Enantiomerelvalasztas ciklodextrin alapu Kkiralis szelektorokkal

DOKTORI ERTEKEZES TEZISEI

Készitette:

Fodor Gabor

Témavezetok:

Dr. Péter Antal
egyetemi tanar

Dr. Ilisz Istvan
habil. egyetemi adjunktus

ENTIAR(
o b,

& e@o
S 2
5 %
= Z
Z 2]
= w
% =
‘%\C‘ &

“,

L) el
L 7 ;
TUpomaNt™

SZEGEDI TUDOMANYEGYETEM
Természettudomanyi és Informatikai Kar
Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék

Kémia Doktori Iskola

2013



1. Bevezetés

A kiralis hatéanyagok irdnt az 1980-as években ndtt meg szamottevden az érdeklddés.
Ez a nagy érdeklddés az izomerek eltérd élettani hatasanak tudhatd be, amit napjainkig
szamos gyogyszerkészitménynél bizonyitottak. Ilyen volt az 1950-es években forgalomba
hozott, majd az okozott sulyos fejlédési rendellenességek (phomo...) miatt rovid idon beliil
forgalombol kivont Talidomid (Contergan), amelyrdl az 1980-as években kidertilt, hogy a
racém formaban gyartott szernek az egyik enantiomere okozta a szornyli mellékhatasokat. Az
eset utan az amerikai ¢lelmiszereket és gyogyszereket feliigyeld hatosag, az FDA kotelezte a
gyogyszergyartokat, hogy allitsak eld és vizsgadljdk meg a farmakologiai hatasat barmely
kiralis anyag mindkét enantiomerjének, mieldtt az a gyodgyszerpiacra keriilne. Ugyanakkor az
FDA azt is ajanlotta, hogy ne legyen tiltva a racém gyogyszerek forgalmazasa, de a végso
engedélyeztetés egy komplex informacidhalmazon alapuljon, amely tartalmazza mindkét
enantiomer, illetve a keverékiik farmakokinetikai és farmakodinamikai jellemzdit, valamint a
meghatarozasukra szolgélo analitikai modszereket is.

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, azaz a kirdlis gyoégyszermolekulakat a  biologiai rendszerek
sztereospecifikusan ismerik fel, vagyis a sztereoizomerek kiilonféle ¢élettani hatassal
rendelkez(het)nek.

Ilyen lehet pl:

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

» antagonizmus.

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

kapillaris elektroforézis az egyik leggyakrabban alkalmazott analitikai modszer.



2. Celkituzeés
Munkam soran célul thztiik ki kapillaris elektroforézis és 1j fejlesztésti kirdlis
kolonndkon folyadékkromatografids moddszerek fejlesztését kiilonbozd biologiai  és

gyogyszeripari szempontbol fontos enantiomerek elvalasztasara.

Vizsgalni kivantuk:

a) f-metil-szubsztitualt aminosav enantiomerek elvalasztasat kapillaris
elektroforézises (CE) technikaval (kiilonb6z6 ciklodextrin alapt kiralis
szelektorok alkalmazaséval),

b) f-szubsztitualt triptofdn analog enantiomerek elvalasztasat CE technikaval
(kiilonboz6 ciklodextrin alapt kiralis szelektorok alkalmazéaséaval),

c) p-laktdm enantiomerek elvalasztasat forditott fazisu koriilmények kozott,
ujonnan fejlesztett ciklodextrin alapt all6fazisokon, valamint

d) szerkezetileg kiilonb6z6 molekuldk elvéalasztasat Gjonnan fejlesztett

ciklodextrin alapu allofazisokon.

Tovéabbi célunk volt, hogy kozvetlen kiralis folyadékkromatografias és kapillaris
zonaelektroforézisen alapuld elvélasztasok sordn, a vizsgédlt vegyliletek ¢és a kiralis
szelektorok szerkezetének ismeretében az elvalasztasi koriilmények valtoztatdsanak hatasat
feltérképezziik. A nyert adatokbdl kiindulva értelmezni kivantuk az eluens mindségének és
Osszetételének, a homérsékletnek és a vizsgalt vegyliletek szerkezetének hatasat a kiralis

megkiilonboztetési folyamatokra.



3. Alkalmazott vizsgalati modszerek
3.1. 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 detektilashoz diddasoros detektort, az adat
feldolgozashoz pedig Chemstation szoftvert hasznaltunk.

A folyadékkromatografias mérésekhez 2 fajta rendszert alkalmaztunk:

1. DIONEX Ultimate 3000 és
2. Agilent 1100-as tipusu folyadékkromatografias rendszer.
(Mindkét rendszer kvaterner pumpabdl, automata mintaadagolobdl és diddasoros detektorbol

¢s vakuumos gazmentesitobdol allt).

3.2. Alkalmazoftt ciklodextrinek
A CE mérések soran az alkalmazott ciklodextrinek (CD-k) a kovetkezdk voltak:
természetes a-CD, szulfopropil-a-CD (SP2-a-CD: szubsztitucios fok=2), [-CD-szulfat
szubsztitiicios fok=12), szulfopropil-5-CD (SP2-4-CD: szubsztitiicios fok=2 és SP4-3-CD:
szubsztitlicios fok=4), valamint szulfopropil--CD (SP2-~CD: szubsztitucidés fok=2)
(Cyclolab R&D Ltd. Budapest, Magyarorszag).

3.3. Alkalmazott oszlopok
Az alkalmazott kirdlis allotazisok a kdvetkezdk voltak: PMBCD (permetil-5-CD, Quest

1), HPBCD (hidroxipropil-3-CD, Quest 2), BCD (#-CD, Quest 3) 250x4,0 mm, 5 pm

szemcseatmérd (Chiroquest, Budapest, Magyarorszag).

3.4. Vizsgalt anyagok

e f-metil-szubsztitualt aminosavak

o [3-szubsztitudlt triptofan analégok

e [3-laktamok

o szerkezetileg kiilonb6z6 molekulak



4. FEredmények

Munkéank sordn kapillaris elektroforézises ¢és 0j moddszerrel szintetizalt kiralis
kolonndkon folyadékkromatografids moddszereket fejlesztettiink kiilonbozé biologiai és
gyogyszeripari  szempontbol fontos vegyiiletek elvalasztasara. Kozvetlen kirdlis
folyadékkromatografias és kapillaris zonaelektroforézisen alapuld elvalasztisok soran
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. Kirdlis adalékként a-CD, SP2-a-CD, SP2-4-CD, SP4-3-CD és f3-CD-szulfat
szelektorokat hasznaltunk.

Az SP2-a-CD alkalmazasaval 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 rendelkezd molekulak visszatartasa sokkal
nagyobb, mint az egy gylriit tartalmazoké. A két gytirivel rendelkezé 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.

SP2-3-CD ¢s SP4-3-CD szelektor jelenlétében végzett méréseknél megfigyelheto,
hogy a legtobb esetben a varakozasoknak megfeleléen a vandorlasi 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

valésziniileg jobban illeszkedtek az SP2-a-CD iiregében (kivéve a treo-fi-MeTyr és az eritro-



¢s treo-;-MeTic enantiomereket). A sztérikus hatasok fontossagat a kiralis felismerésben a
konformécidsan erdsen gatolt f-MeTic analogok kiilonleges viselkedése mutatta. Az eritro- €s
treo-3-MePhe, f-MeTyr ¢és f-MeTrp esetében SP4-3-CD alkalmazéasaval sikeresen
elvalaszthatd a négy sztereoizomer acetdt- vagy boratpuffer rendszert hasznalva, mig az

eritro- és treo-f3-MeTic enantiomerjeit acetatpuffer jelenlétében sikertilt elvalasztani.

2. Uj, kozvetlen CE médszert dolgoztunk ki a S-alkil és aril-szubsztitualt Trp analog
enantiomerek elvalasztisara. Osszehasonlitva a f3-Me-szubsztitualt aminosavakkal ahol a
szulfatalt f-ciklodextrinek, SP2-5-CD ¢és SP4-4-CD a legtobb esetben sikeresen
alkalmazhatok voltak a /-MePhe, -MeTyr és /-MeTrp enantiomerek elvalasztasara, mig a f3-
MeTic esetében a 3-CD-szulfat bizonyult hatasosnak, addig a f-alkil és aril-szubsztitualt Trp
analogokra (3-2-PrTrp, f3-3-PentTrp, 5-PhTrp és a f-diOMePhTrp) az SP2-a-CD volt a
leghatékonyabb szelektor. A vandorlast, szelektivitast és a felbontast vizsgalva optimalizaltuk
az elvalasztast a hattérelektrolit, a pH és az alkalmazott fesziiltség valtoztatdsaval.

A f3-szubsztitudlt Trp analdégokra az SP2-a-CD kirdlis szelektorral kapott redukalt
vandorlasi idok, szelektivitds és felbontds értékeket a hattérelektrolit pH-ja és a
mintamolekula szerkezete erdsen befolyasolta. Azon [-szubsztitualt Trp analdégok esetén,
melyek f-pozicidban aromas oldallanccal rendelkeznek, nagyobb a vandorlési id6, mint az
alifas oldallanctiaknal (kivétel a treo-f3-2-PrTrp). Ugyanakkor az alifas oldallanctiaknal a
szénatomszam ndvekedésével n6 a vandorlasi id6, az eritro- és treo-diasztereomereknél pedig
a mintamolekula természetétdl és a hattérelektrolit pH-jatol fiiggden valtozik. Egyes
esetekben a nagyobb véandorlasi id6 ellenére kisebb szelektivitast és felbontést értiink el (5-3-
PentTrp, 3-MeTrp).

Az elvalasztas hatékonysagaval kapcsolatban elmondhato, hogy a szelektivitds és a
felbontas sokkal kisebb az SP2-3-CD szelektor esetében mindharom puffer rendszerben, mint
SP2-a-CD-t alkalmazva, ami a rosszabb illeszkedésnek ¢és a zarvanykomplex kisebb
stabilitdsanak tudhat6é be. Az enantiomerek vandorldsi sorrendjét tiszta vagy dusitott
enantiomerek racemathoz vald 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 kiillonbozé hattér
elketrolitokban. A legtobb aminosavnal a hattérelektrolit valtoztatisa a diasztereomerek
vandorlasi sorrendjének valtozasat eredményezte, mig az enantiomerek vandorlasi sorrendjére
nem volt hatassal. Megallapitottuk, hogy a vandorlési sorrendre semmilyen altalanos érvényt

szabaly nem adhat6 meg.



3. Héarom kiilonb6z6, ,,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 és aromas részek mérete, a
kettoskotés jelenléte és helyzete valamint az aromds gylrlin 1évé szubsztituensek mindsége
(polaritasa) ¢és helyzete mind hatassal van a zarvanykomplex kialakuldsara, 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 visszatartdsa és javul az enantioszelektivitds is, mig a BCD ¢és a HPBCD
allofazisok kevésbé bizonyultak hatékonynak. A PMBCD allofazison a kettOskotés jelenléte a
kondenzalt gylrlis szerkezetli komponenseknél minden esetben javitja a felbontast és
csokkenti a visszatartast. A kettdskotés jotékony hatdsa azonban nem jelentkezik a HPBCD
¢és a BCD allofazisokon.

PMBCD allo6fazison, ha a fenilgyliri metil- vagy halogén-csoporttal para-helyzetben
volt szubsztitualva, akkor az az elvélasztasra kedvezdtleniil hat (kivétel a 27 komponens), mig
szubsztituens hianyaban kivalo elvélasztas érhetd el. Ugyanakkor HPBCD és BCD oszlopok
a para-helyzetben szubsztitualt analdgokra viszonylag jo szelektivitast mutattak (kivétel a 27
komponens), vagyis a PMBCD illetve HPBCD ¢és nativ  BCD alapu allofazis eltérd
kolesonhatast mutat a para-helyzetben szubsztitualt molekuldkra, ez a kdlcsonhatds azonban a
szubsztituens méretétdl is filigg. A para-helyzetben halogénatommal szubsztitualt
komponenseknél megfigyelhetd, hogy a retencidos id6 a F, Cl, Br sorrendben novekszik
mindharom 4ll6fazison. A F, Cl, Br sorban a molekula mérete ndvekszik, a polaritdsa
csokken, egyre apolarisabba valik.

A 19 f-laktdm komponensbdl 17-et sikeresen valasztottunk el a harom ,,4jszert” 5-CD
alapt kirdlis allofazison. A harom allofazis koziil a PMBCD alapt bizonyult a
leghatékonyabbnak.

4. Szerkezetileg igen kiilonbozd molekuldk enantiomerjeinek elvélasztasat a fent
emlitett harom kiilonb6z6 BCD, HPBCD ¢és PMBCD allofazison vizsgaltuk. A szerkezetileg
igen eltér6 14 molekula jO viszonyitasi alapot nyujtott az oszlopok hatékonysaganak

jellemzésére.



A harom kumarin analdgnal a retencios faktor, a szelektivitas és a felbontas értékeket
vizsgdlva nem talaltunk egyértelmli kapcsolatot kozottik. A (31) komponens esetén a
legkisebb retencional kaptuk a legnagyobb felbontést, mig a (29) analdg esetén a legnagyob
retencids faktornal adodott a legnagyobb felbontas. Ez is azt mutatja, hogy az enantiomerek
elvalasztasa CD alapu allofazisokon igen Osszetett, a stabil zarvanykomplex létrejotte nem
mindig elégséges feltétele az enantioszelektivitasnak.

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

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

A tropansav ¢és a terbutalin alifas illetve aromas hidroxilcsoporttal rendelkezik,
amelyen keresztiill H-hidas kolcsonhatast indukdl a CD peremén elhelyezkedd szabad
hidroxilcsoportokkal. A kromatografias koriilmények optimalizaldsaval a HPBCD oszlop
bizonyult a leghatékonyabbnak, valdsziniileg a CD peremén és a tropansav illetve a terbutalin
molekuldkon 1év6 hidroxilcsoportok H-hidas kdlcsonhatasa révén.

A permetrinsav enantiomerek aromas gylrli hianyaban mds mechanizmus szerint
valhatnak el f-CD-alapu kiralis allofazisokon. A ciklopropil gytrti tul kicsi ahhoz, hogy
szorosan illeszkedjen a CD iiregébe, ennek ellenére PMBCD oszlopon viszonylag nagy R,
érteket kaptunk mind a cisz- és mind a fransz-permetrinsavra. Ez az eredmény aldtdmasztja
azt a felvetést, amit mar kordbban emlitettiink a propionsavak esetében: a kiralis
elvalasztasban fontos szerepet jatszanak a CD peremén elhelyezkedd szubsztituensek,

amelyek kolcsonhatasba 1épnek az enantiomerekkel.



A 14 vizsgalt komponensbél 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 kiralis allofazis jol kiegésziti egymast. Ha az egyik allofazison legaldbb részleges
elvalasztast sikeriilt elérni, minden valdszinliség szerint a masik két allofazis valamelyikével
az elvalasztas sikeresnek bizonyulhat. A harom all6fazison az elvalasztas mechanizmusa is

eltérhet, amit az eltéro ellcios sorrendek alatamasztanak.
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