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Bevezetés és célkitiizések

A természetben kiilondsen fontos szerepet jatszik a szimmetria és
aszimmetria illetve a hozzajuk kapcsolodd ¢és az altaluk meghatarozott
fizikai, biologiai és kémiai tulajdonsagok. Az ¢€l6 szervezeteket felépitd
szerves anyagok nagy része kiralis, konnyen érthet6 hogy a szervezetbe jutd
kiralis anyagok enantiomerjei eltéréen 1épnek kolcsonhatasba a szervezetben
talalhato kiralis vegyiiletekkel, ott eltérd hatast fejthetnek ki és
metabolizmusuk is mas lehet. Megnétt tehat az igény a gyogyszeripari és
mas gyogyaszati alapkutatdsokban is az enantiomerek tiszta formaban
torténd eldallitasara, valamint mennyiségi és mindségi meghatarozasara.

A peptid alapt receptorkutatas 1ényege, hogy a receptorokat ismert
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konformécioju  peptidmolekuldkkal  viszik  kolecsonhatasba.  Ismert
aminosavak beépitésével lehetséges. Ezek olyan specialis kialakitasu
aminosavak, amelyek célzottan elhelyezett funkcids csoportjai segitségével
konformaci6s gatakat alakithatnak ki a peptidszerkezetben. Az ismert
peptidszerkezet eléréséhez azonban elengedhetetlen a kiralis tisztasaga
aminosavak hasznalata a szintézis soran.

Az enantiomerek el6allitasnak tobb lehetésége van, példaul az
enantioszelektiv szintézis eljarasok alkalmazésa (egyre nagyobb teret nyer
az enantioszelektiv katalizatorok alkalmazasa is), vagy racém keverékek
eléallitasa, majd az enantiomerek elvalasztasa. Az elvéalasztas torténhet
hagyomanyosan rezolvaldssal vagy preparativ kirdlis kromatografias
eljarasokkal.

A kromatografias eljarasoknak nemcsak a tiszta enantiomerek
eldallitasdban van jelentdés szerepe, hanem a termékek mindségének

biztositasaban is. Napjaink kiralis analitikajanak legdinamikusabban fejlodo,



és legszélesebb korben alkalmazott teriilete a kirdlis nagyhatékonysagu
folyadékkromatografia (HPLC).

Munkéank soran célul tiiztik ki egy kiralis antitumor hatasu
gyogyszerhatoanyag ¢és ennek kiindulasi és koztitermékeinek kiralis
kromatografids elvalasztasat, valamint néhany nem természetes, sztérikusan
gatolt aminosav enantiomerjeinek elvalasztasat. Ezek kozott talalhatoak
gylrls, szabadgyokot tartalmazé aminosavak ¢és kiilonbozd, specialisan
szubsztitualt glicin (Gly) és alanin (Ala) szarmazékok. Céljaink kozé
tartozott tovabba €gy kinin alapt anioncseréld tipust kiralis allofazis (KAF)
kromatografias tulajdonsagainak vizsgalata, valamint a lehetséges retencios

mechanizmus elemzése.

Alkalmazott vizsgalati modszerek

Vizsgalataink soran kozvetlen ¢és kozvetett kromatografias
modszereket alkalmaztunk.

A kozvetett modszerek alkalmazasa soran 3 kiilonbdzé tipusu
kiralis szarmazékképzo reagenst (KSR) hasznaltunk, az aktiv fluor tartalmu
N-a-(2,4-dinitro-5-fluorofenil)-L-alanin-amidot, azaz Marfey reagenst
(FDAA), az izotiocianat-csoportot tartalmazé 2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-
gliikopiranozil-izotiocianatot (GITC), valamint az aktiv észter tartalmi N-
(4-nitrofenoxi-karbonil)-L-fenilalanin-2-metoxietil-észtert (NIFE).

A kozvetlen kiralis kromatografias vizsgalatok soran tobb tipusu
kiralis allofazist alkalmaztunk, ezek k6zott volt celluléz-alapu, o- és B-
ciklodextrin-alapa, makrociklusos antibiotikum-alapt illetve kinin-alapt
allofazis. Az alkalmazott kiralis HPLC oszlopok az allofazisokat minden
esetben kovalensen szilikagélhez kotve tartalmaztak.

Az alkalmazott késziilékek a kovetkezOk voltak:



I. rendszer: M-600 jelli alacsony nyomasu gradiens pumpa, M-996
jelt fotodidda soros detektor, Millenium 32 jel- és adatfeldolgozd szoftver
(Waters, Milford, USA).

II. rendszer: 1525 jelii nagynyomasu binaris pumpa, 487 jeld
kétcsatornas detektor, 717 jelii automata mintaadagold, in-line gztalanito
rendszer, Breeze jel- és adatfeldolgozo szoftver (Waters, Milford, USA).

Mindkét rendszer tartalmaz egy-egy 7125 jelii manualis adagolot is
20 pl-es adagolohurokkal (Rheodyne, Cotati, USA).

MK-70 jeli, hité-fiitd termosztat (Mechanik Priifgerite,
Medlingen, Németorszag).

420 A tipust precizids digitalis pH-méter (Orion, Beverly, USA).

Eredmények

A bikalutamid egy nem sztereoid szerkezetli antiandrogén, melyet
sikerrel alkalmaznak a prosztatardk kezelésében. Feladatunk volt a gyartasi
alapanyagok illetve a kozti- és melléktermékek kiralis tisztasaganak
ellenérzésére alkalmas HPLC-s eljarasok kifejlesztése.

1. Celluléz-alapa  Chiralcel™ OD-H oszlopon megoldottuk a
bikalutamid, valamint egy gyartaskozi-, illetve egy  gyartasi
melléktermékének kiralis elvalasztasat, leirtuk az elvalasztashoz sziikséges
optimalis koriilményeket.

2. T6bb makrociklusos antibiotikum-alap allofazissal rendelkez6
kiralis oszlop koziil, a Chirobiotic™ T illetve a Chirobiotic™ TAG bizonyult
a legeredményesebbnek a bikalutamid ¢és alapanyagai valamint
melléktermékei vizsgalata soran. A Chirobiotic™ T normal fazisban, mig a
Chirobiotic™ TAG forditott fizisban és poléris-ionos moédban nyujtott

kiemelkedd szelektivitast.



3. Megoldottuk a reaktiv, és ennél fogva nehezen analizalhato
koztitermékek kiralis elvalasztasat B-ciklodextrin alapu, Cyclobond™ 12000
SN oszlop alkalmazéasaval.

4. Megkiséreltik az ot vizsgalt vegyiilet analizisét egyetlen
kromatografias futtatassal végrehajtani, azonban arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy ez oldhatdsigi problémék miatt lehetetlen. Az Osszes
vegylilet kiralis HPLC-s analiziséhez legalabb két kromatografias felvétel
sziikséges.

5. Megallapitottuk a vizsgalt vegyiiletek enantiomerjeinek eltciods
sorrendjét az alkalmazott kiralis allofazisokon, valamint meghataroztuk az
enantiomer tisztasagu anyagok kirdlis szennyezésének mértékét, amely a
vizsgalt esetekben maximum 1%-nak adodott.

Munkénk soran lehet6ségiink nyilt nitroxid szabadgyokot
tartalmazé P-aminosavak kirdlis kromatografias vizsgalatara. A stabil
nitroxid szabadgyokot tartalmazd vegyiileteket felhasznaljak biologiai
tanulmanyokban mas gyokdk spin-csapdajaként, az optikailag aktiv
tipusaikat pedig kiralis oxidaloszerként valamint akirdlis gyokok kiralis
szarmazékképzo szereként. A szabadgyokos -aminosavak bizonyos tipusait
peptidekbe épitve alkalmazzak bioldgiai és konformaciés ESR
vizsgalatokhoz.

6. Megoldottuk a szabadgyokot tartalmazé Fmoc-védett aminosavak
forditott fazisi kozvetlen kiralis elvalasztasat, celluloz-alapti Chiralcel™
OD-RH oszlopon. Az eluensdsszetétel és az oszloptér homérséklet
valtoztatasaval optimalizaltuk az elvalasztast.

7. Kozvetett kiralis kromatografias eljarasokat fejlesztettiink ki a nem
védett aminosavak enantiomerjeinek elvéalasztasara. Az FDAA, a GITC és
az (S)-NIFE kiralis szarmazékképz6 reagens alkalmassagat vizsgaltuk,

tobbek kozott hogy milyen hatdssal van a képzddé diasztereomer



szarmazékok konverzidjara és az aminosavak racemizicidjara a
reakciokoriilmények valtoztatasa.
7.1. Azt tapasztaltuk, hogy az FDAA viszonylag kis reaktivitasa miatt
nem alkalmas ilyen tipust aminosavak szarmazékképzésére ¢és
elvalasztasara.
7.2. A GITC alkalmazasa soran a megfeleld mértékli termékképzodés
mellett nagy mértékii racemizaciot figyeltink meg. Amikor
megkiséreltik a racemizaciét visszaszoritani (enyhébb reakcio-
koriilmények alkalmazasaval) a kitermelés is csokkent.
7.3. A vizsgilt KSR-ek kozil egyedil az (S)-NIFE bizonyult
kelloképpen reaktivnak és szelektivnek a gylrlis, szabadgyokds
aminosavak kiralis elvalasztasdhoz.
8. Meghataroztuk a vizsgalt enantiomerek elticiés sorrendjét minden
kifejlesztett modszer alkalmazasa soran.
9. Meghataroztuk az enantiomer tisztasdgi anyagok kiralis
szennyezésének mértékét kozvetlen és kozvetett modszerekkel egyarant. Az
(S)-NIFE felhasznalasaval nyert szennyezés értékek Osszevethetdek a
kozvetlen modszerrel kapott értékekkel.

Vizsgélataink soran szekunder a-aminosavak (iminosavak)
enantiomerjeit valasztottuk el két, rokon szerkezeti makrociklusos
glikopeptid alapu all6fazison.

10. Ko6zvetlen kiralis kromtografias eljarasokat dolgoztunk ki a vizsgalt
iminosavak enantiomerjeinek elvalasztasara.

11. Megvizsgaltuk a mozgofazis osszetételének és az eluens pH-janak
hatasat az elvélasztasra. Az eluens pH-janak retencidra gyakorolt hatasat
vizsgalva bizonyitékot talaltunk az allofazison talalhatd karboxilcsoporton
keresztiil 1étrejovo elektrosztatikus kolcsonhatasok retencios folyamatban

betoltott szerepére.



12. Osszehasonlitottuk a két rokon szerkezeti kiralis szelektor, a
teicoplanin és a teicoplanin aglikon elvalasztoképességét a vizsgalt
iminosavakra. Hasonld6 megallapitasokat tehettiink, mint amit az
irodalomban a B-aminosavakra vonatkozoan talaltunk, azaz a teicoplanin
szelektor gyakran hatékonyabbnak bizonyul a teicoplanin aglikonnal. Ezt
azzal magyaraztuk, hogy a merev szerkezetii és sztérikusan gatolt [-
aminosavak illetve az iminosavak kevésbé illeszkednek a szelektor hidrofob
iregeibe, illetve gyengébb elektrosztatikus kolcsonhatdsokat képesek
létrehozni. Ezért annak ellenére, hogy a teicolpanin szelektor esetén a
cukorrészek elfedik a szelektor hidrofob iiregeit ez az allofazis mégis
hatékonyabbnak bizonyulhat, hiszen az iminosavak és [-aminosavak
elvalasztasa soran el6térbe keriil a hidrogénkotések és a sztérikus
kolcsonhatasok kialakitasanak képessége.

Vizsgalataink soran forditott fazisi koriilmények kozott
valasztottuk el tizenhat glicin és fenilalanin analdég aminosav 4-féle acilezett
szarmazékanak enantiomerjeit. Munkank soran tanulmanyoztuk a
hémérséklet, a mozgofazis osszetétel és a vegyiiletek szerkezetének hatasat
az elvalasztasra.

13. Eldallitottuk a vizsgalt aminosavak benziloxi-karbonil- (Z), 3,5-
dinitro-benziloxi-karbonil- (DNZ), benzoil- (Bz), illetve 3,5-dinitro-benzoil-
(DNB) szarmazékait. Altaldnossagban elmondhatjuk, hogy a képzédstt
szarmazékok retencidja Z, Bz, DNZ, DNB sorrendben novekedett.

14. 278 ¢és 343 K kozotti hémérséklettartomanyban nyolc
hémérsékleten felvettikk a vizsgalt anyagok kromatogramjat. A homérséklet
emelése soran a retencids faktorok (k’) és a szelektivitasi tényez6k («)
értékei csokkentek, a felbontas (Rs) viszont maximum jellegi
hémérsékletfiiggést irt le.

15. Annak érdekében, hogy vizsgalhassuk a forditott fazis

rendszerekben kulcsfontossagi hidrofob-hidrofob kolcsonhatasok szerepét
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az altalunk vizsgalt rendszerben, egy szamitdogépes szoftver segitségével
kiszamitottuk a vegyiiletek 1-oktanol/viz elegyben kialakulé megoszlasi
hanyadosanak 10-es alapu logaritmusat (log P), és Osszevetettiik az eltérd
oldallanci aminosavak kromatografias viselkedésével. Ebbol a célbol
tovabba megvizsgaltuk az eluensosszetétel valtoztatdsanak hatdsat néhany
vegyilet Z- és DNZ-szarmazékainak kromatografids paramétereire.
Eredményeinkb6l arra koOvetkeztettiink, hogy a hidrofob-hidrofob
kolcsonhatasok meghatarozo szerepet jatszanak ugyan a visszatartas
létrejottében, de szelektivitasuk kicsi. Maés, nagyobb szelektivitasu
kolcsonhatasok 1étrejottével is szamolnunk kell, kiilonds tekintettel az
elektrosztatikus és a Lewis-féle sav-bazis kolcsonhatasokra, valamint a
hidrogén kotések kialakulasara.
16. A kiilonb6zé homérsékleten mért kromatografias paraméterekbol
kiszamitottuk a vizsgalt rendszerben létrejové enantiomer-megoszlasra
jellemz6é termodinamikai paramétereket, vagyis a fellépd entalpia- és
entropiavaltozasokat, valamint az egyes enantiomerekre jellemz6 entalpia-,
entropia- és szabadentalpia valtozasok kiilonbségeit.

16.1. A szelektoron talalhato m-bazikus kinolin gyiiri és a DNZ- és

DNB-védett aminosavak 7-savas nitro-szubsztitualt aromas gytrii kozt

fellépd Lewis-féle sav-bazis kolcsonhatasok jelentdsen hozzajarulnak

mind a visszatartas, mind pedig a szelektivitas 1étrejottéhez.

16.2. A merevebb molekulaszerkezet elésegiti a kiralis elvalasztast.

16.3. A hidrogén kotések kialakuldsa nagyban hozzajarul a retencid

1étrjottéhez, de a kiralis felismerésben kisebb szerepet jatszik.

16.4. A sztérikus kolcsonhatasok jelentésen befolyasoljak az

elvalasztast, de hatasuk lehet kedvezo és kedvezitlen is.
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