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1. BEVEZETES

Az €16 rendszerek miikddésének megismerése és magyarazata ¢vezredes
multra nyulo6 természetes emberi igény. Ennek része az emberi élet mindségét
¢és tartalmat korlatozé megbetegedések mélyebb megértése. A patologias
allapotok tiineteinek csokkentése és az ellenik vald kiizdelem a
gyOgyszerkutatds  egyik  legjelentdsebb  motivacioja. Emellett a
gyogyszerkutatas értékteremtd folyamat, amely egyben a tudomanyos
megismerés ttja is. Eredményességéhez nélkiilozhetetlen a legkiilonb6z6bb
kutatasi teriiletek, mint a biologia, kémia ¢és az orvostudomanyok
folyamatosan fejl6dé ismereteinek magas szintii integraldsa. Igy a
gyogyszerfejlesztés egyszerre szamos kutatdé Osszehangolt kozos
er6feszitésén alapul. Ennek a folyamatnak része az analitikai kémia, melynek
eredményeire a felfedezd kutatastol a pre- és klinikai fejlesztésen at egészen
a torzskonyvezésig sziikség van. Mivel az ¢l szervezeteket felépitd
molekuldk kirdlis rendszert alkotnak, pl.: aminosavak, fehérjék, cukrok,
enzimek, polinukleotidok, igy kiemelt figyelemmel kell vizsgalni a veliik
kolcsonhatasba keriilé szintén kiralis komponenseket.

A gyogyszerfejlesztés soran nélkiilozhetetlen, hogy a végtermékben
talalhatdo Osszes kiralis komponens hatasat alaposan megvizsgaljak és
mennyiségiiket az évrél-évre szigorodd hatdsagi kovetelményeknek
megfelelve szabalyozzak. Emellett kirdlis molekuldk esetén kiemelt
fontossagl, hogy mind az alapanyagok, mind a gyartds koztitermékei
megfeleld tisztasaggal rendelkezzenek és ezt folyamatos ellendrzés tamassza
ala. Ez a tobb mint 50 éves multra visszatekintd elvaras kutatok generacioit
0sztonodzte a lehetd leghatékonyabb modszerek kifejlesztésére, ami a kiralis
kromatografias technikak széleskorti elterjedéséhez vezetett.

A gyogyszeripar mellett szamos mas, az emberi életmindséget
befolyasold teriilet, mint az élelmiszeripar, kozmetikai ipar vagy a
novényvédelem is felhasznélja a kiralis kromatografia eredményeit, ezért

fontos, hogy a jovO perspektivai stabil alapokra épiiljenek.



2. CELKITUZES

Munkam soran célul tliztem ki folyadékkromatografidas modszerek
fejlesztését biologiai €s gydgyszeripari szempontbdl fontos vegyiiletek
sztereoizomerjeinek elvalasztasara, valamint eltéré mikodési mechanizmusu
kiralis kolonnak elvalasztoképességének tanulmanyozasat valtozatos
szerkezetii molekulakkal.

Vizsgalni kivantam:

e biologiailag aktiv dipeptidek elvalasztasat cinkona alkaloid alapu
allofazisokon nagyhatékonysagu folyadékkromatografiaval (HPLC),

e bazikus ¢és amfolit indol anal6gok elvalasztasat cinkona alkaloid alapu
ikerionos, valamint médositott poliszacharid alapu allofazisokon HPLC
és szuperkritikus folyadékkromatografia (SFC) alkalmazasaval,

o 1,2 3 4-tetrahidroizokinolin-vazas és 1-naftol vegyliletek és szerkezeti
analogjaik elvalasztasat modositott poliszacharid alapu allofazisokon
HPLC ¢és SFC technikaval.

A vizsgalt vegyiiletek kromatografids paramétereinek meghatarozasan
keresztiil értelmezni kivantam az eluensosszetétel és a polaris modositd
(alkohol) mindségének és mennyiségének hatasat az elvalasztasra. A
vegyiiletek szerkezetének rendszerezett valtoztatasaval kovetkeztetéseket
kivantam levonni a vizsgalt vegyiilet és a kiralis szelektor kozott kialakuld
kolcsonhatasokra. Az ioncseréld allofazisok esetén a mozgdfazis sav- és
bazistartalmanak valtoztatdsaval az ellenion koncentracido elvalasztasra
gyakorolt hatasat kivantam tanulmanyozni. Emellett célom volt a
homérséklet  kromatografids  paraméterekre  gyakorolt  hatasanak
tanulmanyozasaval az elvalasztasi mechanizmus termodinamikai hatterének

mélyebb megismerése.



3. KISERLETI ANYAGOK ES VIZSGALATI MODSZEREK

A vizsgalt vegyliletek biologiai jelentdséggel rendelkezd anyagok,
melyek egylittmiikodé partnereink laboratériumaiban késziiltek. Munkam
soran HPLC tisztasagt oldoszereket hasznaltam.

A kromatografias elvalasztasokat két eltérd tipusu allofaziscsaladdal
hajtottam végre.

Cinkona alkaloid alapu kiralis ioncserélé allofazisként a Chiral
Technologies Europe (CTE, Illkirch, Franciaorszag), altal forgalmazott
Chiralpak QN-AX, Chiralpak QD-AX, Chiralpak ZWIX(+), Chiralpak
ZWIX(-) kolonnakat hasznaltam. A kolonnék fizikai paraméterei azonosak:
150 mm x 3,0 mm, a szemcseatmérd 3 um.

A modositott poliszacharid alapt kiralis allofazisok koziil vizsgaltam a
szintén CTE altal forgalmazott Chiralpak IA, Chiralpak 1B, Chiralpak IC,
Chiralpak ID, Chiralpak IE, Chiralpak IF és Chiralpak 1G kolonnakat. Ezek
fizikai paraméterei egyarant azonosak: 250 mm x 4,6 mm, szemcseatmérd: 5
pm.

Kutatasi eredményeimet harom kromatografias rendszer hasznalataval
értem el:

Az |. rendszer egy 1100-as sorozatszamu Agilent Technologies
(Waldbronn, Németorszag) HPLC volt, amelyet egy olddszer gazmentesito,
pumpa, automata mintaadagold, kolonna termosztat, egy Otcsatornds UV-
Vis-detektor és egy ESA Biosciences Inc. koronakisiilési detektor (Corona
CAD, Chelmsford, MA, USA) alkotott. Az adatok gyiijtéséhez és
kiértékeléséhez ChemStation adatfeldolgozo szoftvert hasznaltam.

A 1II. rendszer Waters 1525 binaris HPLC pumpat, Waters kolonna
termosztatot, Waters 2487 kétcsatornas UV-Vis-detektort, Waters 717 plus
automata mintaadagolét és Empower 2 adatfeldolgozo szoftvert tartalmazott
(Waters, Milford, MA, USA).

A 111. rendszer egy Waters Acquity UPC? (Waters Corporation, Milford,
MA, USA) kromatografids rendszer volt, mellyel az SFC méréseket

végeztem. Ezt a rendszert egy oldoszer gazmentesitd, pumpa, automata



mintaadagold, kolonna termosztat, fotodidda soros detektor, egy szén-dioxid
nyomadsszabalyz6 és az Empower 2 adatfeldolgoz6 szoftver alkotja.

A hoémérsékletfiiggés vizsgalata soran vagy az emlitett kromatografias
rendszerek termosztatjat, vagy egy Alpha RA 8 (Lauda, Németorszag)
folyadék termosztatot hasznaltam.



4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

T1. Kisérletileg igazoltam, hogy HPLC és SFC technikat hasznalva
poliszacharid alapa alléfazisokkal, a mozgofazis alkoholtartalmanak
csokkentése a vizsgalt vegyiileteknél minden esetben a visszatartas
novekedését okozta, azonban az enantioszelektivitais szamos esetben
eltérden valtozott.

A modositott poliszacharid alapu allofazisokat normal fazisa és
szubkritikus koriilmények kozott hasznalva megvizsgaltam az eluensben
talalhato alkohol mennyiségének hatasat az elvalasztasra. Megfigyeltem,
hogy az eluens alkoholtartalmanak csokkentésével parhuzamosan
apolarisabba valé mozgotazis mind a HPLC, mind az SFC technika esetén
novelte a komponensek visszatartasat. Ezzel szemben a HPLC technika
esetén alig valtozott vagy nétt, mig SFC koriilmények kozott jellemzéen
csekély valtozassal vagy maximum gorbével irhato le a szelektivitas. Ezt a
kromatografias viselkedést a mozgo6fazisok hatdsara eltérd szelektor

térszerkezetek kialakulasaval magyaraztam.

T2. A HPLC és SFC technika esetén egyarant igazoltam, hogy ikerionos
allofazisok hasznalatakor a bazikus vegyiiletekhez képest az amfolit
vegyiiletek visszatartasa kevésbé fiigg a hozzdadott modositok
mennyiségétol.

A vizsgalt vegyiiletek cinkona alkaloid alapu ioncseréld allofazisokkal
vald elvalasztasakor a kromatografids rendszerben talalhatdé ionok
mennyisége meghatdrozta az enantiomerek visszatartasat. A sav és bazis
komponensek szerkezetét6l fiiggetleniil a HPLC és az SFC technika
hasznalatakor, a sztochiometrikus helyettesitési modellel leirhatdo a
vegyliletek kromatografias viselkedése. A modell alapjan bazikus és amfolit
vegyiileteket vizsgalva mono- és ikerionos all6fazisokkal megallapitottam,
hogy az amfolit vegyiiletek és az ikerionos szelektor kozott kialakuld kettds
ionpar kolcsonhatas felelds a stabilabb megkdtodésért.



T3. lgazoltam, hogy a cinkéna alkaloid alapui kolonniak nemcsak
enantiomerek, hanem diasztereomer vegyiiletek elvalasztasara is
hatékonyan alkalmazhatoék.

HPLC technikaval sikeresen elvalasztottam szamos valtozatos dsszetételii
¢és szerkezetli amfolit dipeptid enantiomert poldris-ionos mozgofazist és
cinkona alkaloid alapti kolonnat hasznalva. Az igy kapott eredmények
alapjan megallapitottam, hogy a dipeptidek terminalisai kozelében talalhatd
aromas oldallancok H-hiddal, z-7 kdlcsonhatdsok kialakitasaval és sztérikus
hatasok révén meghatarozo szerepet tdltenek be az elvalasztas soran. Emellett
a kisméret(i alifas oldallancot tartalmazo dipeptidek szerkezetiikbél adddo
flexibilitas megkonnyiti a szelektorhoz vald kapcsolodast. Ezeknek a
kolcsonhatasoknak a figyelembevételével sikeriilt dipeptid vegyiiletek
diasztereomerjeinek elvalasztasat megvaldsitanom, ami az ikerionos

allofazisok felhasznalasi korének jelent6s bévitését hordozza magaban.

T4. A HPLC és az SFC technika vizsgalata alapjan megallapitottam,
hogy a kiralis felismerés folyamatara egyarant meghatarozé hatassal van
a poliszacharid alaplianc szerkezete, illetve a hozza kapcsolt médositok
mindsége és térallasa.

A poliszacharid alapu allofazisokon vizsgalt polaris amfolit indol
vegyiiletek normal fazist HPLC technika esetén nem rendelkeztek
visszatartdssal, azonban szubkritikus koriilmények kozott —sikeresen
elvalaszthatok voltak. Igy a két technika hasznalata soran a kiralis
felismerésért felelés kolcsonhatdsok a kromatografidas koriilmények
fiiggvényében kiilonboztek. Az eltérd kromatografias sajatsagok egyik oka
lehet az SFC esetén in situ képz6dé alkoxikarbonsav jelenléte az eluensben,
illetve a szelektor felszinén feltételezhetden kialakuld alkohol felhalmozodas
és polaritasvaltozas. Osszességében az SFC technika tobbszor eredményezett
sikeres elvalasztast, mint a HPLC, azonban a HPLC technika hasznalataval

is szamos esetben elérhetd volt az alapvonalra torténd elvalasztas.



T5. SFC technikat hasznilva megallapitottam, hogy a poliszacharid
alapui kolonnak alkalmazasakor a hoémérséklet-valtoztatas ellentétes
hatast fejthet ki a szelektivitaisra a szelektorhoz kapcsolt modositok
mindségétol fiiggden.

Poliszacharid alapu alléfazisokat hasznalva szubkritikus koriilmények
kozott a hémérséklet novelés hatdsara az 1,2,3.4-tetrahidroizokinolin-
szarmazEékok visszatartasa minden esetben csokkent. Az amildz alapu trisz-
(3,5-dimetilfenil-karbamat) modositot tartalmazo Chiralpak 1A kolonna
hasznalata esetén megfigyeltem, hogy a szelektivitds a hdémérséklet
noveléssel ellentétesen valtozott. Ezzel ellentétben a szintén amildz alapu
trisz-(3,5-diklorfenil-karbamat) modositot tartalmazo Chiralpak IE kolonnat
haszndlva a homérséklettel parhuzamosan valtozott a szelektivitds. A
latszolagos termodinamikai értékeket kiszamolva megallapitottam, hogy a
Chiralpak 1A kolonna esetén entalpiavezérelt, mig a Chiralpak IE kolonna
esetén entropiavezérelt volt a vizsgalt vegyiiletek elvalasztisa. Igy
kimutattam, hogy a poliszacharid alapu szelektoron talalhatdé metilcsoportok
klorra cserélésével, jelentdsen megvaltoztathatok a kirdlis elvalasztas
energetikai folyamatai.
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