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1. BEVEZETES

Napjainkban a miiszeres analitikai technikak rohamosan fejl6dé
viragkorat éljik, melynek egyik legnagyobb huzodaga a gyogyszeripar. Az
elmult évtizedekben megjelent tudomanyos koézlemények szama arra enged
kovetkeztetni, hogy a gydgyszerkutatas- és eldallitas folyamataban egyre
hangstlyosabb az igény a kiralisan tiszta vegyiiletek eléallitdsa irant. Ez
kivaltképp érthetd azon felismerés tiikrében, hogy ha egy racém vegyiilet
kiralisan szelektiv €l szervezetbe keriil, az egyes enantiomerek jelentdsen
eltérd élettani viselkedést mutathatnak. Ennek értelmében, mig az enantiomer
molekulaparok egyike (eutomer) az alkalmazni kivant pozitiv terapias hatasért
felel6s, addig a masik izomer (disztomer) hatastalan vagy kedvezétlen, olykor
akar toxikus hatast fejthet ki az emberi szervezetbe keriilve. A ma hatalyos
gyogyszerkdnyvek irdnyelvei egyre szigoribban szabalyozzak a
gyogyszerhatbanyagok tisztasagara vonatkozdé kovetelményeket, mely
sziikségessé teszi az ujabb, kisebb kimutatasi hatarokat biztosito, gyorsabb és
egyben gazdasagosabb modszerek bevezetését. Barmilyen tton is torténik az
enantiomertiszta vegyiiletek el8allitasa, nélkiilozhetetlen a kiralis tisztasag
ellendrzése.

Az értekezésemben tanulmanyozott vegyiiletcsaladok a gyogyitasra
iranyul6 kutatasok teriiletén fontos szerepet t6ltenek be. Farmakologiai és
bioldgiai hatasuk vizsgalatdit megel6z6en a kirdlis tisztasag ellendrzése
céljabol analizisiik egyik lehetséges stratégidja a kozvetlen, kiralis allofazis
haszndlatan alapulé nagyhatékonysagu folyadékkromatografids technikék

alkalmazasa.



2. CELKITUZES

Doktori munkam soran gyogyszerkémiai szempontbol fontos,
potencialis farmakonok enantioszelektiv folyadékkromatografias vizsgalatat, a
sztereoizomerek elvalasztasanak optimalizalasat, valamint Gjabb fejlesztésii
kiralis allofazisok elvalasztoképességének kromatografias jellemzését tiiztem
ki f6 célul. A kiralis felismerési folyamatok szerkezetfliiggésére fokuszalva
tanulmanyozni kivantam:

e limonénvazas karbociklusos S-aminosavak enantiomerjeinek
elvalasztasat makrociklusos glikopeptid alapt kiralis alléfazisokon,

e N-metilszubsztitualt és amidalt ciklusos f-aminosav enantiomerek
retenciojanak  mechanizmusat  ikerionos  ioncseréld  tipust
oszlopokon,

e limonén alapt biciklusos aminoalkoholok ¢€s aminodiolok
enantiomerjeinek folyadékkromatografias elvalasztasat modositott
poliszacharid kiralis szelektort tartalmazé kolonnakon.

A modellvegyiiletek kozvetlen kiralis folyadékkromatografias vizsgalatan
keresztiil célul tiztem ki a mozgofazis Osszetételének és a polaris modositd
(alkohol) anyagi minGségének az elvalasztasra gyakorolt hatasa
tanulmanyozasat. Munkam masik f6 iranyat a kromatografias paraméterek
valtozasanak nyomon kovetésével az elvalasztani kivant vegyiiletek, valamint
az alkalmazott kiralis szelektorok szerkezete és a kiralis megkiilonboztetési
folyamatok kozotti Gsszefiiggések feltérképezése jelentette. Ezen feliil kitiizott
céljaim kozott szerepelt a homérséklet kromatografias paraméterekre
gyakorolt hatisanak vizsgalata, valamint termodinamikai paraméterek
meghatarozasa, melynek segitségével kozelebb juthatunk az elvalasztas

lehetséges mechanizmusanak megértéséhez.



3. ALKALMAZOTT ANYAGOK ES VIZSGALATI MODSZEREK

A vizsgalt molekulakat dont6en szintetikus vegyiiletek alkotjak, melyeket

egylittmiikddé partnereink allitottak eld. A kisérletek kivitelezéséhez HPLC

tisztasag oldoszereket és nagytisztasagu vizet hasznaltam. Munkdm soran

harom allofazis tipus elvalasztoképességének kromatografias jellemzésével

foglalkoztam:

makrociklusos  antibiotikum  (glikopeptid) alapi  oszlopok:
Chirobiotic™ R, T és TAG,

ioncseréld tipusu oszlopok: Chiralpak® ZWIX(+) és ZWIX(-),
modositott poliszacharid alapa oszlopok: Lux Cellulose-1, Lux
Cellulose-2, Lux Cellulose-3, Lux Cellulose-4, Lux i-Cellulose-5, Lux

Amylose-1 és Lux Amylose-2.

Méréseimhez harom HPLC és egy SFC rendszert alkalmaztam. Az

alkalmazott HPLC rendszerek a kovetkezOk voltak:

I. rendszer: Waters 1525 binaris HPLC pumpa, Waters 2487
kétcsatornas UV-Vis detektor, 717 Plus automataadagold, Waters
oszloptermosztat (Waters, Milford, MA, USA).

Il. rendszer: Waters M-600 gradiens HPLC pumpa, Waters M-2996
fotodiodasoros detektor (Waters Chromatography, MA, USA), Jasco
2031 Plus torésmutatdé mérésén alapuld detektor (Jasco Tokyo,
Japan), Rheodyne 7125 20 pl térfogatu mintaadagold (Cotati, CA,
USA).

A TII. rendszer egy 1100 sorozatszdmu Agilent Technologies
(Waldbronn, Németorszag) HPLC késziilék, melynek Osszetevéi:



oldészer  gazmentesitd, pumpa, automata  mintaadagolo,
oszloptermosztat, 6tcsatornas UV-Vis detektor, ESA Biosciences Inc.
koronakisiilési detektor (Corona CAD, Chelmsford, MA, USA).

Az alkalmazott SFC mérokésziilék binaris pumpaval, automata
mintaadagoloval, ellennyomds szabalyozoval, oszloptermosztattal és
fotodiodasoros detektorral felszerelt Waters Acquity Ultra Performance

(UPC?, Waters, Milford, MA, USA) mérdberendezés volt.

Az adatok kiértékelését az I-11. HPLC rendszer, valamint a Waters UPC?
SFC mérdberendezés esetén Empower 2 adatfeldolgozd és kiértékeld
szoftverrel végeztem el (Waters, Milford, MA, USA). A III. HPLC rendszer

alkalmazasakor ChemStation szoftvert hasznaltam (Agilent Technologies).



4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Munkam soran gyogyszerkémiai jelentdséggel rendelkez6 kiralis vegytiletek,
nevezetesen limonénvazas karbociklusos f-aminosavak, N-szubsztitualt
ciklusos p-aminosavak, illetve limonén alapi aminoalkoholok és
aminodiolok kiralis allofazisok alkalmazasan alapuld enantioszelektiv
kromatografias vizsgalatat végeztem el. A sztereoizomerek elvalasztasanak
optimalizalasa, valamint a kiralis felismerési folyamatok szerkezetfiiggésének

vizsgalata soran a kdvetkez6 11j tudomanyos eredményeket értem el:

T1. Meghataroztam a vizsgalt vegyiiletek hatékony elvalasztasanak

szempontjabol optimalis mozgéfazis-osszetételt.

A limonénvazas karbociklusos pg-aminosavak esetén makrociklusos
glikopeptid alapt all6fazisokon a viztartalom novelésével tapasztalt novekvé
visszatartast a szelektor ,.kosardban” kialakuld hidrofob kolcsonhatasokkal
magyaraztam. A MeOH-ban gazdagabb mozgofazis alkalmazasat kisérd
novekedé retenciot az ionos és dipolusos koélcsonhatasok kialakulasaval
értelmeztem.

Ikerionos allofazisokon az N-szubsztitualt ciklusos f-aminosavak elvalasztasa
soran az aprotikus karakteri MeCN térfogatardnyanak novelésével a retencios
tényezO értéke szinte minden esetben nétt. A megfigyelt kromatografias
viselkedést az ionos komponensek csokkent szolvatdltsagaval és ezaltal az
alkalmazott szelektorral valé erfsebb elektrosztatikus kolcsonhatasok
kialakulasaval magyaraztam.

Biciklusos aminalkohol és aminodiol analégok normal fazist HPLC (NP-LC)
és szuperkritikus folyadékkromatografia (SFC) technikakkal poliszacharid

alapi allofazisokon elvégzett vizsgalata sordn a mozgofazis apolaris



oldoszertartalmanak (n-hexan és COz) ndvelésével megfigyelt retencié
novekedést tipikus normal fazisu kromatografias viselkedés kialakulasaval
értelmeztem. Eredményeim ramutattak, hogy az alkalmazott alkohol
modositok szénlanc hosszanak novelése ndvekvd visszatartashoz vezetett,
kismértékben valtoztatva a szelektivitast, amelynek magyarazata, hogy a
vizsgalt vegyiiletek csokkent szolvataciojuk kovetkeztében erdsebben

kotoédtek az allofazishoz.

T2. A sztochiometrikus helyettesitési modell alkalmazasaval igazoltam az
ionos kolcsonhatasok szerepét a vizsgalt vegyiiletek elvalasztasi
mechanizmusaban, valamint demonstraltam a modell alkalmazhatésagat
az ioncsere folyamatin alapulé retencidés viselkedés jellemzésére

makrociklusos glikopeptid alapu és ikerionos tipusu alléfazisokon.

Els6ként igazoltam makrociklusos glikopeptid alapu all6fazisok esetén, hogy
az ionos kolcsonhatasi folyamatok is fontos szerepet tolthetnek be az
elvalasztas mechanizmusaban. A meghatirozott 1g ki vs. 1g Ceitenion €gyenesek
meredeksége (abszolut értékben kifejezve 0,05-0,26 Chirobiotic™ TAG
oszlopon) alapjan megallapitottam, hogy limonénvazas karbociklusos p-
aminosavak elvalasztasa soran a teikoplanin aglikon alapu szelektor az
ikerionos tipust allofazisokhoz kozelebb allo viselkedést mutat.

Az N-szubsztitualt ciklusos g-aminosav enantiomerek elvéalasztisa esetén
eredményeim bizonyitékul szolgaltak az ikerionos allofazisok azon jellegzetes
hangolhat6 az elvélasztandd6 komponensek retencios viselkedése a
szelektivitas 1ényeges megvaltozasa nélkiil. A meghatarozott 1g ki vs. Ig Celtenion

egyenesek meredekségei abszolut értékben kifejezve ZWIX(+) oszlopon 0,12-



0,41, mig ZWIX(-) oszlopon 0,18-0,33 kozott valtoztak, mellyel igazolhat6 az

ioncsere mechanizmus retenci6 kialakulasaban betoltott szerepe.

T3. A szerkezet és retencios tulajdonsagok kozott jellegzetes
osszefiiggéseket tartam fel. Eredményeim megmutattak, hogy mind a
vizsgalt vegyiiletek, mind az alkalmazott szelektorok szerkezete jelentds

hatast gyakorolt a kiralis felismerésre.

Limonénvazas karbociklusos f-aminosavak kromatografias vizsgalata soran a
kiszamolt 4(4G°)tac—A4(AG°)t kiilonbségek megmutattak, hogy teikoplanin
alapu szelektor alkalmazéasa révén a szelektoron fellelhetd szénhidrategységek
sztérikus gatlason keresztiil kedvezétleniil befolyasoltak a kiralis felismerést.
Az alkalmazott makrociklusos glikopeptid alapu allofazisok koziil a vizsgalt
vegyliletek elvalasztasa az esetek dontd tobbségében a teikoplanin aglikon
alapu allofazison bizonyult hatékonyabbnak.

Az N-szubsztitualt ciklusos p-aminosavak aminocsoportjan elhelyezkedd
szubsztituensek méretének novelése jelent6s mértékben jarult hozza a
visszatartds  csOkkenéséhez. A legnagyobb enantioszelektivitast a
guanidincsoportot tartalmazé aminosavak elvalasztasanal figyeltem meg,
melyet az elektrosztatikus kolcsonhatasok mellett a kialakulo H-kotésekkel
értelmeztem. A két alkalmazott ikerionos allofazis koziil altalaban a ZWIX(-)
oszlop bizonyult szelektivebbnek, mig az N-amidalt szarmazékok esetén a
ZWIX(+)  allofazis  biztositotta az  enantiomerek  hatékonyabb
megkiilonboztetését.

Megallapitottam, hogy az aminodiol vegyiileteken levd ,,extra” hidroxilcsoport
a szelektorral valo er6sebb H-kotések kialakulasahoz jarult hozza, nagyobb

retenciot és szelektivitast eredményezve. A dibenzil szarmazékok elvalasztasat



nagyobb visszatartas és enantioszelektivitds kisérte, mint az egy benzil
csoporttal rendelkezé vegyiiletekét, melyet az alkalmazott szelektor és az
elvalasztand6 komponensek kozott 1étrejové m-m kolesonhatasok kiralis

felismeréshez vald hozzajarulasaval értelmeztem.

T4. Tanulmanyoztam az alléfazis hoémérséklete és a kiralis
megkiilonboztetés kozotti osszefiiggéseket, melynek soran
megallapitottam, hogy a hémérséklet meglehetdsen oGsszetett médon
befolyasolta a kiralis elvalasztasokat, ugyanolyan vagy kiilonb6z6 iranyba
valtoztatva a kromatografias tulajdonsagok (retencié és szelektivitas)

alakulasat.

Az elvalasztasokat kiilonbozé homérsékleteken tanulmanyozva eredményeim
ramutattak, hogy a retencid, az enantioszelektivitas és a felbontas altalaban
csokkentek a hémérséklet emelésével. Karbociklusos p-aminosavak esetén a
legtobbszor tapasztalt, igynevezett termodinamikai hatastol eltérd viselkedést
figyeltem meg; a hémérséklet emelésével csokkend retencidt nagyobb
enantioszelektivitds ¢és felbontds kisérte. Biciklusos aminoalkohol ¢és
aminodiol szarmazékok esetén SFC koriilmények kozott az elvalasztas
hatékonysaga sok esetben javult a homérséklet emelésével, melyet az
alkalmazott all6fazis kinetikai hatékonysaganak novekedésével értelmeztem.
A van’t Hoff-egyenlet kromatografidban hasznalt altalanos alakjat alkalmazva
termodinamikai jellemz6k meghatirozasan keresztiil megallapitottam, hogy az
N-szubsztitualt ciklusos f-aminosavak, illetve a limonén alapt biciklusos
aminoalkohol és aminodiol szarmazékok elvalasztasa dontden entalpiavezérelt
volt, mig a karbociklusos S-aminosavak esetén a legtébb enantiomerpar kiralis

megkiilonboztetése entropia altal vezérelt folyamat.



T5. Minden lehetséges esetben meghatiroztam a  vizsgalt

enantiomerparok azonositiasa szempontjabdl fontos elticiés sorrendet.

Megallapitottam, hogy a limonénvazas karbociklusos p-aminosavak
szerkezetében fellelheté karboxil-, amino- és 2-propil funkcios csoportokhoz
kapcsolodd szénatomok eltéréd konfiguracidja nem befolyasolta az elicios
sorrend alakulasat makrociklusos glikopeptid alapt alléfazisok alkalmazésa
soran. Az egymassal pszeudoenantiomer viszonyban allo kinin és kinidin
alapu ioncseréld allofazisok alkalmazasa révén igazoltam, hogy az N-
szubsztitualt aminosav enantiomerek elicids sorrendje minden esetben
megfordithatd az alkalmazott oszlopok cseréjével anélkiil, hogy iddigényes
modon ujabb alkalmas kromatografias modszert dolgoznank ki. A biciklusos
aminoalkohol és aminodiol vegyiiletek elvalasztasa soran megallapitottam,
hogy SFC koriilmények kozott féként a szelektor poliszacharid vaza (celluloz
vagy amildz), mig NP-LC moddban mind a poliszacharid vaz, mind a
szelektoron fellelhetd szubsztituensek anyagi mindsége befolyasolta az

enantiomerek elucios sorrendjének alakulasat.
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