-kombinacié  alkotdrészeként jatszanak szerepet az elektroforetikus
elvalasztasokban. A gliikkoz egységenként 1 primer és 2 szekunder hidroxilcsoport kivald
lehetdséget biztosit a ciklodextrinek mddositasara, amint azt korabban mar emlitettem. Az
utobbi masfél évtizedben a ciklodextrinek legkiilonfélébb szarmazékait sikeriilt eldéllitani €s
kiprébalni a kiralis CZE teriiletén. A ciklodextrin szarmazékok esetén az egész molekuldra
vonatkozo Un. szubsztiticios fok mutatja, hogy hany hidroxilcsoporton tortént a helyettesités.
Mara a ciklodextrin szarmazékok szama megkozeliti az ezret. Az utdbbi években —a HPLC
technikahoz hasonloan— a kirdlis CE elvélasztasok sordn is modositott ciklodextrineket
alkalmaznak leggyakrabban.

Smolkova-Keulemansova [65] és kutatocsoportja valdsitotta meg az elsdé kiralis
elvalasztast modositott ciklodextrinnel kapillaris elektroforézis technikat hasznalva. Az
elvalasztas sordn izotachoforézis modszert alkalmaztak azzal a kiegészitéssel, hogy
dimetilezett (DIME-fS) vagy trimetilezett (TRIME-f) f-ciklodextrint hasznaltak vezetd
elektrolitként. A DIME-f és a TRIME-f esetén a ciklodextrin gytirtin elhelyezkedd hidroxil-
csoportokat (DIME-f esetén csak részben) metoxicsoportokra cserélték. Egy masik modositas
részét képezi hidroxi-propilezett ciklodextrin (HP-a-CD, HP-3-CD vagy HP-y-CD) [66],
amelynél a kiilonféle hidroxilcsoportokat (-O-CsH;OH)-csoportokkal helyettesitették. A fent
emlitett modositas a természetes ciklodextrinektdl eltérd sztereoszelektivitdsdhoz €s jobb
oldékonysagahoz vezetett (a természetes [3-ciklodextrinek vizben vald oldhatésaga nem
haladja meg a 16 mM-t, mig példaul a DIME-f# oldhatdsaga 200 mM).

Yoshinaga ¢és Tanaka [67] kiillonbozd, metilezett f-ciklodextrin szarmazékokat
hasznaltak danzil(Dns)-aminosavak elvalasztdsanak tanulméanyozasara. A 6. helyzetben 1évo
hidroxilcsoport metilezése nem volt hatdssal a sztereoszelektivitasra, de ha a metilezés a 2.
helyzetli hidroxilcsoporton ment végbe, akkor szinte teljesen eltiint a sztereoszelektivitas. A
2,3-dimetil-f-ciklodextrin alkalmazasaval javitottak az elvalasztison és még a vandorlasi

sorrend is megcserélodott.
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Szulfatalt -cikodextrin kiralis szelektor alkalmazasa esetén Bergholdt és mtsai. [68]
ormeloxifén sztereoizomerek elvalasztdsara dolgoztak ki un. ,,short-end” illetve ,,long-end”
(hagyomanyos) injektaladsi modszert. A ,,short-end” injektalasnal a kapillaris azon végénél
torténik az injektalas, amelyik a CE késziilék detektorahoz kozelebb esik. Mésok is szivesen
alkalmaztak szulfatalt f-cikodextrint kiralis szelektorként [69-74], foleg mikor hasonld
bazikus, negativ toltéssel bird molekuldnak a kiralis elvalasztasat dolgoztak ki, mint az elébb
emlitett ormeloxifén és analodgjai esetében. Mazzeo ¢és Krull [75] hasonld (,,short-end”)
technikédn alapuld modszert dolgoztak ki proteinek elvalasztasara. Altria és mtsai. [76] szintén
”short-end” technikat alkalmaztak gyogyszermolekuldk és mas enantiomerek gyors
elvéalasztasara.

Vescina és mtsai. [77] 26 kiilonb6zd ciklodextrin hatékonysagat tanulmanyoztak 35
bazikus gyodgyszermolekula elvéalasztisa esetén. Az akalmazott ciklodextrinek kiilonb6zd
funkcids csoporttal és szubsztiticidos fokkal rendelkeztek. Az Osszehasonlitast azonos
koriilményeket alkalmazva végezték el [25 mM foszfatpuffer (pH 2,5)], melynek soran a
vizsgalt molekuldknak t6bb mint 90%-a legaldbb R=0,5 értékkel elvalaszthato volt.

Wang ¢és Ren [78] purin és pirimidin bézisokat véalasztottak el f-ciklodextrint
alkalmazva. Munkdjuk sordn sikeresen elvalasztottdk mind az 5 vizsgalt molekula
sztereoizomerjeit (adenin, guanin, timin, citozin €s uracil). Purin és pirimidin bazisok
elvalasztasara az irodalomban tovabbi szamos kozlemény talalhato [79-82].

A ciklodextrineket tobbek kozott sikerrel alkalmaztdk kirdlis gyogyszervegyiiletek,
illetve kiilonféle aminosavak elvalasztasara is. Altria és mtsai. [83] 0,1% L-triptofan tartalmat
tudtak meghatarozni D-triptofan mellett. Az optimalis puffer (trietilammonium-foszfat)
koncentracio 75 mM, a pH 2,5, a hdémérséklet 30 °C volt, mig kiralis szelektorként 25 mM-os
a-CD szolgélt. Klenbuterol analizisének validdldsdn keresztiill Altria és mtsa. [84]
bizonyitottak a CZE kivalo alkalmazhatdsagat. Pufferként dinatrium-tetraboratot (50 mM, pH
2,2), mig kiralis szelektorként 2-hidroxipropil-3-CD-t (30 mM) alkalmaztak.

Fillet és mtsai. [85] hét kiilonb6z6 bazikus gydgyszermolekula enantioszelektiv
elvalasztasdra harom kiilonboz6 f-ciklodextrin szarmazékot (karboximetil, dimetil és 2-
hidroxipropil) probaltak ki kirdlis szelektorként. Pufferként 100 mM foszforsav oldatot
hasznaltak, amit trietilaminnal pH 3,0 értékre allitottak be. Az alkalmazott hdmérséklet 15 °C
volt. A legjobb eredményt a karboximetil-/3-ciklodextrin esetén kaptak, amivel sikeriilt mind a
7 gyogyszermolekula enantiomerjeit elvalasztani.

Garm ¢s Stalcup [86] szulfatalt ciklodextrinekkel értek el szép eredményeket

katecholaminok és rokon vegytileteik elvalasztasaban. A kiralis elvalasztas forditott polaritasu
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modban tortént, pufferként 10 mM natrium-foszfat oldatat foszforsavval allitottak pH 3,2-re,
2 % (v/v) kiréalis szelektort hozzdadva a rendszerhez.

Ahhoz, hogy az elektroforézis soran kiralis elvalasztas 1étrej6jjon, egy olyan kirdlis
szelektor sziikséges, amely sztereoszelektiven ismeri fel az enantiomereket, azaz az egyes
enantiomerekkel eltérd stabilitasti komplexet képez. A két enantiomerbdl képzddott komplex
elektroforetikus mozgékonysaga megegyezik, hiszen méretiikk és toltésiik ugyanaz. Ennek
megfelelden elvélasztas akkor jon létre, ha az eldbb emlitett feltétel mellett a szabad és a
kotott minta eltérd mozgékonysaggal rendelkezik. (Természetesen a szabad és a kotott forma
kozott igen gyors cserének kell lejatszodnia). Figyelembe véve a CZE-ben alkalmazott
szelektor koncentraciokat (5-100 mM) és a komplex allandok nagysagrendjét (50-500 M™)
kiszamithatd, hogy az enantiomerek a teljes tartozkodasi id6 20-90%-at toltik komplex
formaban. Cramer ¢és Hettler [87] a kovetkezd 1épéseket javasolta a zarvanykomplex-
képzddés mechanizmuséanak leirdsara:

1. aminta megkdzeliti a ciklodextrin-molekulat,

2. a ciklodextrin iiregében levé vizmolekulak alkotta szerkezet felbomlik, vizmolekulak
szorulnak ki az liregbdl,

3. a mintat koriilvevo vizmolekulak szerkezete felbomlik, a vizmolekulak tavoznak a
tombfazisba,

4. kolcsonhatasok alakulnak ki a minta funkcids csoportjai €s a ciklodextrin kozott,

5. hidrogénkotés épiil ki (ha van ra lehetdség),

6. helyreéll a molekulat koriilvevo viz szerkezete.

Ugyan a kiralis felismeréshez sziikséges az eltér stabilitdsu komplexek kialakulasa, a
nagyobb mértékii komplex képzddés nem jelent feltétleniil hatékonyabb kiralis elvalasztast. A
kiralis felismerést sokkal inkabb az enantiomerek komplexképzddési allanddinak hanyadosa

jellemzi (,,komplexalasi szelektivitas”).

K
akomplex = ?2 (1)
1

ahol K; és K, az cels6ként ¢és a masodikként vandorld enantiomer latszolagos

komplexstabilitasi allanddja.

Az elméleti optimalis szelektor koncentracio a kovetkezOképpen adhaté meg [88]:
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eltéré komplexstabilitasi allandok és azonos szelektivitas mellett [88]

Mint a 2. egyenletbél, és a 8. abrabol kitlinik kicsiny stabilitasi allandok esetén a
szelektort viszonylag nagy koncentracioban sziikséges alkalmazni az eredményes
elvalasztashoz. Fontos koriilmény, hogy nagyobb stabilitasi allandok esetén igen kicsi az a
koncentracio-tartomany, ahol a szelektor maximalis felbontést biztosit. Ebben az esetben a
enantioszelektivitast (egy-két kisérlet elvégzése utan arra a téves kovetkeztetésre juthatunk,
hogy a vizsgalt szelektor nem alkalmas a kérdéses enantiomerek elvalasztasara, mikozben
csak nem megfeleld koncentracidban alkalmaztuk). Adott esetben a til nagy latszolagos

komplex stabilitasi allando egyszeriien csokkenthetd a pufferhez adott szerves olddszerekkel
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(metanol, 2-propanol vagy acetonitril), igy az optimalis elvalasztasi tartomany a nagyobb
szelektor koncentracio aran kelloképpen szélesitheto.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a kapillaris elektroforézis technika kiralis
elvalasztasra igen széleskorben alkalmazhato. Kiralis szelektorként ciklodextrineket,
koronaétereket, rézkomplexeket, makrociklusos glikopeptideket alkalmaznak leggyakrabban.
Az eldzbéekben felsorolt példak, igymint aminosavak [67,83], purin és pirimidin bazisok [78-
82], gyogyszermolekuldk [76,77,85], proteinek [75] és mas szamos ionos vegylilet
elvalasztasa a kapillaris elektroforézisben rejlé lehetdségek egy kis részletét mutatjak, az
alkalmazasi lehetdségek a kapillaris elektroforézisben ma még messze nem kiaknézottak.

A manapsag rendelkezésre all6 nagyszamu ¢és eltérd tulajdonsdgti modositott
ciklodextrin, megfeleld kivalasztassal potencidlis lehetdséget biztosit sok-sok sikeres kiralis

analizishez.
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3.3. Vizsgalt anyagaink biologiai és kémiai jelentosége
3.3.1. i-Laktamok

Az elmult években sokat foglalkoztak a 3-laktamokkal, mivel ezen vegyiiletek jelentik
az egyik legszélesebb korben hasznalt antibiotikum csaladot. A f-laktdm antibiotikumok
kozos hatocsoportja a fS-laktam gylirli, az ehhez kapcsolodo oldallancok hatarozzak meg a
szarmazék antibakteridlis spektrumat, farmakokinetikajat és a vegylilet stabilitasat a
baktériumok 4ltal termelt f-laktamaz enzimekkel szemben. Az ilyen szerkezetli
antibiotikumok a bakterialis sejtfal peptidoglikin vazanak felépitésében szerepet jatszo
penicillink6té fehérjéhez kapcsolddnak, és gatoljak annak miikodését. Baktericid hatdsuak,
egyarant hatnak Gram-pozitiv ¢és Gram-negativ baktériumokra, az intracelluléris
kérokozodkkal szemben azonban hatastalanok, mivel nem jutnak be az allati/emberi sejtekbe.
A f-laktdmok hatasa 1d6fiiggo, felezési idejiik rovid, ezért a napi dozist 3-6 részre osztva kell
alkalmazni. A szervezetbdl tobbnyire a vizelettel iiriilnek ki. Bakteridlis rezisztencia gyakran
figyelheté meg: a baktérium termelhet f-laktaméaz enzimet, amely lebontja a gyogyszert;
megvaltozhat a penicillinkoté fehérje szerkezete, s igy az antibiotikum nem tud hozza
kotédni; megvaltozhat a sejtfal szerkezete, s igy a f-laktam nem tud rajta athatolni. A /-
laktamokat hasznaljak még intermedierként -aminosavak [68], rovid peptid szegmensek [90]
¢s alkaloidok szintézisénél [91]. Kovetkezésképpen szamos kozvetlen és kozvetett

enzimatikus [93,93] és enantioszelektiv [94] mddszert kozoltek a -laktdmok szintézisérdl.

3.3.2. f-Aminosav szarmazékok

A f-aminosavak ritkdn fordulnak el a természetben, de az élettanilag jelentds
peptidekben [95] (depszipeptidek, peptidantibiotikumok, stb.) viszonylag gyakoriak. A /-
aminosavak peptidekbe, foként ciklopeptidekbe torténd beépitésével a peptidgerinc
flexibilisebb lesz (a konformécios szabadsagi fok megnd), a peptidgerincre nézve a kiilonféle
szubsztitaciok (pl. nagy térigényli csoportok) kedvezébbek. Ugyanakkor tisztan kell latnunk a
J3-aminosavak masodlagos szerkezetre gyakorolt hatasat is. Az irodalomban foleg a f-alanin
[96], valamint a -aminosavak oligomerjeinek széleskorli vizsgélata talalhatd, mely szerint
ezen oligopeptidek olyan peptidszarmazékok, ahol reprodukalhatd, szabalyszerii (periodikus)

masodlagos szerkezet alakul ki (mint pl. helikalis szerkezet).
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4. Kisérleti rész

4.1. Vizsgalt anyagok

A vizsgalt vegyliletek a legtobb esetben

szintetikus

anyagok voltak, melyek

egylttmiik6dé partnereink laboratériumaiban késziiltek. Eldallitasukra a dolgozatban nem

térek ki a leirasok terjedelme miatt, a leirasok roviditett valtozata eredeti kdzleményeinkben

megtalalhatok. A vizsgalt vegyliletek nagy szamara vald tekintettel a konnyebb atlathatosag

érdekében harom csoportra osztottuk azokat.

4.1. Tablazat 3-Metil-szubsztitualt aminosavak szerkezete

eritro-f}-MePhe

treo-f}-MePhe

(X=H) (X=H) (X=H) (X=H)
(285,39) (2R,3R) (285,39) (2R,3R)
la 1b 1c 1d
eritro-f}-MeTyr treo-f-MeTyr
(X=0OH) (X=0H) (X=0OH) (X=0H)
(25,39) (2R,3R) (25,39) (2R,3R)
2a 2b 2c 2d

eritro-fi-MeTic
(25,39)

(RJ3R)

(2S,3R)

treo-f-MeTic

3a \

3b

3c

(2R,3S)
3d
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4.1. Tablazat (folytatas) 3-Metil-szubsztitualt aminosavak szerkezete

eritro-f-szubsztitudlt Trp analog

treo-fi-szubsztitualt Trp analog

(25,35) (2R,3R) (28,3R) (2R,39)
a b c d
Csoport szama R Elnevezés
4a, 4b -H (5)- és (R)-Trp
eritro-(2S8,3S és 2R,3R)- és treo-
Sa, 5b, S¢, 5d -CH; (28,3R és 2R,3S)-B-MeTrp (eritro-
¢s treo-f-MeTrp)
eritro-(2S8,3S és 2R,3R)- és treo-
6a, 6b, 6¢, 6d -CH(CHs), (25,3R és 2R,3S)-B-2-PrTrp (eritro-
és treo- 3-2-PrTrp)
eritro-(2S8,3S ¢és 2R,3R)- ¢és treo-
7a, b, 7¢, 7d -CH(CH>CHs), (25.3R és 2R,3S)--3-PentTrp
(eritro- és treo-f3-3-PentTrp)
eritro-(28,3S €s 2R,3R)- ¢és treo-
8a, 8b, 8¢, 8d (28.3R és 2R,3S)--PhTrp (eritro- és
treo—ﬁ-PHp)
H treo-(25,3S és 2R,3R)- €s
9a, 9b, 9¢, 9d* (2S.3R és 2R,35)--diMeOPATp

(eritro- és treo- /—diMeOPhTrp)

H,N

*A Cahn-Ingold-Prelog szabaly alapjan az -O- jelenléte a ~oct, csoportban megvaltoztatja a prioritasi

sorrendet a C-3 aszimmetria centrum koriil, ezért valtozik az abszolut konfiguracié a tébl@rp szarmazékhoz

képest.
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4.2. Tablazat -Laktamok szerkezete

0
7 7 7 4
an L
cisz-6- cisz-7- . .. cisz-7-
azabiciklo[3,2,0] azabiciklo[4,2,0] czsz-z)-kezg‘?e}fll_l;l_oo[s,2,0] azabiciklo[4,2,0]
heptan-7-on oktan-8-on okt-4-én-8-on
10 11 12 13
o /O O
7 2 7
NH NH NH
cisz-8- cisz-9- cisz-9-azabiciklo[6,2,0]
azabiciklo[5,2,0] azabiciklo[6,2,0] dek-d-én-1 0—0n’ ’ O
nonan-9-on dekan-10-on
14 15 16

//O

N

NH

cisz-3,4-benzo-6-

cisz-4,5-benzo-7-

cisz-5,6-benzo-8-

azabiciklo[3,2,0]heptad | azabiciklo[4,2,0]oktan | azabiciklo[5,2,0Jnonén-
n-7-on -8-on 9-on
17 18 19
&b// //Eb//
€x0-3- €x0-3-
azatriciklo[4,2,1,02.5] | azatriciklo[4,2,1,02.5]
nonan-4-on non-7-én-4-on
20 21
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4.2. Tablazat (folytatas) 3-Laktamok szerkezete

4

7

e o o o 4-(3-
A-fenilazetidin-2-on 4-(4-metilfenil)azetidin-2- | 4-(2-klorfenil)azetidin- Klorfenil)azetidin-2-
on 2-on on
22 23 24 25
0
7 7 7
NH
F

7~
4-(4-klérfenil)azetidin- | 4-(4-fluorfenil)azetidin-2- 4-(4- W)

2-on

on

bromfenil)azetidin-2-on

26

27

28

4.3. Tablazat Egy¢éb vizsgalt molekuldk szerkezete

acenokumarol

fenprokumon

warfarin

29

30

31
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4.3. Tablazat (folytatds) Egyéb vizsgalt molekuldk szerkezete

(@]
H Il CH,
N
O
(@)
HO

N
\

n=0

Oo

CH,
H
HsctSN:—
HO

CH,
/
s \

ZT
Co=un=0

HO

danzil-fenilalanin

danzil-leucin

danzil-metionin

32 33 34
H,C OH H,C OH cl H,C OH
CH, cl cl
mekopropionsav 2,4-dikloropropionsav fenopropionsav
35 36 37
OH H
OH
HO H><CH3 © N\CHa
© H,c  CHy F
OH F F
OH
tropéan sav Terbutalin fluoxetin
38 39 40

Cl Cl
T/ o
‘W)l\ OH
H30 CHS

cisz-, transz-permetrinsav

41a, 41b
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4.2. Felhaszndlt anyagok

A mérések soran a kovetkezd6 HPLC tisztasagu vegyszereket alkalmaztuk: trietil-amin
(TEA), metanol (MeOH), acetonitril (MeCN), ecetsav (AcOH), trifluor-ecetsav (TFA),
borsav, foszforsav (Merck, Darmstadt, Németorszag); tris-(hidroximetil)metilamin (TRIS)
(Aldrich, Steinheim, Németorszag); dimetil-szulfoxid (DMSO), dimetil-formamid (DMF) ¢és
L-aminosav-oxidaz I-es tipust (Sigma St. Louis, MO, USA).

A puffereket Milli Q vizzel készitettik és 0,45 pm-es szlrdn szirtiik (Millipore,

Molsheim, Franciaorszag).

4.3. Alkalmazott berendezések

A pH mérése Thermo Orion 420 pH mér6 (Orion, USA) késziiléken tortént.

A kapillaris elektroforézises méréseket HP'CE késziiléken végeztik (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA), a detektdlashoz diddasoros detektort, az adat
feldolgozashoz pedig Chemstation szoftver hasznaltunk.

A folyadékkromatografias mérésekhez 2 fajta rendszert hasznaltunk:

1. DIONEX Ultimate 3000 és
2. Agilent 1100-as tipusu folyadékkromatografias rendszer.
(Mindkét rendszernél kvaterner pumpat, automata mintaadagolot és diddasoros detektort

alkalmaztunk).

4.4. Alkalmazott ciklodextrinek

A CE mérések soran az alkalmazott ciklodextrinek (CD-k) a kdvetkezOk voltak:
természetes-a-CD, szulfopropil-a-CD (SP2-a-CD: szubsztiticios fok=2), [3-CD-szulfat,
szulfopropil-3-CD (SP2-3-CD: szubsztitucids fok=2 és SP4-5-CD: szubsztiticios fok=4),
valamint szulfopropil-y-CD (SP2-»~CD: szubsztitucios fok=2) (Cyclolab R&D Ltd. Budapest,
Magyarorszag).
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4.5. Alkalmazott oszlopok

Az alkalmazott kiralis all6fazisok a kovetkezok voltak: PMBCD (permetil-3-CD, Quest
1), HPBCD (hidroxipropil-3-CD, Quest 2), BCD (#-CD, Quest 3) 250x4,0 mm, 5 pm

szemcseatmérd (Chiroquest, Budapest, Magyarorszag).

4.5.1. Quest 1, 2 és 3 oszlopok toltetének eldallitasa

A BCD (Quest 3) és a HPBCD (Quest 2) oszlopok kotésének kémidja azonos a PMBCD
(Quest 1) oszlopéval. A reaktiv trietoxiszilil  propil-karbamid  csoportot  3-
izocianatopropiltrietoxiszilan és a ciklodextrin-szdrmazék hatos helyzetli primer
aminocsoportjanak reakcidjaval alakitottuk ki, Quest 3 és Quest 2 esetében vizmentes
dimetil-formamidban, Quest 1 esetén toluolban. Az eltérés oka az, hogy a 6-monoamino-
PMBCD szabad bazis jol oldodik apolaris oldoszerekben, mig a 6-monoamino-BCD ¢és 6-
monoamino-HPBCD bazisok gyakorlatilag oldhatatlanok. A reakcié szobahdmérsékleten, 10
perc utan kvantitativ. A toluolos reakcidelegy feldolgozas nélkiil hasznéalhat6 a szilikagél
szarmazékképzésére, a DMF-os reakcidelegyekbdl diizopropil-éterrel torténd kicsapassal
nyert termékeket hasznaltuk a szililezési reakcidban, szintén DMF-ben.

6,6 g szilikagélt szuszpendaltunk 50 ml toluolban ultrahangos fiirdé segitségével, majd
¢lénk kevertetés mellett cseppenként hozzaadtuk a mar kihiilt szuszpenzidhoz a szililezészer
piridines oldatat (1g szililez6szer / 5,0 ml piridin). Az igy elkésziilt keveréket 105 °C-on 20
oran at kevertettilk. A szdrmazékolt szilikagélt sziirtiik, majd mostuk toluollal, acetonnal és
metanollal, ebben a sorrendben. Az igy kapott szaraz toltet feliileti boritottsaga (7,06 g) 0,3
pmol/m? lett. Mivel a ciklodextrin molekula nagy mérete miatt a szilikagél feliiletén sok
szabad szilanolcsoport marad, ezeket a csoportokat hexametildiszilazannal (0,7 ml, 0,54 g, 3,3
mmol) tetrahidrofuranban (50 ml) trimetilsziloxan-csoportokka alakitottuk at (50 °C, 1 o6ra a
toltet kromatografias hatékonysaganak novelése érdekében (,,end-capping”). Az igy kezelt
szilikagélt sziirtilk, majd mostuk acetonnal, 25 %-os metanollal és ujra acetonnal, az
ammonium-klorid eltdvolitdsa végett. A 80 °C-on széritott anyagot hasznaltuk a HPLC

oszlopok toltésére.
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5. Kisérleti eredmények és értékelésiik

Az eredmények bemutatdsa négy részre tagolddik a célkitlizéseinkben targyaltak
alapjan. A jobb és egyszeriibb attekinthetdség érdekében, a kisérleti részben bevezetett
roviditéseket €és a vizsgalt vegyiiletek szamozasi rendszerét hasznilom, illetve csak a
magyarazatok értelmezéséhez sziikséges adatok kozlésére szoritkozom. Az Osszes mérési

eredmény a feldolgozott kozleményekben talalhato.

5.1. f-metil-szubsztitualt aminosav enantiomerek elvalasztasa CE modszerrel

A kapillaris elektroforézises technikédkndl a legszélesebb korben alkalmazott kiralis
szelektorok az anionos CD szarmazékok [97-100]. Normal polaritdsi modban a CE esetén
katod irdnyu elektroozmotikus aramlas (EOF) jon létre, igy a szintén katdd felé mozgd
kationok nagyobb sebességgel (komigracid) mozognak, mig az anionok értelemszeriien
ellentétes irdnyba haladnak (kontramigracid). Az utdbbiak ennek megfelelden csak akkor
detektalhatok, ha az abszolit értelemben vett mozgékonysaguk kisebb, mint az EOF. A
semleges aminosavak ezaltal eltéré eloszlast mutatnak a két ellendram kozott a
mozg6fazisban, ami kiilonb6zé mozgékonysaghoz vezet. Azok a szintetikus aminosavak,
amelyek 2 ionizalhatd csoporttal rendelkeznek (pK, 3-10), ikerionos formdban lesznek jelen
ebben a pH tartomdnyban. A megfelelé pH alkalmazasaval ezeknél az aminosavaknal is
hasonl¢ kiralis elvalasztast érhetiink el, mint a semleges vegyiileteknél.

A vizsgédlt mintamolekuldk mindegyike rendelkezik aromds csoporttal, két
aszimmetria centrummal, és ebbdl kifolydlag két enantiomer parral (4.1. Tablazat). Amint
korabban emlitettem az aromas gytri jol illeszkedik a természetes a-CD iiregébe, ami elvileg
kivalo lehetdséget biztosit a kirdlis elvalasztashoz. Sajnalatos mddon természetes a-CD
hasznélata esetén nem sikertilt kiralis felismerést elérniink, mert oldédasi problémak mertiltek
fel, és akarhogy valtoztattuk a koriilményeket (CD koncentracio, pH, alkalmazott fesziiltség)
nem jartunk sikerrel. A toltés nélkiili a-CD sikertelen alkalmazasa utdn a lényegesen jobban
0ldodo, szubsztitualt CD-szarmazékot, a szulfopropil-a-CD-t vizsgaltam, igy a tovabbiakban

ezeket az eredményeket targyalom.

34



5.1.1. Az alkalmazott fesziiltség hatdisa

10-30 kV-os tartomanyban, 75 mM-os boratpuffert (pH=9,0) alkalmazva eritro- és treo-
S3-MeTrp enantiomerek elvalasztasan keresztiil vizsgaltuk a fesziiltség hatasat az EOF-re, a
vandorlasi idore €s az elvalasztasra. 20 kV fesziiltség alkalmazéasa bizonyult a legjobbnak. A
fesziiltség tovabbi emelésével kismértékben csokkent az elvalasztds hatékonysdga, ami a
megnovekedett Joule-hd képzddés csucsszélesedéshez vezetd hatdsanak tudhaté be. A

tovabbiakban bemutatott eredményeket 20 kV fesziiltség alkalmazasaval kaptam.

5.1.2. A puffer koncentrdacidja valtoztatasanak hatasa az elvdlasztasra

s

csokken az EOF, nd az aramerdsség, €s a Joule-hd. Ebbdl kifolyolag az alkalmazni kivant
ionerdsség korlatozott a puffer elektromos vezetéképessége miatt. Az eritro- és treo-f3-MeTrp
enantiomerek elvalasztasanak vizsgalatan keresztiil a 10-100 mM koncentracid tartomanyban
tanulmanyoztuk az alkalmazott pufferek (acetat, foszfat, borat) hatdsat. A puffer
mértékben a felbontast. Boratpuffer (pH 9,0) esetén a 75 mM, acetat- (pH 4,75) és
fosztatpufferek (pH 7,2) esetében 15 mM koncentraciot talaltuk optimalisnak.

5.1.3. A CD koncentrdacio valtoztatasanak hatdasa az elvalasztdasra

crer

A szelektor koncentracidjanak természetszeriileg fontos hatdsa van a kiralis
elvalasztasoknal. Az irodalomban szdmos példa talalhaté a CD koncentraci6 valtoztatasanak
hatasarol [101-103]. Ennek megfeleléen 10-100 mM tartomanyban vizsgaltuk a szelektor
koncentracidjanak hatdsdt az eritro- ¢és treo-f-MeTrp elvalasztdsira. A szelektor

crer

crcr

tobbi CD esetén is. Az optimalis szelektorkoncentracié az enantiomer és a kiralis szelektor
kozott kialakult komplex erdsségének fiiggvénye. Ezen tapasztalatok alapjan az SP2-a-CD és
az SP2-f-CD 50 mM mig az SP4-3-CD 25 mM koncentraciot alkalmazva mutatta a legjobb
elvalasztast (az SP4-$-CD kétszer nagyobb toltéssel rendelkezik, mint az SP2-5-CD, ezért fele
akkora koncentracidoban alkalmaztuk, hogy hasonlé szinten tartsuk az dramerdsséget, mint az

SP2-3-CD esetén).
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5.1. Tablazat Az SP2-a-CD koncentracid valtoztatasanak hatasa az elvalasztasra

CD koncentracié (mM) eritro-fi-MeTrp
t; (perc) t; (perc) a Ry
10 7,2 7,8 1,06 1,10
25 10,2 10,5 1,08 1,65
50 12,3 12,8 1,15 4,15
100 38,3 40,5 1,08 1,00

treo-ff-MeTrp

a R,
t; (perc) t; (perc)
10 7.4 7.5 1,04 0,65
25 9,8 9.9 1,16 1,25
50 12,1 12,4 1,10 2,55
100 n.d. n.d. n.d. n.d.

Hattérelektrolit: 75 mM boratpuffer (pH=9,0); n.d.: nem detektalhato

5.1.4. Az elektrolit pH-janak hatasa az elvalasztasra

A pH hatasat 4,75-9,0 pH tartomanyban vizsgaltuk harom puffer rendszert alkalmazva:
15 mM acetat (pH 4,75), 15 mM foszfat (pH 7,2) és 75 mM borat (pH 9,0). Az SP2-a-CD
kiralis szelektor alkalmazéasaval kapott eredményeket az 5.2 Tablazatban foglaltuk 6ssze. A
vandorlasi id6 pH fliggése minimum gorbével irhaté le, azaz a pH ndvelésével eleinte
csokken a vandorlasi id6, majd tovabbi noveléssel nd, ellenben a szelektivitas és a felbontas
folytonosan csokken a pH novelésével (kivéve a treo-3-MeTyr és treo-3-MeTic a boratpuffer
hasznalata esetén). Ez azzal magyarazhato, hogy a protonalddas és komplex képzddés is pH
fiiggd. Az SP2-a-CD pK értéke 2 kortili, igy az altalunk alkalmazott pH tartoméanyban (4,75-

9,0) az SP2-a-CD deprotonalodik, azaz negativ toltési lesz.
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5.2. Tablazat A pH valtoztatas hatdsa az elvalasztasra SP2-a-CD jelenlétében

Minta 4H* 6L* a R, Hattérelektrolit
(perc) (perc)

1,7 1,8 1,06 0,70 A

eritro-f3-MePhe 0,8 0,9 1,13 0,65 B
33 3,4 1,03 0,65 C

1,8 2,1 1,17 1,55 A

eritro-f3-MeTyr 0,7 0,8 1,14 1,35 B
2,7 2,8 1,04 0,80 C

9,2 9,2 1,00 0,00 A

eritro-f3-MeTic 1,7 1,7 1,00 0,00 B
3,4 4,0 1,00 0,00 C

2,0 2,4 1,20 2,20 A

treo-f3-MePhe 11 12 L15 1,80 B
3,5 3,6 1,02 0,75 C

2,8 2,6 1,00 0,00 A

treo-f3-MeTyr 1,0 1,0 1,00 0,00 B
2,9 23,0 1,03 1,00 C

8,9 8,9 1,00 0,00 A

treo-f-MeTic 1,5 1,5 1,00 0,00 B
3,5 3,6 1,01 0,20 C

t1*=t;- tgor, 12*= to- tror; Hattérelektrolit: A, 15,0 mM acetatpuffer (pH=4,75), B, 15,0 mM
foszfatpuffer (pH=7,2), C, 75,0 mM boratpuffer (pH=9,0)

Az éltalunk vizsgélt aminosavak pH=4,75 esetén pozitiv toltéssel birnak, és ezek az
aminosavak er0s komplexet alkotnak a negativ toltésii SP2-a-CD-vel, ellentétes iranyban
mozognak az EOF-hez képest, ami nagyobb visszatartast ¢s jobb elvalasztist eredményez.
Semleges pH kortil az aminosavak ikerionos forméban vannak jelen, igy a komplex stabilitasa
az anionos szelektorral kisebb lesz, a visszatartas is és a felbontas is csokken az el6zohoz

képest.
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5.3. Tablazat A pH valtoztatas hatasa az elvalasztasra SP2-$-CD jelenlétében

Minta e £ a R, Hattérelektrolit
(perc) (perc)

1.6 1,7 1,06 0,65 A
eritro-3-MePhe 1.0 1,0 1,00 0,00 B
43 43 1,00 0,00 C
2.0 4.0 1,00 0,00 A
eritro-f3-MeTyr 12 1,2 1,00 0,00 B
53 5.6 1,00 0,00 C
8.0 8.0 1,00 0,00 A
eritro-f3-MeTic 1.6 1,6 1,00 0,00 B
52 5.4 1,05 1,50 C
2.0 22 1,05 0,95 A
treo-f3-MePhe 1,1 1.4 1,09 0,70 B
22 42 1,00 0,00 C
2.0 2,0 1,04 0,80 A
treo-3-MeTyr 14 15 1,03 0,90 B
2.9 49 1,00 0,00 C
6.1 7.7 1,30 2,75 A
treo-f3-MeTic 1.8 2,2 1,19 2,50 B
5.6 59 1,05 1,70 C

t1*=t;- tgor, 2= to- tgor; Hattérelektrolit: A, 15,0 mM acetatpuffer (pH=4,75), B, 15,0 mM
foszfatpufter (pH=7,2), C, 75,0 mM boratpuffer (pH=9,0)

Nagyobb pH-n az aminosavak is és az anionos CD is negativ toltéssel bir, igy ellentétes
iranyban mozognak az EOF-fel, a vandorlési id6 nd, a stabilitas és a komplexek stabilitasanak
kiilonbsége a negativ toltési aminosavak és a negativ toltési szelektormolekuldk kozott
csokken, igy a felbontds is csOkken. A felvdzolt modellt arnyalja az a tény, hogy a
szubsztitudlt CD molekuldk nem teljes mértékben tisztdk, 1-10%-ban tartalmaznak
természetes CD-t is. A természetes a-CD egylitt mozog az EOF-el és ebbdl a két hatasbol ered
a tapasztalt vandorlasi jelenség. Hasonl6 hatas figyelheté meg az SP2-5-CD és az SP4-5-CD
esetén is (5.3. és 5.4. Tablazat).
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5.4. Tablazat A pH valtoztatas hatasa az elvalasztasra SP4-$-CD jelenlétében

Minta Y £+ a R, Hattérelektrolit
(perc) (perc)

3.8 42 1,11 0,95 A
eritro-3-MePhe 12 1,4 1,13 0,45 B
6.1 6.1 1,00 0,00 C
6.7 9.1 1,05 1,55 A
eritro-f-MeTyr 1.9 1,9 1,00 0,00 B
53 53 1,00 0,00 C
7.0 7.0 1,00 0,00 A
eritro-3-MeTic 1.7 1.7 1,00 0,00 B
74 77 1,05 1,90 C
5.1 6,5 1,07 1,15 A
treo-3-MePhe 1.5 1,6 1,07 0,50 B
54 54 1,00 0,00 C
12,0 12,6 1,05 1,80 A
treo-f3-MeTyr 2.3 2,4 1,04 0,60 B
64 6.6 1,03 0,65 C
6.4 8,2 1,10 5,55 A
treo-f3-MeTic 1.8 2,2 1,22 3,05 B
6.9 7.7 1,12 4,00 C

t1*=t;- tgor, 2= to- tgor; Hattérelektrolit: A, 15,0 mM acetatpuffer (pH=4,75), B, 15,0 mM

foszfatpufter (pH=7,2), C, 75,0 mM boratpuffer (pH=9,0)
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5.1.5. Eritro- és treo-/-Me-aminosavak elvalasztasa SP2-a-CD Kkiralis szelektor
jelenlétében

Az SP2-a-CD alkalmazésaval elért eredményeket kiilonb6zé pH esetén az 5.2.
Tablazatban foglaltuk 0ssze. A hattérelektrolit pH-ja mellett az elvalasztds erésen fiigg a
mintamolekula szerkezetétol. A két gylirivel rendelkezé molekulak visszatartasa sokkal
nagyobb, mint az egy gylrit tartalmazoké (5.2. Tablazat). A zarvanykomplex kialakuldsa
soran vagy a molekula egésze vagy a molekula hidroféb része illeszkedik a CD iiregébe, és ily
moédon nagyon fontos szerepet jatszik a CD tipusa az elvalasztasban. A hidrofob
kolcsonhatasok onmagukban nem elegendéek az enantiomerek elvalasztdsahoz: a gyenge
kotések az aszimmetria centrumon elhelyezkedd szubsztituensek és a primer/szekunder
természetes vagy szubsztitualt hidroxilcsoportok kozott lehetnek a felelosek a kiralis
felismerésért. A kiralis elvalasztashoz vizes kozegben a zarvanykomplex kialakulasa
sziikséges, de nem elégséges feltétel. Tovabbi kdlcsonhatasok alakulhatnak ki a molekula
hidrofil részei és a CD kiils6 feliilete kozott. Az 5.2. Tablazatban lathatjuk, hogy a -MeTic
vandorlési ideje nagyobb, mint a -MePhe és a f-MeTyr vandorlasi ideje. A két gytirtivel
rendelkezd molekuldk jobban illeszkednek az SP2-a-CD iiregébe, de a hosszabb migracios
id6 ellenére az a ¢s R, értéke a i-MeTic esetén joval kisebb volt, mint a f-MePhe, -MeTyr
vagy f-MeTrp esetén. Az eritro- és a treo-;-MeTic konformacioja gatolt, a két enantiomerrel
képzett komplex stabilitdsa valosziniileg hasonlo, igy az elvalasztds igen gyenge vagy nem is

jon létre.

5.1.6. Eritro- és treo-f-Me-aminosavak elvalasztasa SP2--CD kiralis szelektor
jelenlétében

A természetes 5-CD valamivel nagyobb belsé atmérdvel (nagyobb iireggel) rendelkezik,
mint a természetes a-CD (0,78 és 0,57 nm). Az 5.2. és 5.3. Tablazat azt mutatja, hogy a két
szelektort Osszehasonlitva a vandorlasi idok csak kismértékben térnek el a S-MePhe analogok
esetében. Nagyobb vandorlasi idok figyelhetéek meg az SP2-5-CD-t alkalmazva mindharom
puffer rendszerben a f-MeTyr esetén, valamint a boratpuffer rendszerben a 3-MeTic esetén,
mikdzben a vandorlési id6 f-MeTic analégok esetén kisebb acetatpuffer rendszerben. Az
SP2-4-CD (azonos szubsztituciés fokkal, mint az SP2-a-CD) iliregének belsé atmérdje
nagyobb, ezért az aminosavak varhatdéan lazabban fognak illeszkedni. Ennek ellenére, a

legtobb esetben a vandorlési id6 nem valtozott jelentdsen, illetve nott, amikor az SP2-5-CD
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szelektort alkalmaztuk. Az elvalasztas hatékonysaga és a felbontas rosszabbnak adodott SP2-
S-CD szelektor esetében, kivaltképp az eritro-f-MeTyr enantiomereknél. A f-MeTic
enantiomerjeit SP2-a-CD szelektor jelenlétében nem sikeriilt elvalasztanunk, de SP2-3-CD
jelenlétében mar igen. Alapvonal elvalasztast értiink el eritro-3-MeTic esetében boratpuffer

rendszerben, és mindharom puffer rendszerben a treo-f3-MeTic esetén.

5.1.7. Eritro- és treo-fi-Me-aminosavak elvalasztasa SP4-f-CD Kkiralis szelektor
jelenlétében

Az SP4-35-CD szubsztitucios foka 4, igy az elektroforetikus aramlas novekszik a
kétszeresen szubsztitualt CD analoghoz képest. Az aminosavak komplexalt formaja szintén
gyorsabban mozog az andd irdnydba, igy nagyobb vandorlasi iddket, felbontast ¢és
hatékonyabb elvalasztast varunk. Az 5.4. Tablazatban megfigyelhetd, hogy a legtdbb esetben
a varakozasoknak megfeleléen a vandorlasi idok néttek SP4-5-CD szelektor jelenlétében
(kivétel eritro-3-MeTyr €és eritro-;-MeTrp boratpufferben, az eritro-3-MeTic acetatpufferben
és treo-fi-MeTrp acetat- és foszfatpufferben). Osszehasonlitva az SP2-5-CD szelektorral a
legtobb esetben megndtt az a és R értéke, kiilondsképpen a -MeTic analogoknal. Habar az
SP4-3-CD alkalmazésaval a legtobb esetben jobb elvalasztast értlink el, mégsem volt annyira
hatékony, mint az SP2-a-CD, ami azt jelzi, hogy a vizsgélt mintdk valdsziniileg jobban
illeszkedtek az SP2-a-CD iiregébe (kivéve a treo-f3-MeTyr és az eritro- és treo-3-MeTic
enantiomereket). A sztérikus hatasok fontossagat a kiralis felismerésben mi sem mutatja

jobban, mint a konformécidsan erdsen gatolt f-MeTic analogok kiilonleges viselekedése.

5.1.8. Tobb kiralitas centrummal rendelkezo eritro- és treo-fi-Me-aminosavak
elvdlasztasanak optimalizalasa

A peptid szintézis sordn két aszimmetria centrummal rendelkezd aminosavak
epimerizacidja léphet fel, pl. a (2R,3R)-eritro izomer alakulhat (2S,3R)-treo izomerré.
Epimerizacié azonban a peptid hidrolizis soran is felléphet. Ha a peptid szintézis soran a
kiindulasnal racém eritro- és treo-sztereoizomereket hasznalnak, akkor mind a négy izomer
jelen lehet a peptidben. A peptid diasztereomerjeinek elvalasztdsa utdn egy hidrolizist
kovetden az aminosav tartalom meghatarozhatova valik. Ezekben az esetekben alapvetd
feladat, hogy ne csak az enantiomereket valasszuk el, hanem a diasztereoizomerek

elvalasztasara is legyen modszeriink.
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A 11.1. Fejezetben lathatjuk a 5-Me-szubsztitualt aminosak négy sztereoizomerjének
elvalasztasat abrazolo elektroferogramokat (1-4). Az eritro- és treo-;-MePhe, -MeTyr és f3-
MeTrp esetében SP4-3-CD alkalmazéasaval sikeresen alapvonalra elvalasztottuk a négy
sztereoizomert acetat- vagy boratpuffer rendszert hasznalva, mig az eritro- és treo-f3-MeTic

aminosav enantiomerjeit acetatpuffer jelenlétében sikertiilt elvalasztani.

5.2. f-szubsztitulalt triptofan analog enantiomerek elvalasztisa modositott
CD jelenlétében CE modszerrel

Az altalunk vizsgalt Trp analégok mindegyike tartalmaz aromds gyurit és két
aszimmetria centrumot, €s igy két enantiomer parral rendelkeznek (4.1. Tablazat). Az eritro
és treo-Trp analdogok enantiomer parjainak elvalasztasa természetes a-CD-t alkalmazva
oldhatosagi probléméak miatt nem vezetett eredményre, igy attértiink a jobban old6do

szulfopropil-a- illetve 5-CD hasznalatara.

5.5. Tablazat A pH és a puffer mindségének hatdsa [-szubsztitualt Trp sztereoizomerek
elvalasztasara SP2-a-CD kiralis szelektort alkalmazva

Komponens Paraméterek Hattérelektrolitok
1. Acetat 2. Foszfat 3. Borat
eritro-ff-MeTrp t1* (perc) 3,1 4,6 3,6
t,* (perc) 4,4 6,4 4,0
a 1,41 1,40 1,12
R, 8,65 8,10 3,20
treo-fi-MeTrp tr* (perc) 3,4 3,9 3,0
t,* (perc) 472 4.8 3,3
a 1,23 1,22 1,09
R, 5,10 4,50 2,60
eritro-f3-2-PrTrp t* (perc) 4,7 3,2 3,2
t,* (perc) 7,4 4,7 4,0
a 1,55 1,47 1,25
R, 13,40 10,60 8,00
treo-f-2-PrTrp t1* (perc) 2,2 1,9 3,7
t,* (perc) 2,9 2,5 4,2
a 1,35 1,32 1,12
R, 5,40 6,65 3,35
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5.5. Tablazat (folytatas) A pH ¢és a puffer mindségének hatdsa f-szubsztitualt Trp
sztereoizomerek elvalasztasara SP2-a-CD kiralis szelektort alkalmazva

Komponens Paraméterek Hattérelektrolitok
1. Acetat 2. Foszfat 3. Borat
eritro-f3-3-PentTrp t* (perc) 4,8 4,8 4,3
t,* (perc) 4,8 4,8 4,5
a 1,00 1,00 1,04
R, 0,00 0,00 1,55
treo-f-3-PentTrp tr* (perc) 6,1 5,9 5,8
t,* (perc) 6,1 5.9 6.0
a 1.00 1.00 1.04
R 0,00 0,00 1,30
eritro-f-PhTrp tr* (perc) 7,3 3,5 6,4
t,* (perc) 8,0 3,7 6,5
a 1,08 1,07 1,02
R, 3,40 2,30 0,65
treo-fi-PhTrp t;* (perc) 5,6 2,8 4.6
t,* (perc) 6,2 3,0 4.6
a 1,10 1,08 1,00
R, 3,50 2,10 0,00
eritro-f}-diMeOPhTrp t/* (perc) 7.5 4,0 4,63,8
t,* (perc) 9,1 43 4,1
a 1,21 1,08 1,10
R, 7,70 5,20 3,30
treo-fi-diMeOPhTrp tr* (perc) 10,1 4,0 3,8
t,* (perc) 11,8 4,1 4,1
a 1,17 1,04 1,09
R, 7,50 1,80 3,50

t1*= t;- tgor, 6= t>- tgor; Hattérelektrolit: 1, 50,0 mM SP2-a-CD 15,0 mM acetatpuffer (pH=4,75), 2,
50,0 mM SP2-0-CD 15,0 mM foszfatpuffer (pH=7,2), 3, 50,0 mM SP2-a-CD 75,0 mM boratpuffer
(pH=9,0)

5.2.1. Eritro- és treo-f-szubsztitudlt Trp analogok kirdlis elvalasztasa SP2-a-CD kiralis
szelektort alkalmazva

A f-szubsztitualt Trp analdogokra az SP2-a-CD kiralis szelektorral kapott redukalt
vandorlasi idok (#;* és 1,*), szelektivitas (a) és felbontas (Rj) értékeket az 5.5. Tablazatban
foglaltuk 6ssze. Az elvalasztast a hattérelektrolit pH-ja és a mintamolekula szerkezete erdsen
befolydsolta. A f-pozicidban aromdas oldallanccal rendelkez6 aminosavak visszatartasa
nagyobb meértékii, mint az alifas oldallanctaké. A zarvanykomplex kialakulasdban fontos
szerepet jatszik a molekula illeszkedése a CD fliregében, ezaltal a CD tipusa és a molekula
hidrofob részei meghatarozok az elvalasztas szempontjabol. A hidrofob kolesonhatas a CD

iregével nem elégséges feltétel az elvalasztashoz; a kiralis felismerésért a minta aszimmetria
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centruman elhelyezkedd szubsztituensek ¢és az elsddleges/mésodlagos hidroxilcsoportok
kozott fellépd kolesonhatasok is feleldsek. Az 5.5. Tablazat azt mutatja, hogy az aromas
oldallanccal rendelkezd f-szubsztitudlt Trp analogok esetén nagyobb a vandorlési id6 (kivétel
a treo-3-2-PrTrp), mint az alifas oldallancuaknal. Az alifis oldallanctiaknal a szénatomszam
emelkedésével ndé a vandorlasi id0, az eritro- és treo-diasztereomereknél pedig a
mintamolekula természetétdl €s a hattérelektrolit pH-jatol fiiggden valtozik. Egyes esetekben
a nagyobb vandorldsi id6 ellenére kisebb szelektivitast és felbontast tapasztaltunk (/3-3-
PentTrp, 3-MeTrp).

5.2.2. Eritro- és treo-f-szubsztitudlt Trp analogok kirdlis elvalasztasa SP2-f-CD és SP4-
P-CD kiralis szelektort alkalmazva

Az SP2-f-CD (azonos szubsztitiucios foku, mint az SP2-a-CD) valamivel nagyobb belsd
atmérovel (0,78 nm) rendelkezik, mint az SP2-a-CD (0,57 nm), ¢s igy lazabb illeszkedést
varunk a mintamolekulaktol. Ennek ellenére a legtobb esetben a vandorlasi idok novekedtek
(kivéve foszfatpuffert alkalmazva, 5.6. Tablazat). Az elvalasztds hatékonysagéaval
kapcsolatban elmondhato, hogy a szelektivitas és a felbontas sokkal kisebb az SP2-5-CD
szelektor esetében mindharom puffer rendszerben, mint SP2-0-CD-t alkalmazva.
Valoésziniileg a szorosabb illeszkedésnek koszonhetden a zarvanykomplex stabilitasa az SP2-
a-CD tiregében nagyobb, ami kedvezdbb kiralis felismeréshez vezet.

Azaltal, hogy az SP4-5-CD szubsztituciés foka 4, és a negativ toltéseinek szama
kétszerese, mint az SP2-5-CD-nek, igy az elektroforetikus mozgékonysag az andd iranyaba
megnd. Az aminosavakkal komplexalt forma is mozgékonyabb lesz az anod iranydba, ami

sz¢lesebb elvalasztasi ablakot (,,separation window”) és nagyobb vandorlasi id6t eredményez.

5.2.3. A négy enantiomerrel rendelkezo eritro- és treo-f-szubsztitualt Trp analogok
kirdlis elvalasztasa

Ahogy azt mar az 5.1.8. Fejezetben emlitettiik, a két aszimmetria centrummal
rendelkezd aminosavak esetében mind a peptidszintézis mind a peptidhidrolizis soran
epimerizacié 1éphet fel, igy alapvetd feladat, hogy ne csak az enantiomereket véalasszuk el,

hanem az eritro- €s treo- sztereoizomerek elvalasztasara is legyen modszeriink.
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5.6.Tablazat A pH és a puffer mindségének hatdsa f-MeTrp sztereoizomerek elvalasztasara
SP2-a-CD, SP2-3-CD ¢s az SP4--CD kiralis szelektort alkalmazva

Komponens Paraméterek Hattérelektrolitok
1. Acetat 2. Foszfat 3. Borat

SP2-a-CD, 50 mM

eritro-ff-MeTrp tr* (perc) 3,1 4,6 3,6
t,* (perc) 4.4 6,4 4,0
a 1,41 1,40 1,12
R, 8,65 8,10 3,20

treo-ff-MeTrp t;* (perc) 3.4 39 3,0
t,* (perc) 4,2 4,8 3,3
a 1,23 1,22 1,09
R, 5,10 4,50 2,60

SP2-4-CD, 50 mM

eritro-ff-MeTrp t* (perc) 6,1 2,4 53
t,* (perc) 6.6 2,6 5,3
a 1,08 1,08 1,00
R, 1,45 1,05 0,00

treo-B-MeTrp t;* (perc) 7,8 3,4 2.9
t,* (perc) 8,8 3,6 32
a 1,12 1,06 1,10
R, 1,95 1,55 1,15

SP4-4-CD, 25 mM

eritro-3-MeTrp tr* (perc) 6,6 1,9 53
t,* (perc) 7,4 1,9 5,5
a 1,12 1,00 1,04
R, 2,35 0,00 1,07

treo-fi-MeTrp t;* (perc) 6,0 2,1 3,4
t,* (perc) 6,9 2,3 3,7
a 1,15 1,09 1,09
R, 2,50 0,85 2,03

t1*= t;- teor, L2¥= tr- tror; Hattérelektrolit: 1, 50,0 mM SP2-0-CD 15,0 mM acetétpuffer
(pH=4,75), 2, 50,0 mM SP2-a-CD 15,0 mM fosztatpuffer (pH=7,2), 3, 50,0 mM SP2-a-CD
75,0 mM boratpuffer (pH=9,0)

A 11.2. Fejezetben lathatjuk a f-szubsztitualt Trp analogok négy sztereoizomerjének
elvalasztasat dbrazoldé kromatogramokat (5-9). Az eritro- és treo-3-2-PrTrp, 5-3-PentTrp, f3-
PhTrp és a 3-diOMePhTrp analogokndl sikeres alapvonal elvalasztast értiink el acetat- és
boratpuffer rendszerben SP2-a-CD kiralis szelektort alkalmazva, mig a -Me-Trp analégok
enantiomerjeit boratpuffer rendszerben SP4-5-CD kiralis szelektort alkalmazva tudtuk

sikeresen elvalasztani.
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5.2.4. A fj-Me-aminosavak enantiomerjeinek azonositdsa

Az enantiomerek véandorldsi sorrendjét tiszta vagy dusitott enantiomerek racemathoz
val6é adagolasaval hataroztuk meg, amihez az egyes enantiomereket enzimatikus emésztés
utjan nyertilk. A vandorlési sorrendet vizsgalva azt talaltuk, hogy az eritro- és treo-
diasztereomerek kiillonbozd sorrendben vandorolnak a kiilonb6zd héattérelektrolitokban. A
legtobb aminosavnal a hattérelektrolit valtoztatasa a diasztereomerek vandorlasi sorrendjének
valtozasat eredményezte, mig az enantiomerek vandorldsi sorrendjére nem volt hatassal.
Osszegzésként megéllapitottuk, hogy semmilyen szabaly nem allithato fel a vandorlasi

sorrendre, ezért minden esetben sziikség van a csticsok mindségi azonositasara.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy 0j kozvetlen kapillaris elektroforetikus modszert
dolgoztunk ki az éltalunk vizsgalt f-szubsztitudlt aminosav enantiomerek elvalasztasara (4.1.
Tablazat). A szulfatalt ciklodextrinek, SP2-3-CD ¢és SP4-3-CD a legtobb esetben sikeresen
alkalmazhaté volt a f-MePhe, f-MeTyr €s S-MeTrp enantiomerek elvalasztidsara, mig a /-
MeTic esetében a természetes -CD-szulfat bizonyult hatdsosnak. A -2-PrTrp, -3-PentTrp,
S3-PhTrp ¢és a 3-diOMePhTrp analégoknal az SP2-a-CD volt a leghatékonyabb az elvalasztas
szempontjabol, mig a -MeTrp esetében az SP4-4-CD mutatkozott a legmegfelelébbnek. A
vandorlasi 1dot, szelektivitast €s a felbontast vizsgdlva optimalizaltuk az elvélasztast a
hattérelektrolit, a pH és az alkalmazott fesziiltség valtoztatasaval. A véandorlasi sorrendeket

meghatdroztuk és megallapitottuk, hogy altalanos érvényii szabaly nem adhatd meg.
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5.3. p-laktam enantiomerek folyadékkromatogrdfias (HPLC) elvalasztasa
forditort fazisu koriilmények kozott, ,ujszerii” ciklodextrin alapu
allofazisokon

Hérom kiilonbozo, ,,0jszertt” (0 kotési technikéaval késziilt) természetes 5-CD (BCD —
Quest 3), hidroxipropil-#-CD (HPBCD - Quest 2) ¢és permetil-3-CD (PMBCD - Quest 1)
allofazison vizsgaltuk a 4.2. Tablazatban bemutatott f-laktdmokat. Az elvélasztast a
PMBCD oszlopon kezdtiik, ahol elészér az eluens mindségi és mennyiségi Osszetételét
optimalizaltuk. Az eluens vizes fazisaként 0,1% trietilamonium-acetatot (TEAA)
valasztottunk, melynek pH-jat jégecettel allitottuk be. A pH-t 3-6 tartomanyban valtoztatva a
pH=5 vizes fazis bizonyult a legalkalmasabbnak, mind a 28 vegyiiletre nézve. A mozg6fazis
szerves komponenseként acetonitrilt (MeCN) alkalmaztunk, melynek mennyiségét 5-30%
tartomanyban valtoztattuk. A f-laktdm enantiomerek tipikus forditott fazisu viselkedést
mutattak, azaz a szerves fazis mennyiségének novelésével mind a k, a és R, értéke csokkent.
18 f-laktdam vegyiiletre nézve az optimalis k, a ¢és Ry értékeket 10% (v/v) MeCN
alkalmazéséaval kaptuk. Az Osszehasonlitasok konnyitése végett a masik két oszlopon (BCD
¢s HPBCD) ugyanezt az eluens Osszetételt [0,1% TEAA (pH 5,0)/MeCN=90/10 (v/v)]
alkalmaztuk. Az 5.7. Tablazatban a harom kiilonb6zd kirdlis 4llofazissal elért
eredményeinket foglaltuk dssze. A harom allofazis koziil a PMBCD bizonyult a legjobbnak,
11 komponens esetén (13,15-22,24,25) alapvonal elvélasztast (R>1,5), 4 vegyiilet esetében
(10,11,13,26) 0,89-1,41 kozotti felbontasokat értiink el. A 10, 23, 26 és a 28 komponenseket
nem sikeriilt elvalasztanunk a PMBCD oszlopon. A PMBCD oszloppal elért eredmények a
¢s R, tekintetében jobbnak bizonyultak, mint amelyeket méar hasonld allofazison kordbban
Sun és mtsai. [104] elértek.

Ugyanezt az eluens Osszetételt felhaszndlva HPBCD oszlopon harom komponenst
(23,26,28) sikeriilt elvalasztanunk abbol a négybdl (10,23,26,28), amelyeket a PMBCD
oszlopon nem. Két molekula esetén (26,28) alapvonal elvéalasztas tortént, a harmadik esetén
(23) pedig a felbontas R=1,00 lett. A BCD oszlop kevésbé volt sikeres, hiszen csak egy

komponenst (17) sikeriilt alapvonalra és 6tot (12,18,23,26,28) részlegesen elvalasztani.
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5.7 Tablazat 5-Laktamok kromatografids adatai PMBCD, BCD és HPBCD all6fazisokon

Minta Minta neve All6fazis k; ks a R,
szama

J PMBCD 0,99 1,03 1,05 0,12
10 <:[j BCD 3,04 3,04 1,00 0,00
HPBCD 3,13 3,13 1,00 0,00
Vi PMBCD | 147 1,58 1,07 0,89
11 L BCD 7,69 7,69 1,00 0,00
HPBCD 7,27 7,27 1,00 0,00

Vi PMBCD | 1,05 1,15 1,09 1,05
12 L BCD 3,83 3,88 1,01 0,10
HPBCD 3,56 3,56 1,00 0,00

V4 PMBCD 1,15 1,32 1,15 1,75
13 BCD 4,13 4,13 1,00 0,00
HPBCD 3,95 3,95 1,00 0,00
Y PMBCD | 2,48 2,70 1,09 1,38

14 BCD n.a. n.a. n.a. n.a.
HPBCD 1,69 1,69 1,00 1,00
4 PMBCD 4,44 4.86 1,09 1,65
15 BCD 6,26 6,26 1,00 0,00
HPBCD 1,64 1,64 1,00 0,00
Va PMBCD | 3,15 3,61 1,14 2,43

16 I BCD n.a. n.a. n.a. n.a.
HPBCD 2,64 2,64 1,00 0,00
4 PMBCD | 2,13 2,61 123 3,36
17 BCD 2,89 3,12 1,08 1,66
HPBCD 3,53 3,53 1,00 0,00
PMBCD 3,91 4,27 1,04 1,65
18 BCD 5,04 526 1,04 0,93
- HPBCD 5,96 5,96 1,00 0,00
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5.7 Tablazat (folytatas) -Laktamok kromatografias adatai PMBCD, BCD és HPBCD
allofazisokon

Minta

, Minta neve Alléfazis ki k> a R,
szama

PMBCD 3,57 4,97 1,39 5,98
19 BCD 2,82 2,82 1,00 0,00
HPBCD 5,89 5,89 1,00 0,00

7

// PMBCD 1,93 2,15 1,11 1,62
20 BCD n.a. n.a. n.a. n.a.
HPBCD 2,17 2,17 1,00 0,00

// PMBCD 1,48 1,68 1,14 1,87
21 / BCD 8,27 8,27 1,00 0,00
HPBCD 8,75 6,75 1,00 0,00

7
PMBCD | 1,76 | 2,18 1,24 | 334
22 BCD 225 | 225 1,00 | 0,00
HPBCD | 291 2,91 1,00 | 0,00
O

7
\w | PMBCD | 2,76 | 2,80 1,02 | 0,16
23 BCD 422 | 438 1,04 | 0,56
HPBCD | 552 | 577 1,05 1,00

H,;C

NH PMBCD 3,01 3,71 1,23 3,71
24 BCD 2,81 2,81 1,00 0,00
HPBCD 3,76 3,76 1,00 0,00

cl
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5.7 Tablazat (folytatas) -Laktamok kromatografias adatai PMBCD, BCD és HPBCD
allofazisokon

Minta

, Minta neve Alléfazis ki k> a R,
szama

/O

NH PMBCD 3,37 4,63 1,38 5,81
25 BCD 3,64 3,64 1,00 0,00
HPBCD 4,91 4,91 1,00 0,00

cl
7
PMBCD 4,54 4,54 1,00 0,00
26 BCD 4,28 4,48 1,05 1,02
HPBCD 5,65 6,06 1,07 1,64

NH PMBCD 1,94 2,12 1,09 1,41
27 BCD 1,83 1,83 1,00 0,00
HPBCD 2,33 2,33 1,00 0,00

F

7
PMBCD 6,72 6,72 1,00 0,00
28 BCD 6,87 7,30 1,06 1,01
HPBCD 9,04 9,82 1,09 2,08

Kolonna: PMBCD, permetil-$-ciklodextrin, BCD, f-ciklodextrin és HPBCD, hidroxipropil-£3-
ciklodextrin alapt kiralis allofazisok; eluens:0,1% TEAA (pH 5,0)/MeCN = 90/10 (v/v); aramlasi
sebesség: 0,7 mL perc'l; Detektalasi hullamhossz: 205 nm; Hémérséklet: 25 °C; n.d.: nem detektalhatd
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Az elvélasztasokat elemezve a PMBCD oszlopon valésziniileg a zarvanykomplex
kialakuldsa és a diszperzids kolcsonhatas a felelds elsGsorban a visszatartasért. Az azetidin
gylrli egyarant tartalmaz H-donor (-NH-) és akceptor (=O) csoportokat, de a ciklodextrinen
elhelyezkedd metilezett hidroxilcsoportok csak H-akceptorként funkcionalnak. A természetes
BCD ¢és a HPBCD allofazisoknal a hidroxilcsoportok H-akceptorként is és H-donorként is
miikodhetnek. A HPBCD allofazison jelentkeztek a legnagyobb retencios idok (kivéve 14-16
komponensek). Ugyanakkor a nagyaranyu sikertelen elvalasztas (16 komponens a 19-bdl) a
HPBCD allofazison elhelyezkedd hidroxipropil-csoportok nagyfokii rugalmassagéaval
magyarazhat6, azaz a hidroxipropil-csoportok kdlcsonhatasba Iépnek mindkét enantiomerrel,
mely visszatartdst ugyan eredményez, azonban ez a kolcsonhatds nem enantioszelektiv,
elvalasztas nem torténik.

Tanulmanyoztuk a f-laktdmok szerkezetének hatasat az elvalasztasra. A PMBCD
allofazison a szubsztitualt gylrli méretének novekedésével nd a [-laktdmok (10,11,14,15)
visszatartasa ¢€s javul az enantioszelektivitas is, mig a BCD és HPBCD allofazisok kevésbé
bizonyultak hatékonynak.

A PMBCD allofazison a kettdskotés jelenléte a kondenzalt gylirlis szerkezetii
komponenseknél minden esetben javitja a felbontést és csokkenti a visszatartast. A kondenzalt
gyurti a 10,11,14,15 és 20 komponenseknél telitett, mig a 12,13,16 és 21 komponensek
tartalmazzak a kettoskotést (a 12 és a 13 komponenseknél kiilonb6zo a kettdskotés helyzete).
A kettdskotés jotékony hatasa azonban nem jelentkezik a HPBCD ¢és a BCD allofazisokon.

Ha a PMBCD allofazison a fenilgyliri metil- (23) vagy halogén-csoporttal (26-28)
wpara” helyzetben volt szubsztitudlva, akkor az az elvalasztasra kedvezdtleniil hat (kivétel a
27 komponens), mig szubsztituens hidnyaban (22) kivalo elvélasztas (R=3,34) érheto el.
Ugyanakkor a 23,26 ¢és a 28 komponenseket HPBCD ¢és BCD oszlopokon alapvonalra vagy
részlegesen sikeriilt elvalasztanunk (5.7. Tablazat), vagyis a permetilezett (PMBCD) ¢és
hidroxipropil szubsztitualt (HPBCD) f3-ciklodextrin alapu allofazis eltérd kolcsonhatast mutat
a ,para’ helyzetben szubsztitualt molekuldkkal szemben, azonban ez a kdlcsonhatas a
szubsztituens méretétdl is fiigg.

A ,para”’ helyzetben halogén atommal szubsztitudlt komponenseknél (26-28)
megfigyelhetd, hogy a retencios id6 a F, Cl, Br sorrendben novekszik mindharom alléfazison
(5.7. Tablazat). A F, Cl, Br sorban a molekula mérete novekszik, a polaritdsa csokken, egyre

apolarisabbd valik. Valosziniileg a zadrvanykomplex stabilitasa a méret €s az apolaris jelleg
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miatt a F, Cl, Br sorban novekszik, mely a visszatartds novekedését eredményezi. Connors
[105] ezzel nagyon megegyez0 eredményt kapott, amikor stabilitasi allandokat hatarozott meg
F, Cl és Br szubsztitudlt benzol analdogok esetén (ezek rendre 70, 160, 310 M értéknek
adodtak) természetes BCD-t alkalmazva vizes rendszerben.

A klorral szubsztitualt (24-26) komponenseknél a komplex kialakulasat €s stabilitasat
jelentésen befolyasolja a halogén atom helyzete az aromas gylirin. A legjobb elvalasztast a
(25) analog esetén értiik el (R=5,81) PMBCD oszlopon, amikor a halogén atom ,,meta”
helyzetben volt szubsztitualva (5.8. Tablazat). Semmilyen szelektivitist nem mutattak BCD
¢s HPBCD allofazisokon az ,,orto”, és a ,,meta” helyzetben szubsztitualt (24, 25) analogok,
mig a ,para” helyzetben szubsztitudlt molekuldk eset¢ben a PMBCD, BCD, HPBCD

sorrendben ndvekedett az a és R, értéke (kivétel a 27 analog).

A kondenzalt gytriis szerkezetli komponensek esetén (17,18,19) a f-laktam H-kotésre
alkalmas csoportjainak a térbeli elhelyezkedését befolyasolja a kozépsd gyliri mérete. A
HPBCD allofazison a harom kondenzalt gytirtis 5-laktdm enantiomer (17,18,19) elvalasztasa
sikertelen volt, azonban a PMBCD ¢és a BCD allofazisok bizonyos szelektivitast mutattak.
Kitiind (R=5,98) elvalasztast értiink el PMBCD allofazison a 19 komponens esetén, ami a
legnagyobb kozépsd gylriivel rendelkezik, viszont HPBCD ¢és BCD allofazisokon ez a
vegyiilet semmilyen szelektivitdst sem mutatott. A 11.3 Fejezetben a f-laktdmok

elvalasztasara jellemz06 kromatogramokat mutatjuk be.

Osszefoglalasként elmondhtajuk, hogy a 19 fS-laktdim komponensbél 17-et sikeresen
valasztottunk el a harom ,,0jszerti” -CD alap kiralis all6fazison. A harom allofazis koziil a
PMBCD alapu bizonyult a leghatékonyabbnak. Megéllapitottuk, hogy a f-laktdm molekuldak
szerkezete a f-laktam gylr(ih6z kapcsolt alifds és aromas részek mérete, a kettdskotés
jelenléte és helyzete valamint az aromas gytriin 1év6 szubsztituensek mindsége (polaritasa) és
helyzete mind hatassal van a zarvanykomplex kialakulasara, és ezaltal jelentdsen befolyasolja

a kiralis felismerést.

5.4. Szerkezetileg kiilonbozo molekulak folyadékkromatografias (HPLC)
elvdlasztasa ,,ujszerii”ciklodextrin alapu dllofazisokon

A szerkezetilag kiillonboz0 molekuldk elvalasztisdhoz az el6zé fejezetben emlitett

harom ciklodextrin alapu kiralis allofazist alkalmaztuk. Az oszlopok hatékonysaganak ijabb
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Osszehasonlitdsdhoz a 4.3. Tablazatban foglalt molekuldkat hasznaltuk fel. A szerkezetileg
igen eltérd 14 molekula j6 viszonyitasi alapot nyujtott az oszlopok hatékonysaganak
jellemzésére.

A 14 molekula szerkezetét tekintve méretben, polaritasban, hidrofobicitasban jelentésen
kiilonbozik egymastol. A vizsgalatokhoz az eldzetes kisérletek alapjan 0j mozgdfazist
valasztottunk. Az eluens vizes fazisaként 0,1% (v/v) trietilammonium-foszfatot (TEAP)
alkalmaztunk, melynek pH-jat foszforsavval pH=3,5-re allitottunk be. Ez a pH bizonyult a
legalkamasabbnak a 14 kiilonb6zd szerkezetli molekula analizisére. A mozgo6fazis szerves
modositojaként a metanol (MeOH) alkalmasabbnak bizonyult a csucsalakot, retencios faktort,
szelektivitast és felbontast tekintve, mint az MeCN. A MeOH tartalmat 10-50%-0s
tartomanyban véltoztattuk. Osszehasonlitds végett molekuldnként igyekeztiink mindharom
oszlopon ugyanazt az eluens dsszetételt alkalmazni, azonban néhany esetben (35, 36, 37, 41a
és 41b) eltéré ecluens Osszetételt is feltiintettiink az 5.8 Tablazatban, bemutatva az

eredményesebb elvalasztas lehetdségét is.

5.8. Tablazat Szerkezetileg eltér6 molekuldk kirdlis elvéalasztdsa harom kiilonbozo
ciklodextrin alapu alléfazison (BCD, HPBCD, PMBCD)

Komponens Alléfazis E(lvu/il)ls ki a Rg
o

0 0.0 ) BCD 66/34 5,10 1,05 0,75
29 < HPBCD | 66/34 5,95 1,06 0,83
OH N\ Ot PMBCD | 66/34 6,12 1,14 2,15

o
O o O BCD 66/34 8,47 1,07 1,13
30 o HPBCD | 66/34 12,57 1,07 1,04
O e, PMBCD 66/34 2,87 1,05 0,78

O (0]
L 10 BCD 66/34 | 327 1,02 0,46
31 L o HPBCD 66/34 3,97 1,08 1,47
T ) PMBCD 66/34 1,30 1,22 2,94
] BCD 7426 5,53 1,08 121
32 QS: () | HPBCD | 7426 4,91 1,00 0,00
e PMBCD | 74/26 2,36 1,42 3,23

53




5.8. Tablazat (folytatas) Szerkezetileg eltéré molekulak kiralis elvalasztasa harom kiilonb6zo
ciklodextrin alapt allofazison (BCD, HPBCD, PMBCD)

Kompon CIVAEA s Eluens Eluens
ens Allofazis Vv Vv ki a R
O BCD 74126 4,73 1,16 2,59
33 K {) | HPBCD 74/26 5,37 1,06 0,83
W PMBCD 74/26 1,50 1,03 0,47
e, BCD 74/26 2,69 1,04 0,65
34 @; {, | HPBCD 74/26 2,64 1,00 0,00
wd PMBCD | 74/26 1,15 1,05 0,62
" BCD 74/26 3,03 1,08 1,09
35 CIQO © HPBCD 74/26 4,13 1,03 0,48
CH, PMBCD 77/23 1,39 1,10 1,40
o BCD 74/26 2,63 1,06 0,87
36 qu o | HPBCD | 8218 | 357 1,04 0,63
ol PMBCD 77/23 1,12 1,02 0,50
“ Hsc> < BCD 66/34 4,13 1,00 0,00
37 cl o © HPBCD 66/34 2,77 1,00 0,00
ol PMBCD 77/23 1,92 1,17 2,37
OH
BCD 74/26 2,17 0,61 0,61
38 O HPBCD 74/26 2,73 4,18 4,18
OH PMBCD 74/26 0,33 2,06 2,06
o Y 3o BCD 66/34 0,93 1,78 1,78
39 ne” cH | HPBCD 66/34 0,93 2,54 2,54
o PMBCD 66/34 0,00 0,00 0,00
0 Mg, BCD 90/10 8,20 1,39 1,39
40 p 5 HPBCD 90/10 11,40 1,80 1,80
FF PMBCD 90/10 1,57 2,33 2,33
BCD 58/42 3,93 1,00 0,00
41a N, HPBCD | 82/18 3,90 1,06 1,21
PMBCD 67/33 1,71 1.15 233
OH 2 2
BCD 58/42 5,60 1,06 1,21
41b e’ e, HPBCD 58/42 5,63 1,03 0,76
PMBCD 67/33 2,44 1,30 4,66

Kolonna: PMBCD, permetil-$-ciklodextrin, BCD, f-ciklodextrin és HPBCD, hidroxipropil-£-
ciklodextrin alapu kiralis all6fazis; eluens:0,1% TEAP (pH 3,5)/MeOH (v/v); aramlasi sebesség: 0,8
mL perc'l; Detektalasi hullamhossz: 210 nm; Homérséklet: szobahdmérséklet; n.d.: nem detektalhato
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A 14 vizsgélt komponensbdl BCD oszlopon ketté, HPBCD oszlopon négy ¢s PMBCD
oszlopon kilenc esetben sikeriilt alapvonal elvalasztast elérniink. A visszatartas a legtobb
esetben a BCD és a HPBCD oszlopon volt a legnyagyobb.

A kumarin analégok (29-31) enantiomerjeinek elvélasztasdhoz 0,1% TEAP
(pH=3,5)/MeOH=66/34 (v/v) aranyl mozgofazist alkalmaztunk. Két esetben a BCD ¢és
HPBCD oszlopon volt a legnagyobb a retencios faktor (k) értéke (kivétel 29 PMBCD
oszlopon), mig a legjobb szelektivitast és felbontast a (29) és a (31) komponensekre a
PMBCD oszlopon értiik el, a (30) komponens pedig a BCD és HPBCD oszlopon mutatott
legjobb elvalasztast. Valosziniileg a (30) anal6g jobban illeszkedik a természetes BCD vagy a
HPBCD iiregébe, mint PMBCD esetén, azonban a masik két, méretiiket tekintve valamivel
nagyobb kumarin analog (29,31) jobban illeszkedhet a nagyobb méreti PMBCD belsejében.
A legnagyobb felbontds, amit a harom kumarin esetén elértiink 2,94 volt a (31) analog esetén
PMBCD oszlopon. Ha megnézziik az 5.8. Tablazatban a harom kumarin analognal
feltlintetett retencids faktor (k) és szelektivitas (a) értékeket, akkor nem talalunk egyértelmi
kapcsolatot kozottiik. A (31) komponens esetén a legkisebb retencional kaptuk a legnagyobb
felbontast, mig a (29) analdg esetén a legnagyob retencios faktornal adodott a legnagyobb
felbontas. Ez is azt mutatja, hogy az enantiomerek elvalasztasa CD alapu allofazisokon igen
Osszetett. Stabil zarvanykomplex Iétrejotte nem mindig elégséges feltétele az
enantioszelektivitasnak [106].

A danzil(Dns)-aminosavak esetén (32-34) az aromds Dns rész lehet a felelds
elsddlegesen a visszatartasért. Hasonld retenciot kaptunk a (32) és a (33) komponensekre
mindhdrom oszlopon, mig a polarisabb (34) komponensre valamivel kisebb retencios faktor
adodott. A harom allofazis koziil Dns-aminosavakra a HPBCD oszlop szelektivitdsa volt a
legrosszabb, csak a (33) komponens esetén mutatott szelektivast. A legjobb felbontast
PMBCD oszlopon értiik el a Dns-Phe esetén (32), a Dns-Leu (33) a BCD oszlopon igen jo
felbontassal volt elvalaszthatd, mig a Dns-Met (34) csak részleges elvalasztast mutatott a
BCD ¢és a PMBCD oszlopokon.

A propionsav analogoknal (35-37) a fenilgylirtin elhelyezkedd szubsztituens hatasat
figyelhetjiik meg (5.8. Tablazat). A retencios faktor mindharom molekula esetén a BCD és
HPBCD oszlopokon volt a legnagyobb annak ellenére, hogy a PMBCD szelektor rendelkezik
a legnagyobb iiregmérettel. A nagy visszatartds ellenére a kirdlis megkiilonboztetés azonban
kevésbé hatasos a BCD és HPBCD szelektorokon. A mono-szubsztitualt klor-propionsav

esetén (35) részleges vagy majdnem alapvonal elvalasztast értiink el mindhdrom kiralis
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allofazison. A diklor-szubsztitualt analognal (36) hasonldéan, mint a mono-szubsztitualt (35)
formanal részleges elvalasztast értiink el mindharom oszlopon. Ha 6sszehasonlitjuk a (35) és a
(36) analogok elvalasztasat, akkor azt talaljuk, hogy PMBCD oszlopon a (35) komponens k&,
a ¢és R, értéke nagyobb. Ennek valoszinli oka, hogy a (35) molekula metilcsoportja a kiralis
allofazis metilezett peremével hidrofob kolcsonhatést alakithat ki.

A trikloro-szubsztitudlt analog (37) k; értékei nagyobbak a BCD ¢és a PMBCD
oszlopokon, mint a mono- és diszubsztitualt analégok k; értékei (35,36), de ennek ellenére
csak a PMBCD oszlopon volt sikeres az enantiomer elvalasztasa (R=2,37). A harom
propionsav analog koziil (35-37) valdsziniileg a trikloro-szubsztitualt analog (37) illeszkedik
legjobban a PMBCD (a legnagyobb méreti CD) kiralis szelektor {iregébe, stabilis komplexet
létrehozva, mig a BCD ¢és a HPBCD szelektorok esetén a nagy retencids faktor ellenére sem
értiink el jo elvalasztast.

A tropansav (38) és a terbutalin (39) alifas illetve aromas hidroxilcsoporttal rendelkezik.
A hidroxilcsoport mindkét molekulan (38,39) H-hidas kolcsonhatast indukalhat a CD
peremén elhelyezkedd szabad hidroxilcsoportokkal. A kromatografids koriilmények
optimalizalasdval a HPBCD oszlop bizonyult a leghatékonyabbnak, valosziniileg a CD
peremén 1évo hidroxilcsoportok H-hidas kdlcsonhatasa révén. A természetes BCD oszlopon
hasonl6 mechanizmus jatszodhat le, ami részleges (38) és teljes (39) elvalasztashoz vezet. A
terbutalin enantiomerjei nem valtak el a PMBCD oszlopon. Ennek valoszintileg a H-hidas
kolcsonhatas kialakuldsanak a hidnya az oka, hiszen a f-CD peremén nincsenek szabad
hidroxilcsoportok. A terbutalin volt az egyetlen vizsgalt molekula, melynek az enantiomerjeit
PMBCD oszlopon nem sikeriilt még csak részlegesen sem elvalasztanunk. A fluoxetine (40)
molekula enantiomerjeit mindharom kiralis allo6fazison sikeresen elvalasztottuk, a jelenlévo
funkciods csoportok mindhdrom oszlopon elegendd erdsségii kolcsonhatast biztositottak a
kiralis felismeréshez.

Erdekes Osszehasonlitast tehetiink a két fluorozott vegyiilet (27 és 40) kromatografias
viselkedése kozott. Mig a (27) molekula csak a PMBCD allofazison mutatott szelektivitast,
addig a (40) molekula enantiomerjei mindharom allofazison jol elkiiloniiltek. Valosziniileg a
nagyobb méretii (40) molekula jobban illeszkedik a 5-CD iiregébe, amihez még hozzéjarulhat
a BCD ¢s HPBCD allofazison a H-hid kolcsonhatas a molekula NH-csoportjan keresztiil,
illetve a PMBCD all6fazison az apolaris kolcsonhatas metilcsoportok révén.

A permetrinsav (41a, 41b) enantiomerek aromds gylirli hidnydban vélhetéen mas
mechanizmus szerint valnak el f-CD-alapu kiralis allofazisokon. A ciklopropil gytirt tal kicsi

ahhoz, hogy szorosan illeszkedjen a CD iiregébe, ennek ellenére PMBCD oszlopon
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viszonylag nagy R értéket kaptunk mind a cisz- és mind a fransz-permetrinsavra. Ez az
eredmény alatamasztja azt a felvetést, amit mar korabban emlitettiink a propionsavak esetében
(35)—(37): a kiralis elvalasztasban fontos szerepet jatszanak a CD peremén elhelyezkedd
szubsztituensek, amelyek kolcsonhatasba 1épnek az enantiomerekkel. Amig BCD all6fazison
a cisz-izomer, addig a HPBCD all6fazison a transz-izomer valik el jobban. A PMBCD
allofazis igen hatékonynak bizonyult mindkét izomer esetén az enantioszelektivitds €s a
diasztereoszelektivitas szempontjabol egyarant. Egyetlen kromatografias futtatas alatt sikertilt
megoldanunk a négy szetereoizomer elvalasztasat. A 11.4. dbra mutatja be a szerkezetileg
eltéré molekuldk elvalasztasara jellemzé kromatogramokat, és az elébb emlitett négy
sztereoizomer elvalasztasara jellemz6 kromatogramot is.

Kisérleteink sordn néhany esetben megéllapitottuk az elacidos sorrendet. A
fenopropionsav (37), acenokumarol (29), fenprokumon (30) és a fluoxetin (40) eltcios
sorrendje a PMBCD oszlopon megfordul a BCD és a HPBCD oszlophoz képest.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy az 0j szintézis Gtjan (4.5.1. Fejezet) fejlesztett
kiralis allotazisok (BCD, HPBCD, PMBCD) jol alkalmazhatoak a 14 szerkezetileg
kiilonb6z6 mintamolekula enantiomerjeinek elvalasztasara. Megallapitottuk, hogy a molekula
¢s az allofazis kémiai szerkezete megszabja a lehetséges kolcsonhatdsok milyenségét és
mértékét, igy a molekulaszerkezet ismeretében javaslatot tehetiink a megfeleld allofazis
kivalasztasara. Az altalunk vizsgalt harom kiilonb6z0 kiralis allofazis jol kiegésziti egymast.
Ha az egyik allofazison legalabb részleges elvalasztast sikeriilt elérni, minden valdsziniiség
szerint a masik két allofazis valamelyikével az elvalasztas sikeresnek bizonyulhat. A harom
allofazison az elvalasztas mechanizmusa feltételezhetéen kiillonbozik, amit az eltérd elucids

sorrendek is alatdmasztanak.
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6. Osszefoglalas

Munkédnk sordn kapillaris elektroforézises ¢és 0j moddszerrel szintetizalt kiralis
kolonndkon folyadékkromatografids moddszereket fejlesztettiink kiilonbozé bioldgiai és
gyogyszeripari  szempontbol fontos vegyiiletek elvalasztasara. Kozvetlen kirdlis
folyadékkromatografias és kapillaris zonaelektroforézisen alapuld elvalasztasok sordn az
kiilonféle paraméterek valtoztatasanak hatasat térképeztiik fel, és a nyert adatokbdl kiindulva
értelmeztilk az eluens, illetve a hattérelektrolit mindségének ¢és Osszetételének, a
homérsékletnek €és a vizsgalt vegyiiletek szerkezetének hatasat a kirdlis megkiilonboztetési

folyamatokra.

1. f-metil-szubsztitudlt aminosavak enantiomerjeinek elvalasztasira CE modszert
dolgoztunk ki. Kirélis adalékként a-CD, SP2-a-CD, SP2-4-CD, SP4-3-CD és /3-CD-szulfat
szelektorokat hasznaltunk.

Az SP2-a-CD alkalmazaséaval elért eredmények pH fiiggése azt mutatta, hogy a
vandorlasi id6 a pH novelésével eleinte csokken, majd tovabbi ndveléssel nd, ellenben a
szelektivitas ¢és a felbontas folytonosan csokken a pH novelésével (kivéve a treo--MeTyr és
treo-3-MeTic boratpufferben). Ez azzal magyarazhat6, hogy a protondlodas és a
komplexképzddés is pH fliggd. A hattérelektrolit pH-ja mellett az elvalasztas erdsen fiigg a
mintamolekula szerkezetétol. A két gylirivel rendelkezé molekulak visszatartasa sokkal
nagyobb, mint az egy gylriit tartalmazoké. A két gytirivel rendelkez6 molekuldk jobban
illeszkedtek az SP2-a-CD {iregébe, de a hosszabb migracios id0 ellenére az a és R; értéke a f3-
MeTic esetén joval kisebb volt, mint a f-MePhe, f-MeTyr vagy -MeTrp esetén. Az eritro- €s
a treo-f3-MeTic konformdacidsan erdsen gatolt, szerkezete rogzitett, a két enantiomerrel
képzett komplex stabilitdsa valosziniileg hasonld, igy a kirdlis megkiilonboztetés vagy csak
kicsiny mértékben vagy nem is jott 1étre.

SP2-5-CD ¢s SP4-3-CD szelektor jelenlétében végzett méréseknél megfigyelheto,
hogy a legtobb esetben a varakozasoknak megfeleléen a vandorldsi idok néttek SP4-5-CD
jelenlétében (kivétel eritro-f3-MeTyr és eritro-;-MeTrp boratpufferben, az eritro-f-MeTic
acetatpufferben és treo-3-MeTrp acetat- és foszfatpufferben). Osszehasonlitva az SP2-3-CD
szelektorral a legtobb esetben megndtt az a és Ry értéke, kiilondsképpen a [S-MeTic
analogoknal. Habar az SP4-4-CD alkalmazasaval a legtobb esetben jobb elvalasztast értiink

el, mégsem volt annyira hatékony, mint az SP2-a-CD, ami azt jelzi, hogy a vizsgalt mintak
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valésziniileg jobban illeszkedtek az SP2-a-CD iiregében (kivéve a treo--MeTyr és az eritro-
¢és treo-f3-MeTic enantiomereket). A sztérikus hatdsok fontossagat a kiralis felismerésben a
konformécidsan erdsen gatolt f-MeTic analdgok kiilonleges viselkedése mutatta. Az eritro- és
treo-f}-MePhe, f-MeTyr ¢és [-MeTrp esetében SP4-4-CD alkalmazasaval sikeresen
elvalaszthatd a négy sztereoizomer acetat- vagy boratpuffer rendszert hasznalva, mig az

eritro- ¢és treo-f3-MeTic enantiomerjeit acetatpuffer jelenlétében sikertlt elvalasztani.

2. Uj, kozvetlen kapillaris elektroforetikus modszert dolgoztunk ki a f-alkil és aril-
szubsztitualt Trp analdg enantiomerek elvalasztasara. Osszehasonlitva a 3-Me-szubsztitualt
aminosavakkal ahol a szulfatalt -ciklodextrinek, SP2-3-CD ¢és SP4-3-CD a legtobb esetben
sikeresen alkalmazhatok voltak a [-MePhe, f-MeTyr ¢és f-MeTrp enantiomerek
elvalasztasara, mig a ;-MeTic esetében a f-CD-szulfat bizonyult hatdsosnak addig a f-alkil és
aril-szubsztitualt Trp analdgokra (5-2-PrTrp, -3-PentTrp, 5-PhTrp és a f-diOMePhTrp) az
SP2-a-CD volt a leghatékonyabb szelektor. A vandorlast, szelektivitast és a felbontast
vizsgélva optimalizaltuk az elvalasztast a hattérelektrolit, a pH és az alkalmazott fesziiltség
valtoztatasaval.

A f-szubsztitualt Trp analogokra az SP2-a-CD kirdlis szelektorral kapott redukalt
vandorldsi 1dok, szelektivitds ¢és felbontds értékeket a hattérelektrolit pH-ja ¢és a
mintamolekula szerkezete erdsen befolyasolta. Azon f3-szubsztitudlt Trp analogok esetén,
melyek [-pozicidban aromds oldallanccal rendelkeznek, nagyobb a vandorlasi id6 (kivétel a
treo-f3-2-PrTrp), mint az alifas oldallanctiaknal. Ugyanakkor az alifds oldallancuaknal a
szénatomszam novekedésével nd a vandorlasi 1d6, az eritro- és treo-diasztereomereknél pedig
a mintamolekula természetétél és a hattérelektrolit pH-jatél fliggden valtozik. Egyes
esetekben a nagyobb vandorlasi id6 ellenére kisebb szelektivitast és felbontast értiink el (5-3-
PentTrp, f-MeTrp).

Az elvalasztas hatékonysagaval kapcsolatban elmondhatd, hogy a szelektivitas és a
felbontas sokkal kisebb az SP2-3-CD szelektor esetében mindharom puffer rendszerben, mint
SP2-0-CD-t alkalmazva, ami a rosszabb illeszkedésnek ¢és a zarvanykomplex kisebb
stabilitasdnak tudhat6 be. Az enantiomerek véandorldsi sorrendjét tiszta vagy dusitott
enantiomerek racemathoz val6 adagolasaval hataroztuk meg, amihez az egyes enantiomereket
enzimatikus emésztés utjan nyertiik. A vandorlasi sorrendet vizsgalva azt talaltuk, hogy az
eritro- ¢és treo-diasztereomerek kiillonb6zd sorrendben vandorolnak a kiilonbozé hattér
elketrolitokban. A legtobb aminosavnal a hattérelektrolit valtoztatdsa a diasztereomerek

vandorlési sorrendjének valtozasat eredményezte, mig az enantiomerek vandorlasi sorrendjére
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nem volt hatassal. Megallapitottuk, hogy a vandorlasi sorrendre semmilyen altalanos érvényii

szabaly nem adhato meg.

3. Héarom kiilonbo6z6, ,,0jszeri” (Gj kotési technikaval késziilt) természetes f-CD
(BCD), hidroxipropil-3-CD (HPBCD) ¢és permetil-f-CD (PMBCD) allofazison f-laktam
enantiomerek elvalasztasara dolgoztunk ki HPLC-s modszereket. Megallapitottuk, hogy a /-
laktdm molekuldk szerkezete, a f-laktam gytiriih6z kapcsolt alifas €s aromas részek mérete, a
kettoskotés jelenléte és helyzete valamint az aromds gylrlin 1évé szubsztituensek mindsége
(polaritasa) és helyzete mind hatassal van a zarvanykomplex kialakulasara, és ezaltal
jelentdsen befolyasolja a kiralis felismerést.

Az elvalasztast PMBCD oszlopon vizsgéalva, el6szor az eluens mindségi ¢és
mennyiségi Osszetételét optimalizaltuk. A f-laktdmok szerkezetének hatasat tanulméanyozva
az elvalasztasra a PMBCD szelektoron a szubsztitualt gylrii méretének novekedésével nd a
S-laktamok visszatartasa és javul az enantioszelektivitas is, mig BCD és HPBCD allofazisok
kevésbé bizonyultak hatékonynak. A PMBCD allofazison a kettdskotés jelenléte a kondenzalt
gyuriis szerkezetli komponenseknél minden esetben javitja a felbontast és csokkenti a
visszatartast. A kettdskotés jotékony hatasa azonban nem jelentkezik a HPBCD ¢s a BCD
allotazisokon.

PMBCD allo6fazison, ha a fenilgytliri metil- vagy halogén-csoporttal para-helyzetben
volt szubsztitualva, akkor az az elvalasztasra kedvezdtleniil hat (kivétel a 27 komponens), mig
szubsztituens hidnyaban kivalo elvalasztas érhet6 el. Ugyanakkor HPBCD ¢és BCD oszlopok
a para-helyzetben szubsztitualt analégokra viszonylag jo szelektivitdst mutattak (kivétel a 27
komponens), vagyis a PMBCD illetve HPBCD ¢s nativ BCD alapu allofazis eltérd
kolcsonhatast mutat a para-helyzetben szubsztitualt molekuldkra, ez a kdlcsonhatas azonban a
szubsztituens méretétdl is fligg. A para-helyzetben halogénatommal szubsztituélt
komponenseknél megfigyelhetd, hogy a retenciés id6 a F, Cl, Br sorrendben ndvekszik
mindharom 4ll6fazison. A F, Cl, Br sorban a molekula mérete ndvekszik, a polaritasa
csokken, egyre apolarisabba valik.

A 19 f-laktam komponensbdl 17-et sikeresen valasztottunk el a harom ,,0jszerti” 5-CD
alaptt kiralis 4allofazison. A harom allofazis kozil a PMBCD alapi bizonyult a

leghatékonyabbnak.

4. Szerkezetilag igen kiilonboz6 molekuldk enantiomerjeinek elvalasztasat a fent

emlitett harom kiilonb6z6 BCD, HPBCD ¢és PMBCD allofazison vizsgaltuk. A szerkezetileg
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igen eltérd 14 molekula jO viszonyitasi alapot nyujtott az oszlopok hatékonysaganak
jellemzésére.

A harom kumarin anal6gnal a retencios faktor, a szelektivitas és a felbontas értékeket
vizsgdlva nem taldltunk egyértelmti kapcsolatot kozottik. A (31) komponens esetén a
legkisebb retencional kaptuk a legnagyobb felbontést, mig a (29) analég esetén a legnagyob
retencios faktornal adodott a legnagyobb felbontéds. Ez is azt mutatja, hogy az enantiomerek
elvalasztasa CD alapt alloéfazisokon igen Osszetett. Stabil zarvanykomplex létrejotte nem
mindig elégséges feltétele az enantioszelektivitasnak.

A Dns-aminosavak esetén az aromas Dns rész lehet a felelés elsddlegesen a
visszatartasért. A legjobb felbontast PMBCD oszlopon értiik el a Dns-Phe esetén, a Dns-Leu
a BCD oszlopon igen jo felbontdssal volt elvalaszthatdo, mig a Dns-Met csak részleges
elvalasztast mutatott a BCD és a PMBCD oszlopokon.

A propionsav analogoknal a fenilgyliriin elhelyezkedd szubsztituens hatasat
figyelhettik meg. A retencios faktor mindharom molekula esetén a BCD ¢és HPBCD
oszlopokon volt a legnagyobb annak ellenére, hogy a PMBCD szelektor rendelkezik a
legnagyobb iiregmérettel. A nagy visszatartds ellenére a kirdlis megkiilonboztetés azonban
kevésbé hatisos a BCD ¢és HPBCD szelektorokon. Valdszintsitettilk, hogy a metil
szubsztitualt analog metilcsoportja a PMBCD kiralis allofazis metilezett peremével hidrofob
kolcsonhatast alakithat ki javitva a szelektivitdst. A harom propionsav analog koziil
valdsziniileg a trikloro-szubsztitualt analog illeszkedik legjobban a PMBCD kiralis szelektor
tiregébe, stabilis komplexet és nagy Ry értéket eredményezve, mig a BCD ¢és a HPBCD
szelektorok esetén a nagy retencios faktor ellenére sem értiink el jo elvalasztast.

A tropansav és a terbutalin alifds illetve aromds hidroxilcsoporttal rendelkezik,
amelyen keresztiil H-hidas kolcsonhatast indukal a CD peremén elhelyezkedd szabad
hidroxilcsoportokkal. A kromatografias koriilmények optimalizalasaval a HPBCD oszlop
bizonyult a leghatékonyabbnak valdszinilileg a CD peremén és a tropansav illetve terbutalin
molekuldkon 1év6 hidroxilcsoportok H-hidas kdlcsonhatasa révén.

A permetrinsav enantiomerek aromas gylrli hidnydban mds mechanizmus szerint
valhatnak el -CD-alapt kiralis allofazisokon. A ciklopropil gytirti tul kicsi ahhoz, hogy
szorosan illeszkedjen a CD {iregébe, ennek ellenére PMBCD oszlopon viszonylag nagy R,
értéket kaptunk mind a cisz- és mind a fransz-permetrinsavra. Ez az eredmény aldtdmasztja
azt a felvetést, amit mar kordbban emlitettlink a propionsavak esetében: a kirdlis
elvalasztdsban fontos szerepet jatszanak a CD peremén elhelyezkedd szubsztituensek,

amelyek kolcsonhatasba 1épnek az enantiomerekkel.
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A 14 vizsgalt komponensb6l BCD oszlopon kettd, HPBCD oszlopon négy és
PMBCD oszlopon kilenc esetben sikeriilt alapvonal elvalasztast elérnlink. A visszatartas, a
legtobb esetben a BCD és a HPBCD oszlopon volt a legnagyobb.

Megallapitottuk, hogy a molekula és az all6fazis kémiai szerkezete megszabja a
lehetséges kolcsonhatasok milyenségét és mértékét, igy a molekulaszerkezet ismeretében
javaslatot tehetiink a megfeleld allofazis kivalasztasara. Az altalunk vizsgalt harom
kiilonobozo kirdlis allofazis jol kiegésziti egymast. Ha az egyik allotazison legalabb részleges
elvalasztast sikeriilt elérni, minden valdszinliség szerint a masik két allofazis valamelyikével
az elvalasztas sikeresnek bizonyulhat. A harom alléfazison az elvalasztas mechanizmusa is

eltérhet, amit az eltéro ellcios sorrendek alatamasztanak.
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7. Summary

New chiral capillary electrophoresic and liquid chromatographic methods were
developed for the separation of different biologically and pharmaceutically important
molecules. During the capillary zone electrophoresis and direct chiral HPLC
enantioseparations the effect of different separation conditions such as the pH, nature and
concentration of chiral additives in CE, nature and concentration of mobile phase
compositions, structure of analytes, temperature, etc. were examined on the chiral

discrimination processes.

1. -Methyl-substituted amino acid enantiomers were separated with CE technique. a-
CD, SP2-a-CD, SP2-—CD, SP4-—CD and f—CD-sulfate were used as chiral selectors. The
pH dependence of enantioseparation with application of SP2-a-CD showed that the migration
time first was decreased with increasing pH than it was increased. Hovewer, the selectivity
and resolution continuously decreased with incresing pH (exceptions were threo-3-MeTyr and
threo-f3-MeTic in borate buffer). This can be explained that the protonation of amino acids
and complexation strongly depend on the pH. Besides the pH of background electrolyte
(BGE) the separations strongly depend on the structure of analytes. The retention of
molecules possessing two ring systems was much greater than the molecules having one ring
system. Molecules possessing two rings had probably fit better in the cavity of SP2-a-CD,
however, despite the higher migration time the & and R, values of the -MeTic were much
lower than the f/-MePhe, -MeTyr or S-MeTrp. The structure of enantiomers of both erythro-
and threo-f3-MeTic are very constrained conformationally; the complex stabilities of the two
enantiomers of threo-f-MeTic may be very similar, resulting in no or very poor separation.

In the case of measurements carried out in the presence of SP2-3-CD and SP4-3-CD it
can be seen that the migration times in most cases increased when SP4-5-CD was applied
(exceptions were erythro-f3-MeTyr and erythro-3-MeTrp in borate buffer, erythro-f-MeTic in
acetate buffer, and threo-f3-MeTrp in acetate and phosphate buffers). Comparing the data with
the SP2-4-CD and SP4-53-CD selectors, the ¢ and R, values in most cases were larger on SP4-
/3-CD, and especially high resolutions were obtained for the f-MeTic analogs. However, these
higher resolutions did not reach the R values obtained with the SP2-a-CD selector, indicating
the better fit of these amino acids in the SP2-a-CD cavity (exceptions were the threo-3-MeTyr

and erythro- and threo-;-MeTic enantiomers). The special behavior of conformationally very
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constrained f-MeTic enantiomers during the CE separation with the application of CDs
indicates the importance of steric effects in chiral discrimination. In the case of a mixture of
erythro- and threo-fi-MePhe, 3-MeTyr and f-MeTrp, all four stereoisomers were baseline
resolved on the application of SP4-3-CD in acetate or borate buffers, while the erythro- and
threo--MeTic enantiomers could be separated by the application of [-CD-sulfate in the

presence of acetate buffer.

2. New CE methods were developed for the direct enantioseparation of various fs-alkyl
or aryl-substituted Trp analogues. Comparing with 5-Me-substituted Trp analogues where
sulfated -CDs such as SP2-3-CD és SP4-$-CD were the most useful selectors for the
enantioseparation of 3-MePhe, 3-MeTyr and f-MeTrp while for S-MeTic the -CD-sulfate
seemed to be most applicable, however for f-alkyl or aryl-substituted Trp analogues (/3-2-
PrTrp, f5-3-PentTrp, -PhTrp and f-diMeOPhTrp) the SP2-a-CD was the most useful. For
optimization of migration time, selectivity and resolution the nature of BGE, pH and applied
voltage were varied.

Separation data, such as migration times, selectivity and resolution of the enantiomers
of f3-substituted Trp analogues applying SP2-a-CD as chiral selector strongly depend on the
pH value of BGE and the structures of the analytes. Amino acids with aromatic side-chain in
J3-position usually are retained more strongly than those with aliphatic side-chain (except treo-
f3-2-PrTrp). It was also observed that migration times increase for the amino acids with the
aliphatic side chains possessing higher carbon number and migration times of erythro- and
threo-diastereomers depend on the nature of analyte and the pH of BGE. However, in spite of
the higher migration times, in some cases lower selectivity and resolution were observed (/3-3-
PentTrp, 3-MeTrp).

As concerns the separation efficiency, separation factor and resolution in all three
buffer systems were much lower applying SP2-3-CD selector than for SP2-a-CD. Probably
this was due to the worse fitting and the lower stability of the complex applying SP2-5-CD
selector. The migration order of f-substituted Trp analogues was checked by spiking with
authentic enantiomers obtained from enzymatic digestion. It is interesting to note that the
sequence of elution of the erythro- and threo-diastereomers depends on the nature of amino
acids and background electrolytes. The change of BGE in most cases resulted in the change of
the order of migration of the diastereomers, while the migration order of the enantiomers

remained the same. For the elution sequence no general rule could be established.
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3. New HPLC methods were developed for the separation of f-lactam enantiomers on
three different ,,novel” columns (prepared by new bonding technique) such as BCD, HPBCD
and PMBCD. It was established that the structure of f-lactam molecules, the size of the
aliphatic and aromatic groups attached to the f-lactam ring, the presence and position of
double bonds in the attached rings and the nature (polarity) and position of substituents on the
attached aromatic rings all influenced the formation of inclusion complex with substituted /-
CDs thereby significantly affect the chiral recognition.

On the three CSPs the effect of structure of f-lactams showed that an increase in size
of the attached ring resulted in longer retention times and enhanced enantioselectivity on the
PMBCD CSP, while BCD and HPBCD CSPs proved to be less effective. On the PMBCD
column the presence of a double bond in the attached ring resulted in all cases in lower
retention time and in higher resolution. The beneficial effect of the double bond on the BCD
and the HPBCD CSPs was not detected.

On the PMBCD-bonded column excellent chiral separation was obtained for the
unsubstituted phenylazetidinone (22), while the enantiomers of analytes containing methyl or
halogen substituent in ,,para” position on aromatic ring were not separated [only p-
fluorophenylazetidinone (27) was partially resolved on this CSP]. The unresolved compounds
(23,26 and 28) however, were at least partially separated on the HPBCD and on the BCD
CSPs. The PMBCD column showed different interaction for ,,para” substituted molecules
than the HPBCD and BCD CSPs, however this interaction depends on the size of the
substituent. For the halogen-substituted analogs possessing halogen atoms in ,,para” position
the retention times increased in the sequence F, CI, Br on each of the tested cyclodextrin-
bonded CSPs. In the sequence of F, Cl, Br the size of the molecule is increasing, the polarity
is decreasing and the analyte containing F, Cl and Br atoms are getting more and more apolar.

Enantioseparation was achieved for 17 of the 19 f-lactams on three novel
cyclodextrin-based CSPs. The PMBCD selector proved to be the most effective among the
three CSPs. In summary, it can be stated that the investigated three novel stationary phases

have complementary capabilities to separate -lactam enantiomers.

4. Methods were developed for the enantioseparation of structurally very divergent
analytes on three different ,,novel” columns (mentioned above) such as on native BCD,
HPBCD and PMBCD. The 14 structurally different molecules provide a good benchmark for
the characterization of the efficiency of the three different CSPs.
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In the case of three coumarin analogs no obvious relationships were found between
retention (k), selectivity (&) and resolution (Rs). For example, in case of component (31) the
best separation was achieved at the shortest retention time on PMBCD column, while in case
of component (29) the largest resolution was obtained when k was the largest. This
phenomenon shows the complexity of the enantiomeric separation on CD-bonded stationary
phases, i.e. strong inclusion interaction is not always sufficient for the desired
enantioselectivity.

For Dns-amino acids it seems that the Dns-core of analytes determines the separation.
The best resolutions were achieved on the PMBCD CSP for Dns-Phe and on the BCD CSP
for Dns-Leu while Dns-Met exhibited partial resolution only on BCD and PMBCD CSPs.

The effect of the nature of the substituent on the phenyl ring of the propionic acid
analogs was observed. The retention factors of all three propionic acid analogs were largest on
BCD and HPBCD columns inspite of the fact that PMBCD possess the largest cavity for
inclusion complexation. Despite of the large retentions observed on the on BCD and HPBCD
columns the chiral recognition was less effective on these selectors. It was observed that
methyl group of the methyl-substituted propionic acid analog may interact with the methyl
group of permethylated-3-CD hereby improving the selectivity. The large Rg value obtained
for the three-chloro substituted analog probably was due to the better fit of the molecule in the
cavity of permethylated-4-CD.

Tropic acid and terbutaline possess an extra aliphatic or aromatic hydroxyl groups
which may induce H-bond interaction between the analyte and the free hydroxyl group on the
rim of the -CD. At optimized chromatographic conditions for both analytes HPBCD CSP
proved to be the best due to the possible H-bond interaction between the hydroxyl groups of
the rim and analytes.

The lack of the aromatic ring in permetrine acid shed light to the different separation
mechanism on -CD-based CSPs. The cyclopropyl-ring is too small to fit inside the cavity of
J3-CD, however large R values for cis and frans enantiomers of permetrine acid on PMBCD
was achieved. These results support the importance of interactions on the rim of substituted /3-
CD with the groups of chiral analytes, as it was stated in the case of separation of propionic
acid analogs.

Of the 14 tested components on BCD column two, on HPBCD column four and on
PMBCD column in nine cases we managed to reach the baseline separation. In most cases the

retention was largest on BCD and on HPBCD column.
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We found that the molecular and chemical structure of the stationary phase and
analytes determined the main possible interactions hereby helping the choice of the suitable
selector. The three different chiral stationary phases were complement to each other, e.g. if
one of the stationary phase ensured at least partial separation, it is likely that the separation on
one of the two other stationary phases may be successful. On consequence the separation
mechanism on the three-stationary phases probably are different, which was supported by the

different elution sequences determined for some analytes.
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11. Elektroferogramok és kromatogramok

11.1. Tobb kiralitas centrummal rendelkezd fi-Me-szubsztitudalt aminosavak

elektroferogramjai
1 2
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129 2R 3R 38
= 28538 12
g 10 =
S v 2R38 ta53R
< g
]
4 ]
2 ) .
b ido [perc] B 5 Ido [perc] 35
3 4
E ]
R385 283R 2R38
ol 2538 » 283R
3R
Z ) z" Y
4
" % » 2R3R
z [ ]
g ]
15 ido [perc] 5 10 ido [perc] 2

Hattérelektrolit: (1, 2 és 3 ) 15 mM acetatpuffer (pH 4,75), (4) 75 mM boratpufter (pH 9,0);
alkalmazott fesziiltség 20 kV; detektalasi hullamhossz 210 nm.
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11.2. Tobb kiralitas centrummal rendelkezd f-szubsztitudlt Trp analogok

elektroferogramjai
5 6
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Kiralis szelektor, (5) 25 mM SP4-3-CD, (6-9) 50 mM SP2-a-CD; Hattérelektrolit, (5 és 7) 75

mM boratpuffer (pH 9,00), (6, 8 és 9) 15 mM acetatpuffer (pH 4,75); alkalmazott fesziiltség,
20 kV; detektalasi hullamhossz 210 nm.
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11.3. A fp-laktam enantiomerek elvdlasztasat jellemzo kromatogramok
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Oszlop, PMBCD, 15, 16, 20, 21, 24, 25, BCD, 17, 18 és HPBCD, 26, 27; eluens, 0,1% TEAA
(pH 5,0)/MeCN = 90/10 (v/v); aramlasi sebesség: 0,7 mL perc; detektalasi hullamhossz: 205
nm; Homérséklet, 25 °C
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11.4. A szerkezetileg kiilonbozo molekulak kromatogramjai
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Oszlop, PMBCD, 29, 31, 35, 37, 40, 41a, 41b; BCD, 33; HPBCD, 39; eluens, 0,1% TEAF
(pH 3,5)/MeOH = 66/34 (v/v) 29, 31, 39, 0,1% TEAF (pH 3,5)/MeOH = 77/23 (v/v), 35, 37,
0,1% TEAF (pH 3,5)/MeOH = 74/26 (v/v) 33, 0,1% TEAF (pH 3,5)/MeOH = 90/10 (v/v) 40,
0,1% TEAF (pH 3,5)/MeOH = 67/33 (v/v) 41a, 41b; detektalasi hullimhossz, 210 nm;
aramlasi sebesség, 0,8 mL percfl; homérséklet, szobahomérséklet
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