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1. BEVEZETÉS 

Az élő rendszerek működésének megismerése és magyarázata évezredes 

múltra nyúló természetes emberi igény. Ennek része az emberi élet minőségét 

és tartalmát korlátozó megbetegedések mélyebb megértése. A patológiás 

állapotok tüneteinek csökkentése és az ellenük való küzdelem a 

gyógyszerkutatás egyik legjelentősebb motivációja. Emellett a 

gyógyszerkutatás értékteremtő folyamat, amely egyben a tudományos 

megismerés útja is. Eredményességéhez nélkülözhetetlen a legkülönbözőbb 

kutatási területek, mint a biológia, kémia és az orvostudományok 

folyamatosan fejlődő ismereteinek magas szintű integrálása. Így a 

gyógyszerfejlesztés egyszerre számos kutató összehangolt közös 

erőfeszítésén alapul. Ennek a folyamatnak része az analitikai kémia, melynek 

eredményeire a felfedező kutatástól a pre- és klinikai fejlesztésen át egészen 

a törzskönyvezésig szükség van. Mivel az élő szervezeteket felépítő 

molekulák királis rendszert alkotnak, pl.: aminosavak, fehérjék, cukrok, 

enzimek, polinukleotidok, így kiemelt figyelemmel kell vizsgálni a velük 

kölcsönhatásba kerülő szintén királis komponenseket.  

A gyógyszerfejlesztés során nélkülözhetetlen, hogy a végtermékben 

található összes királis komponens hatását alaposan megvizsgálják és 

mennyiségüket az évről-évre szigorodó hatósági követelményeknek 

megfelelve szabályozzák. Emellett királis molekulák esetén kiemelt 

fontosságú, hogy mind az alapanyagok, mind a gyártás köztitermékei 

megfelelő tisztasággal rendelkezzenek és ezt folyamatos ellenőrzés támassza 

alá. Ez a több mint 50 éves múltra visszatekintő elvárás kutatók generációit 

ösztönözte a lehető leghatékonyabb módszerek kifejlesztésére, ami a királis 

kromatográfiás technikák széleskörű elterjedéséhez vezetett.  

A gyógyszeripar mellett számos más, az emberi életminőséget 

befolyásoló terület, mint az élelmiszeripar, kozmetikai ipar vagy a 

növényvédelem is felhasználja a királis kromatográfia eredményeit, ezért 

fontos, hogy a jövő perspektívái stabil alapokra épüljenek.  
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2. CÉLKITŰZÉS 

Munkám során célul tűztem ki folyadékkromatográfiás módszerek 

fejlesztését biológiai és gyógyszeripari szempontból fontos vegyületek 

sztereoizomerjeinek elválasztására, valamint eltérő működési mechanizmusú 

királis kolonnák elválasztóképességének tanulmányozását változatos 

szerkezetű molekulákkal. 

Vizsgálni kívántam: 

• biológiailag aktív dipeptidek elválasztását cinkóna alkaloid alapú 

állófázisokon nagyhatékonyságú folyadékkromatográfiával (HPLC), 

• bázikus és amfolit indol analógok elválasztását cinkóna alkaloid alapú 

ikerionos, valamint módosított poliszacharid alapú állófázisokon HPLC 

és szuperkritikus folyadékkromatográfia (SFC) alkalmazásával, 

• 1,2,3,4-tetrahidroizokinolin-vázas és 1-naftol vegyületek és szerkezeti 

analógjaik elválasztását módosított poliszacharid alapú állófázisokon 

HPLC és SFC technikával. 

A vizsgált vegyületek kromatográfiás paramétereinek meghatározásán 

keresztül értelmezni kívántam az eluensösszetétel és a poláris módosító 

(alkohol) minőségének és mennyiségének hatását az elválasztásra. A 

vegyületek szerkezetének rendszerezett változtatásával következtetéseket 

kívántam levonni a vizsgált vegyület és a királis szelektor között kialakuló 

kölcsönhatásokra. Az ioncserélő állófázisok esetén a mozgófázis sav- és 

bázistartalmának változtatásával az ellenion koncentráció elválasztásra 

gyakorolt hatását kívántam tanulmányozni. Emellett célom volt a 

hőmérséklet kromatográfiás paraméterekre gyakorolt hatásának 

tanulmányozásával az elválasztási mechanizmus termodinamikai hátterének 

mélyebb megismerése.  
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3. KÍSÉRLETI ANYAGOK ÉS VIZSGÁLATI MÓDSZEREK 

A vizsgált vegyületek biológiai jelentőséggel rendelkező anyagok, 

melyek együttműködő partnereink laboratóriumaiban készültek. Munkám 

során HPLC tisztaságú oldószereket használtam.  

A kromatográfiás elválasztásokat két eltérő típusú állófáziscsaláddal 

hajtottam végre.  

Cinkóna alkaloid alapú királis ioncserélő állófázisként a Chiral 

Technologies Europe (CTE, Illkirch, Franciaország), által forgalmazott 

Chiralpak QN-AX, Chiralpak QD-AX, Chiralpak ZWIX(+), Chiralpak 

ZWIX(-) kolonnákat használtam. A kolonnák fizikai paraméterei azonosak: 

150 mm × 3,0 mm, a szemcseátmérő 3 μm. 

A módosított poliszacharid alapú királis állófázisok közül vizsgáltam a 

szintén CTE által forgalmazott Chiralpak IA, Chiralpak IB, Chiralpak IC, 

Chiralpak ID, Chiralpak IE, Chiralpak IF és Chiralpak IG kolonnákat. Ezek 

fizikai paraméterei egyaránt azonosak: 250 mm × 4,6 mm, szemcseátmérő: 5 

μm.  

Kutatási eredményeimet három kromatográfiás rendszer használatával 

értem el: 

Az I. rendszer egy 1100-as sorozatszámú Agilent Technologies 

(Waldbronn, Németország) HPLC volt, amelyet egy oldószer gázmentesítő, 

pumpa, automata mintaadagoló, kolonna termosztát, egy ötcsatornás UV-

Vis-detektor és egy ESA Biosciences Inc. koronakisülési detektor (Corona 

CAD, Chelmsford, MA, USA) alkotott. Az adatok gyűjtéséhez és 

kiértékeléséhez ChemStation adatfeldolgozó szoftvert használtam. 

A II. rendszer Waters 1525 bináris HPLC pumpát, Waters kolonna 

termosztátot, Waters 2487 kétcsatornás UV-Vis-detektort, Waters 717 plus 

automata mintaadagolót és Empower 2 adatfeldolgozó szoftvert tartalmazott 

(Waters, Milford, MA, USA).  

A III. rendszer egy Waters Acquity UPC2 (Waters Corporation, Milford, 

MA, USA) kromatográfiás rendszer volt, mellyel az SFC méréseket 

végeztem. Ezt a rendszert egy oldószer gázmentesítő, pumpa, automata 
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mintaadagoló, kolonna termosztát, fotodióda soros detektor, egy szén-dioxid 

nyomásszabályzó és az Empower 2 adatfeldolgozó szoftver alkotja.  

A hőmérsékletfüggés vizsgálata során vagy az említett kromatográfiás 

rendszerek termosztátját, vagy egy Alpha RA 8 (Lauda, Németország) 

folyadék termosztátot használtam.  
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4. ÚJ TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK  

T1. Kísérletileg igazoltam, hogy HPLC és SFC technikát használva 

poliszacharid alapú állófázisokkal, a mozgófázis alkoholtartalmának 

csökkentése a vizsgált vegyületeknél minden esetben a visszatartás 

növekedését okozta, azonban az enantioszelektivitás számos esetben 

eltérően változott. 

A módosított poliszacharid alapú állófázisokat normál fázisú és 

szubkritikus körülmények között használva megvizsgáltam az eluensben 

található alkohol mennyiségének hatását az elválasztásra. Megfigyeltem, 

hogy az eluens alkoholtartalmának csökkentésével párhuzamosan 

apolárisabbá váló mozgófázis mind a HPLC, mind az SFC technika esetén 

növelte a komponensek visszatartását. Ezzel szemben a HPLC technika 

esetén alig változott vagy nőtt, míg SFC körülmények között jellemzően 

csekély változással vagy maximum görbével írható le a szelektivitás. Ezt a 

kromatográfiás viselkedést a mozgófázisok hatására eltérő szelektor 

térszerkezetek kialakulásával magyaráztam.  

T2. A HPLC és SFC technika esetén egyaránt igazoltam, hogy ikerionos 

állófázisok használatakor a bázikus vegyületekhez képest az amfolit 

vegyületek visszatartása kevésbé függ a hozzáadott módosítók 

mennyiségétől. 

A vizsgált vegyületek cinkóna alkaloid alapú ioncserélő állófázisokkal 

való elválasztásakor a kromatográfiás rendszerben található ionok 

mennyisége meghatározta az enantiomerek visszatartását. A sav és bázis 

módosítók koncentrációjának változtatásával kimutattam, hogy a vizsgált 

komponensek szerkezetétől függetlenül a HPLC és az SFC technika 

használatakor, a sztöchiometrikus helyettesítési modellel leírható a 

vegyületek kromatográfiás viselkedése. A modell alapján bázikus és amfolit 

vegyületeket vizsgálva mono- és ikerionos állófázisokkal megállapítottam, 

hogy az amfolit vegyületek és az ikerionos szelektor között kialakuló kettős 

ionpár kölcsönhatás felelős a stabilabb megkötődésért.  
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T3. Igazoltam, hogy a cinkóna alkaloid alapú kolonnák nemcsak 

enantiomerek, hanem diasztereomer vegyületek elválasztására is 

hatékonyan alkalmazhatók. 

HPLC technikával sikeresen elválasztottam számos változatos összetételű 

és szerkezetű amfolit dipeptid enantiomert poláris-ionos mozgófázist és 

cinkóna alkaloid alapú kolonnát használva. Az így kapott eredmények 

alapján megállapítottam, hogy a dipeptidek terminálisai közelében található 

aromás oldalláncok H-híddal, π-π kölcsönhatások kialakításával és sztérikus 

hatások révén meghatározó szerepet töltenek be az elválasztás során. Emellett 

a kisméretű alifás oldalláncot tartalmazó dipeptidek szerkezetükből adódó 

flexibilitás megkönnyíti a szelektorhoz való kapcsolódást. Ezeknek a 

kölcsönhatásoknak a figyelembevételével sikerült dipeptid vegyületek 

diasztereomerjeinek elválasztását megvalósítanom, ami az ikerionos 

állófázisok felhasználási körének jelentős bővítését hordozza magában. 

T4. A HPLC és az SFC technika vizsgálata alapján megállapítottam, 

hogy a királis felismerés folyamatára egyaránt meghatározó hatással van 

a poliszacharid alaplánc szerkezete, illetve a hozzá kapcsolt módosítók 

minősége és térállása. 

A poliszacharid alapú állófázisokon vizsgált poláris amfolit indol 

vegyületek normál fázisú HPLC technika esetén nem rendelkeztek 

visszatartással, azonban szubkritikus körülmények között sikeresen 

elválaszthatók voltak. Így a két technika használata során a királis 

felismerésért felelős kölcsönhatások a kromatográfiás körülmények 

függvényében különböztek. Az eltérő kromatográfiás sajátságok egyik oka 

lehet az SFC esetén in situ képződő alkoxikarbonsav jelenléte az eluensben, 

illetve a szelektor felszínén feltételezhetően kialakuló alkohol felhalmozódás 

és polaritásváltozás. Összességében az SFC technika többször eredményezett 

sikeres elválasztást, mint a HPLC, azonban a HPLC technika használatával 

is számos esetben elérhető volt az alapvonalra történő elválasztás.  
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T5. SFC technikát használva megállapítottam, hogy a poliszacharid 

alapú kolonnák alkalmazásakor a hőmérséklet-változtatás ellentétes 

hatást fejthet ki a szelektivitásra a szelektorhoz kapcsolt módosítók 

minőségétől függően.    

Poliszacharid alapú állófázisokat használva szubkritikus körülmények 

között a hőmérséklet növelés hatására az 1,2,3,4-tetrahidroizokinolin-

származékok visszatartása minden esetben csökkent. Az amilóz alapú trisz-

(3,5-dimetilfenil-karbamát) módosítót tartalmazó Chiralpak IA kolonna 

használata esetén megfigyeltem, hogy a szelektivitás a hőmérséklet 

növeléssel ellentétesen változott. Ezzel ellentétben a szintén amilóz alapú 

trisz-(3,5-diklórfenil-karbamát) módosítót tartalmazó Chiralpak IE kolonnát 

használva a hőmérséklettel párhuzamosan változott a szelektivitás. A 

látszólagos termodinamikai értékeket kiszámolva megállapítottam, hogy a 

Chiralpak IA kolonna esetén entalpiavezérelt, míg a Chiralpak IE kolonna 

esetén entrópiavezérelt volt a vizsgált vegyületek elválasztása. Így 

kimutattam, hogy a poliszacharid alapú szelektoron található metilcsoportok 

klórra cserélésével, jelentősen megváltoztathatók a királis elválasztás 

energetikai folyamatai. 
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