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o BEVEZETES

A mai modern analitikai kémia egyik legfontosabb feladata a kiralis vegyiiletek,
kiilondsen a bioldgiai és gyogyszerészeti jelentdséggel bird anyagok enantiomerjeinek
elvalasztasa. Az ¢éldlényeket felépitd szerves molekuldk nagyrésze kiralis vegyiilet, melyek a
biologiai rendszerekben csak az egyik lehetséges enantiomerformdjukban Iéteznek, igy
eltéréen 1épnek kolcsonhatasba a szervezetbe jutd kirdlis gydgyszermolekulak,
¢lelmiszeradalékanyagok,  mezdgazdasagi  vegyszerek, illatanyagok, stb. egyes
enantiomerjeivel. Kiralis hatdéanyag esetén az enantiomerek hatastani tulajdonsagai
(felszivodas, kivalasztas, akivalds-gatlas, metabolizmus, fehérjekotddés, receptor kotddeés,
stb.) eltéréek lehetnek, koszonhetéen annak, hogy a receptorok, melyekkel kdlcsonhatasba
lépnek a hatonyagok, is kirdlisak. Az alkalmazott terdpias hatas gyakran csak az egyik
enantiomerhez (eutomer) rendelhetd, mig a masik izomer (disztomer) csak idealis esetben
artalmatlan, semleges. A disztomer valamilyen nem kivant mellékhatast, sét toxikus hatast is
kivalthat. Ilyen példaul a TBC kezelésénél alkalmazott etambutol, mely a (D) enantiomert
tartalmazza, mivel a masik enantiomer vaksagot okozhat. Ritkan, de talalunk példat olyan
esetre is, mint példaul a Prozac hatéanyaga, a fluoxetin, ahol mindkét enantiomer azonos
farmakologiai aktivitassal rendelkezik (antidepressziv, antiobszessziv és antibulimias hatas).
fgy fontos, hogy az enantiomerek tiszta formaban alljanak rendelkezésre. A tiszta
enantiomerek eléallitasara harom lehetséges mod van: racém keverékek elvalasztasa, tiszta
kiralis forrds alkalmazasa vagy enantioszelektiv szintézisek. Barmelyik eldéllitasi modot is
valasztjak, elengedhetetlen feltétel a kirdlis tisztasdg ellendrzése. Mindezekbdl kovetkezik,
hogy a gyogyszerfejlesztés és a gyogyszerellendrzés céljara jol reprodukélhatd, nagy
érzékenységll, sztereoszelektiv modszerre van sziikség. Ezen feltételeknek leginkabb a kiralis
nagyhatékonysagu folyadékkromatografia felel meg, azon beliil is a kiralis oszlopot hasznalo

kozvetlen modszer a legelterjedtebb.

. CELKITUZES
Munkank soran célul tiztik ki folyadékkromatografias modszerek fejlesztését
S-aminosavak ¢és szekunder aminok enantiomerjeinek elvalasztasara 0j tipusu kinin és kinidin
alapt ZWIX(+H™, ZWIX(™, ZWIX(+A) és ZWIX(-A) ikerionos allofazisok

alkalmazasaval.



Vizsgalni kivantuk:
» alifas és aromas S-2- és -3-aminosav enantiomerek,
» 1,2,3,4-tetrahidroizokinolin enantiomerek,

» transz-paroxetin enantiomerek elvalasztasat.

A modellvegyiiletek kromatografias paramétereinek meghatarozasan keresztiil vizsgalni
kivantuk az eluens anyagi mindségének, Osszetételének és viztartalmanak valamint az
elvalasztasra. Tanulmanyozni kivantuk a hdémérséklet kromatografias paraméterekre
gyakorolt hatdsat ¢és ennek segitségével kozelebb jutni az elvéalasztds lehetséges
mechanizmusahoz. A  kiilonb6zé szubsztituensekkel rendelkez6 vegyliletek altal

kovetkeztetéseket kivantuk levonni a szerkezet kiralis felismerésre gyakorolt hatasara.

o KISERLETI RESZ

Alkalmazott miiszerek:

A vizsgalatokat két kiilonboz6é HPLC rendszeren végeztiik:

I. Rendszer: Waters 1525 binaris HPLC pumpat, Waters 2487 kétcsatornas UV-VIS detektort,
717 plus automata mintaadagolot és Empower 2 adatfeldolgozo szoftvert tartalmazott
(Waters, Milford, MA, USA). A kromatografias rendszer Rheodyne 7125 20 pnl-es
mintaadagoloval volt ellatva (Cotati, CA, USA).

Il. Rendszer: 1100 Agilent Technologies (Waldbronn, Németorszag) HPLC rendszer: mely
tartalmazott gdzmentesitét, pumpdt, automata mintaadagoldt, kolonna termosztatot,
tobbcsatornds UV-Vis detektort és ESA Biosciences Inc. koronakisiilési detektort
(Chelmsford, MA, USA). Az adatok gyljtéséhez ¢&s kiértékeléséhez ChemStation
adatfeldolgozo szoftvert hasznaltunk.

Egyéb kiegészitOk kozé tartozik Spark Mistral oszlop termosztat (Spark Holland, Emmen,
The Netherlands).

Alkalmazott kolonndk:

Méréseinkhez Chiralpak ZWIX(+)™, ZWIX()™, ZWIX(-A) (150 mm x 3.0 mm L.D., 3 um
szemcseméret) ¢s ZWIX(+A) oszlopokat (150 x 4.0 mm I.D., 5 um szemcseméret)
alkalmaztunk (1. dbra). A ZWIX oszlopokat Chiral Technologies Europe (lllkirch,

Franciaorszag) gyartotta.
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1. dbra Ikerionos dllofazisok szerkezet

. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Munkank soran kiilonb6z6 biologiai és gyogyszeripari szempontbol fontos f-aminosavak és
szekunder aminok  sztereoizomerjeinek  elvalasztasat tanulmanyoztuk. Kozvetlen
folyadékkromatografiass modszereket dolgoztunk ki 1) fejlesztésii ikerionos tipusa

allofazisokon.

1) Eluensésszetétel-valtozas hatdasa az elvidlasztasra

Munkank soran az eluensosszetétel kromatografias paraméterekre [retencids faktor
(k1), szelektivitas (a) és felbontas (Rs)] gyakorolt hatasat vizsgaltuk polaris-ionos modban
(PIM), metanol/acetonitril (MeOH/MeCN v/v) eluensisszetétel mellett. Az ikerionos és a
kationos mintak esetén (kivéve a transz-paroxetin enantiomerek) a MeCN térfogataranyanak
novekedésével a retencios faktor, szelektivitds és felbontas értékek nagymértékben
novekedtek. Ennek magyarazata vélhetéen a szolvatacids viszonyokban rejlik, a MeCN
térfogataranyanak novekedésével a minta kisebb mértékben van szolvatdlva, igy jobban
kotodik az allofazishoz, a visszatartast novelve, mig a MeOH protikus oldoszer pedig jobban
szolvatalja az elvalasztand6 mintat, ezzel jelentdsen visszaszorithatja az ionos kdlcsonhatasok
kialakulasat, csokkentve a retenciot.
A transz-paroxetin enantiomerek vizsgalatakor a ki{ilonb6z6 MeOH/MeCN  (v/v)
eluensosszetétel mellett nem tapasztaltunk elvalasztast, ezért vizsgalatainkat tetrahidrofurant

(THF) tartalmazé mozgofazissal folytattuk (MeCN vagy MeOH mellett). Azt tapasztaltuk,
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hogy a THF-tartalma eluens kedvez6 hatas gyakorolt a kiralis felismerésre, igy a tovabbi
mérések soran THF-t hasznaltunk. A MeOH/THF kiilonbozé aranya elegye mely 25 mM
dietilamint (DEA) és 50 mM hangyasavat (FA) tartalmazott a THF térfogataranyanak
novekedésvel a retencios faktor jelentdsen novekedett, mig 25 mM DEA-t és 50 mM FA-t
tartalmaz6 kiilonb6z6 aranyt MeCN/THF eluensek ellenétes viselkedést mutattak. A THF-
gazdag mozgofazisokban a szelektivitas értékek kissé emelkedtek, azonban a THF felbontasra

gyakorolt hatdsa esetén szabalyszeriiség nem volt megfigyelhetd.

2) A viz hatdsa az elvdlasztasra

A mozgofazis viztartalménak elvélasztasra gyakorolt hatasat kation-cseréld és
ikerionos modban is tanulmanyoztuk. Méréseink soran  kation-cserélé6 modban
(transz-paroxetin enantiomerek) megfigyeltiikk, hogy az eluens viztartalmanak novelése
csokkend retenciokat eredményezett, amely altalaban a szelektivitas és a felbontas értékek
csokkenésével tarsult. A ZWIX(-)™ és a ZWIX(+A) oszlopok esetén a MeCN/THF/H20 és a
MeOH/THF/H,0 eluensrendszerek melyek 25 mM DEA-t és 50 mM FA-t is tartalmaztak a
2,0 v% viztartalom a PI moddal 6sszehasonlitva pozitivan befolyasolta az elvalasztast és
nagyobb felbontas tapasztaltunk. Ikerionos modban (f-3-aminosavak) altalanos tendenciaként
elmondhato, hogy az eluenshez hozzaadott viz (hidro-organikus, HO mdd) a retencios faktor
¢és az enentioszelektivitas jelentds csokkenéséhez vezetett a PI modban kapott eredményekkel
Osszehasonlitva. Az aromas gylrit tartalmazo f-3-aminosavak esetében pedig a viztartalma

eluens bizonyult eldnydsebbnek.

3) A sav és bazis modositok mindségének hatdasa az elvidlasztasra

A megfeleld toltések kialakuldsa érdekében kiilon-kiilon 6t kiillonb6zd szerves amint
és kettdé savat adagoltunk az eluenshez, ugymint ammoniat (NHs), etil-amint (EA),
dietil-amint (DEA), trietil-amint (TEA), propil-amint (PA), tripropil-amint (TPA), butil-amint
(BA) és tributil-amint (TBA); savként pedig FA-t és ecetsavat (AcOH). A moddositoként
alkalmazott bazisok koncentracigja a mérések soran 25 mM, a savak koncentracidja és
50 mM volt, az alkalmazott savfelesleggel biztositottuk, hogy a bazis ,,ammodnium-ion”
formaban legyen.

Kation-cserél6 és ikerionos modban, a retencids faktor a bazismodositok N atomjanak
szubsztitucios fokaval és térkitoltésével EA (< PA) < DEA < TEA; PA <TPA és BA <TBA
sorrendben novekedett. Az enantioszelektivitds szamottevOen nem valtozott a bazis

mindségének valtozasaval és a felbontas értékek valtozasban altalanos szabalyszerliség sem



volt megallapithato. Altalanossagban azonban elmondhato, hogy a legnagyobb felbontas
értékeket DEA, TEA és BA alkalmazasa esetén kaptuk.

4) Az ellenionok koncentrdcidjanak hatdsa

Az ellenionok koncentraciojanak a hatasat is tanulmanyoztuk a retenciora ZWIX
oszlopokon kation-cseréld ¢és ikerionos modban. A retencio leirhatd egy kiszoritasos modell
segitségével, ahol a log k a 10g Celienion fliggvényében linearis Gsszefliggést mutat, az egyenes
meredeksége aranyos az ioncsere soran fellépd effektiv toltéssel. Mind kation-cseréld és
ikerionos modban a novekvo ellenion koncentracid hatdsara a retencios faktor csokkent (a
szelektivitas alig valtozott). A kation-cserélé és ikerionos modban a log k — 10g Celienion

figgvények meredeksége jellegzetes kiilonbséget mutatott, mely az eltérd elvalasztasi

mechanizmusra utal.

5) Molekulaszerkezet és kromatogrdfidas viselkedés kozti osszefiiggések

A szerkezet-kromatografias viselkedés kozti kapcsolatot tanulmanyozva egyértelmiien
lathatd, hogy a szubsztituensek mindsége €s helyzete befolyasolja az elvéalasztandd minta
térbeli szerkezetét és ezzel kromatografids viselkedését.

Az alkil-szubsztituenssel rendelkez6 f-2- és [-3-aminosavak esetén megallapitottuk,
hogy az alkil-oldallanc hossza és térkitoltése (sztérikus kolesonhatis) nagymértékben
hozzéjarul a kromatografias paraméterek értékéhez. Az aromas gytriivel rendelkezd [-2- €s
F-3-aminosavak retencios faktor, szelektivitas és felbontas értékei nagyobbak voltak, mint az
alkil oldallancot tartalmazoké, mivel itt mar sz kolcsonhatasok kialakulasaval is
szdmolhatunk a minta és a szelektor kozott. Kiilondsen nagy retencios faktort a
naftolgytriivel rendelkezé f-2-aminosav esetén kaptunk. A benzil gytriin 1év6 —CHs és
—N(CHzs) csoportok kismértékben befolyasoltak a retenciot és szelektivitast, ugyanakkor a
—ClI, —F, —OH ¢és —O— csoportok lehetdséget teremtettek tovabbi H-kotések kialakulasara a
szelektorral, igy a retencios faktor értékek novekedtek. A —CHs és —OH csoportok térallasa
csekély mértékben befolyasoltak a kiralis felismerést ZWIX(H)™ és ZWIX(+™
allofazisokon. Az aromas gyliriben a heteroatomok (—N—, —S— és —O—) kiilonb6z6 — orto vagy
meta — helyzetben vannak, ezaltal eltéré kolcsonhatasokat eredményeztek. A szubsztituens
helyzetének vizsgalatakor megallapitottuk, hogy a meta-helyzetii halogén szubsztitici6 igen
kedvezéen hat a kiralis felismerésre nagyobb retenciét és szelektivitds értékeket

eredményezve.



A tetrahidroizokinolin (TIQ) analoégok esetén azok a mintdk, melyek alapvéza
metoxicsoporttal szubsztitualt nagyobb retenciot és szelektivitast mutattak, mely a
metoxicsoport H-kotésre vald hajlamaval hozhatd Osszefiiggésbe. A metilcsoport helyzetét
vizsgalva megallapithato, hogy az 1-es helyzetben 1€vé metilcsoport nem kedvezett a kiralis
felismerésnek a ZWIX(-)™ ¢és ZWIX(+)™ alléfazisokon, mig a 3-as helyzetben 1évo
szubsztituenssel rendelkez6 analogok nagyobb retencioval és szelektivitassal rendelkeztek. Az
alkil és a hidroxialkil oldallinc C-atomszaménak novelése szintén kedvezOtleniil hatott a
szelektor-minta komplex kialakulasara, ami kismértékii retenciés faktor csokkenést

eredményezett.

6) Az elucios sorrend meghatdarozdsa

A kinin és kinidin diaszetereomer viszonyban allnak, mégis ezek a kromatografias
rendszerek enantiomerként viselkednek, ezért ,,pszeudo/al-enantiomereknek™ tekeinthetdek.
Ez a tulajdonsaguk igen fontos kovetkezménnyel jar: az enantiomerek eltcids sorrendje
megfordithatd az 0szlop cseréjével. Ez az elényos tulajdonsag tovabb noveli ezeknek a kiralis
allofazisoknak az alkalmazhatosagat. Az elicios sorrendet a legtobb esetben meghataroztuk és
azt tapasztaltuk, hogy a f-2-, a f-3-aminosavak és TIQ analogok esetén az eltcids sorrend a
ZWIX(+)™ oszlopon (R) < (S), mig a ZWIX(-)™ oszlopon (S) < (R) volt. Az aromas és
heteroatomot tartalmaz6 f-3-aminosavak esetén ellenkezé tendenciat figyeltiink meg
[ZWIX(+)™ (S) < (R) és ZWIX(-)™ (R) < (S)]. A transz-paroxetin enantiomerek esetén a
ZWIX(+)™ a ZWIX(-)™ és a ZWIX(-A) oszlopokon azonos elicios sorrendet [(-) < (+)]
hataroztunk meg, mig a ZWIX(+A) oszlopon [(+) < ()] sorrendet tapasztaltunk.

7) Homérsékletfiiggés és termodinamikai adatok

Az elvélasztas hdmérsékletfiiggését -5 — 50°C hdmérséklet-tartomanyban vizsgaltuk
ZWIX(+)™,  ZWIX()™, ZWIX(-A) és ZWIX(+A) oszlopokon. A hémérséklet
emelkedésével a kromatografias paraméterek értékei a legtobb esetben csokkentek, viszont
néhany f-2-aminosav, TIQ analdog és transz-paroxetin esetében ezen értékek novekedtek. A
kromatografidban hasznalatos van’t Hoff-egyenlet segitségével szamoltuk az elvalasztast
kisérd standard entalpia és entropia valtozas kiilonbségeket. Megallapitottuk, hogy a legtobb
enantiomerpar elvalasztasa entalpiavezérelt, de néhany esetben entropiavezérelt kiralis
megkiilonboztetést (néhany f-2-aminosav és transz-paroxetin) is megfigyeltink. Az
entropiavezérelt elvalasztas sajatossaga, hogy a hdmérséklet novelésével rovidebb analizis 1d6

alatt nagyobb szelektivitast és hatékonyabb elvalasztast tudunk elérni.
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