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Bevezetés

Az enantiomerparok, melyek fedésbe nem hozhato tiikkorképi parjai egymasnak, akar
jelentésen eltérd biologiai aktivitast is mutathatnak, befolyasolva nemcsak egy
gyogyszer hatékonysagat, hanem annak biztonsagi profiljat is. Ezek a tiikorképi parok
kiilonb6z6é kolcsonhatasokat hozhatnak 1étre bioldgiai rendszerekkel, mivel az élo
szervezetekben szamos kiralis vegyiilet talalhato, ilyenek példaul a fehérjék, cukrok és
enzimek. A gydgyszeriparban ez az eltérés gyakran a terapias hatas kiilonbozoségében
nyilvanul meg, mivel a kivant farmakologiai aktivitas gyakran csak az egyik
enantiomerhez (eutomer) kotdédik, mig a masik enantiomer (disztomer) nemkivanatos
mellékhatasokat okozhat, vagy akar toxikus is lehet. Nemcsak a gyogyszerekben, hanem
az ¢lelmiszer-adalékanyagokban is megfigyelheté a kiralitds (pl. aminosavak). Ennél
fogva érthetd, hogy a tiszta enantiomerek szintézise illetve a racém (vagy szkalém)
keverékek szétvalasztasa miért kiemelt jelentdségii.

A folyadékkromatografia széleskoriien alkalmazott technika az enantiomerparok
elvalasztasdhoz, mivel sokoldaluan valtoztathato kromatografids koriilményeket
alkalmazhatunk — az allo- és mozgodfazisok megvalasztasa, amelyek polaritasa
nagymértékben valtozhat, kulcsszerepet jatszik az enantiomerek szétvalasztasaban.
Az enantiomerparok tagjai azonos fizikai és kémiai tulajdonsdgokkal rendelkeznek,
elvalasztasukhoz kirlis kornyezet sziikséges, melyben az enantiomerparok kiilonb6zd
erGsségli masodlagos kolcsonhatasok révén diasztereomer parokat képezhetnek a
szelektorral. A szelektor és a mintakomponensek kozott kialakuld kolcsonhatasok
valtozhatnak nem csak a kromatografias kornyezet fiiggvényében (példaul a mozgo6tazis
altal kialakitott szolvatburok), hanem a HPLC oszlop szilikagél hordozdjahoz

kapcsolddo ligandum fliggvényében is.

Célkitiizés

PhD munkdm soran célul tliztem ki potencidlis kiralis farmakon vegyiiletek
enantiomerparjainak folyadékkromatografias elvalasztasat, valamint az elvalasztas soran
a kiralis szelektor és az elvalasztandd mintakomponensek kozott fellépd kdlcsonhatasok
mechanizmusanak tanulmanyozasat. A szoban forgd vegyiileteket tervezetten, kissé
eltér6 szerkezetli formaban, valtozatos funkcids csoportokkal ellatva allitjak eld.

Ez lehetové teszi az analdg vegyiiletek szerkezeti eltérései altal okozott valtozasok



vizsgalatat a mintavegyiiletek és a kiralis szelektor kozott kialakuld kolcsonhatasok
révén, melyek eltéré kromatografias viselkedésben nyilvanulnak meg.

A kiilonboz6 kiralis szelektorok és az alkalmazott kiralis mintavegytiletek kozott
kialakulé kolcsonhatasok vizsgalatainak érdekében a kovetkezd célokat tliztem ki
munkam soran:

o az eluensosszetétel elvalasztasra gyakorolt hatasdnak vizsgélata, els6sorban a 6

eluens komponensek anyagi mindségének és aranyainak, valamint az eluenshez

crcr

kromatografids paraméterekre,

o a szerkezetek hatasanak értelmezése a kiralis elvalasztasok soran,

o apoliszacharid (PS) lancokra jellemzé magasabb rendii szerkezetek
sajatsagainak vizsgalata kiilonbozo eluensdsszetételek egymasutani
alkalmazasaval,

o ahdémérséklet hatdsanak vizsgalata az elvalasztasokra, valamint az

enantioszelektiv elvalasztasok termodinamikai jellemzése

Alkalmazott miiszerek és kisérleti anyagok

A méréseket két HPLC rendszeren végeztem: az elsd egy Waters Breeze rendszer
volt (Waters Corporation, Milford, MA, USA) Empower 2 szoftverrel, a masodik pedig
egy Shimadzu Prominence rendszer (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan)
Lab—Solution szoftverrel. Mindkét kromatografias rendszer a kovetkez6 modulokat
tartalmazta: binéris pumpa, fotodiddasoros detektor, automata mintaadagold és kolonna
termosztat, emellett a Shimadzu rendszer olddszer gdzmentesitdvel is rendelkezett.

Az alkalmazott kiralis allofazisok (CSP-k) szelektoraik alapjan két csoportba
sorolhatdk: a cinkona alkaloid alapt szelektorok kiralis ioncseréldk, amelyeket a Chiral
Technologies Europe (lllkirch, Franciaorszag) biztositott. Az aminosavszarmazékok
enantiomereinek elvalasztdsdhoz az ikerionos tipusii ioncseréld ZWIX(+)™ ¢és
ZWIX(—)™ (mindkét kolonna 150 x 3,0 mm belsd atmérd, 3 um szemcseatmérovel),
valamint az anioncseréld tipusit QN-AX™ ¢és QD-AX™ kolonndkat (mindkét kolonna
150 x 4,6 mm belsé atmérd, 5 um szemcseatmérdvel) alkalmaztam. A PS alapu
szelektorokat kiilonboz6 gyartok biztositottak, de mindegyiket a monoterpén-lakton
szarmazékok enantiomereinek elvalasztasara alkalmaztam. A Chiral Technologies
Europe kolonnai, név szerint a Chiralpak IA, IB, IC, ID, IE, IF és IG, mind immobilizalt

tipusu szelektorokat tartalmaznak. Az IB és IC celluloz alaptiak, mig a tobbi amiloz



alapi. A Phenomenex kolonndk (Torrance, CA, USA) ugynevezett coated tipusuak
voltak, név szerint a Lux Amylose-1, Lux Cellulose-1 és Lux Cellulose-4, kivéve a
Lux i-Amylose-1, amely immobilizalt tipusi. Minden Phenomenex kolonna azonos
fizikai méretekkel rendelkezik (250 x 4,6 mm belsé atmérd, 5 um szemcseatméro).

A vizsgalt vegyiiletek harom csoportba sorolhatok: fluorozott A3-fenilalanin
szarmazékok (FBP), monoterpén-lakton szarmazékok amino, tio és oxi analogjai (ATO),
valamint monoterpén-lakton szarmazékok azol és benzoazol analdgjai (ABA). Minden
egyes mintavegyiilet két enantiomere koziil legalabb az egyik (,,A” és/vagy ,,B”) elérhetd
volt tiszta formaban (enantiomerfelesleg > 99%). A legtobb mintavegyiilet
kromatografias visselkedését el0szor a doktori munkdmhoz kapcsolodé kozleményekben
vizsgaltuk. Bar néhany mintavegylilet eredményei korabbi tanulmanyokban is
megjelentek, ezek tobbnyire eltérd CSP-k hasznalataval késziiltek. A vizsgalt vegytiletek

,»A” konfiguracidinak szerkezete az 1. abran lathato.
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Eredmények

1) Az oszlopvalasztas és a mozgofazis osszetételének vizsgalata

Mérésekkel igazoltam, hogy minden FBP aminosavszarmazék hatékonyan
elvalaszthato volt ikerionos ioncserélo allofazisokkal kozepes vagy kis MeCN-
tartalmi MeOH/MeCN mozgéfazisokkal. Ezzel ellentétben a szintén kinin, ill.
kinidin alapd anioncserélok nem mutattak szignifikins enantiomerfelismero
képességet. A PS alapu allofazisok esetében az eredményeim kiemelik a polaris
szerves mod (POM) elonyeit, mely hatékony alternativat jelentett a normal fazisa
moéddal (NPM) szemben ATO és ABA mintavegyiiletek esetén. A ,,coated” és
immobilizalt tipusu PS alapu allofazisok kozotti kiilonbségek kifejezettebbek voltak
POM-ban, ami arra utal, hogy a mintavegyiiletek és a szelektor koriil kialakulé
kiilonb6z6 szolvatburkok eltéré hatast gyakorolnak a retenciés mechanizmusokra.

Az ikerionos cinkéna alkaloid alapu allofazisok esetében a retencids tényezok
novekedtek a mozgéfazisban 1évdé aprotikus MeCN aranyanak novelésével.
A szelektivitas és a felbontas azonban altalaban maximumgorbe szerint valtozott, 50/50
vagy 25/75 (v/v) MeOH/MeCN osszetételnél elérve maximumat. Meglepd modon
mindegyik vizsgalt FBP vegyiilet esetében alapvonalra torténd elvalasztast tapasztaltam
kozepes vagy kis MeCN arannyal a mozgo6ftazisban az ikerionos ioncseréld allofazisokon.
Ezzel szemben az azonos alapvazzal (kinin, ill. kinidin) rendelkez6 anioncserélé
allofazisok nem Dbizonyultak alkalmasnak a vizsgalt aminosavszarmazékok
enantiomereinek elvalasztasara.

NPM-ben a polaris modositok ardnya valtoztatdsdnak hatdsara az ATO
mintavegyliletek enantiomereinek elvalasztdsakor a retencids tényezOk tipikus
normalfazisu viselkedését tapasztaltam PS alapt allofazisok esetében. Enantiomer
elucios sorrend (EEO) megfordulasokat tapasztaltam tobb esetben is, amikor az alkohol
anyagi mindsége vagy koncentracioja valtozott a mozgofazisban. Az elséként elualodo
csticsok retentiés tényezdje kisebb, mig az enantiomerparokra meghatarozott
szelektivitas és felbontas nagyobb volt a ,,coated” tipusu allofazisokon NPM-ben.
POM-ban ABA mintvegyiiletek enantiomereinek elvalasztasakor, amikor csak tiszta
alkoholokat alkalmaztam eluensként, a retencidés tényezOk az aldbbi sorrendben
csokkentek: EtOH > MeOH > 1-PrOH > 2-PrOH. A ,,coated” és immobilizalt tipust PS

alapt allofazisok kozott tapasztalt kiilonbségek jelentdsebbek voltak a polaris-szerves



oldészerek eltéré tulajdonsagai miatt POM-ban, mint NPM-ben. A retencidban tapasztalt
kiilonbségek a ,,coated” €s immobilizalt tipusu all6fazisok kdzott a mozgofazistdl erdsen
fiiggtek, jelezve, hogy a kiillonb6zo tipusu allofazisok feliletén kialakuld eltérd
szolvatburkok Osszetett hatdssal vannak a retencidos mechanizmusra. A tovabbi
vizsgalatokban alkalmazott ecluens Osszetételeket ezen eredményeim alapjan

valasztottam ki.

I1) A mozgéfazis-adalékok hatasainak vizsgalata

A bazis anyagi mindsége és az adalékok koncentracidoja nem befolyasolta
jelentésen a szelektivitast és a felbontast egyik tipusu allofazison sem, azonban az
ioncserélé allofazisok és FBP mintavegyiiletek esetében a visszatartasra jelentés
hatassal voltak. Ezzel szemben a PS alapu alléfazisok esetében az adalékok csak Kis
mértékben befolyasoltak az ATO és ABA mintavegyiiletek visszatartasat, azok sav-
bazis tulajdonsagaitél fiiggden.

A sav- ¢s bazis adalékok ellenionként miikodnek az ioncseréld allofazisok esetében.
A bazis anyagi mindsége hatassal volt az FBP mintavegyiiletek visszatartasara, az
eluenserdsség minden esetben TEA < DEA < EA volt, mig a visszatartds csokkent az
megfelelden. Sem a bazis anyagi mindsége, sem az adalékok koncentracidja nem
gyakorolt jelentds hatast a szelektivitasra és a felbontdsra. Ezen eredmények
hangstlyozzak, hogy az adalék helyes megvalasztasaval a visszatartas optimalizalasa
lehetséges anélkiil, hogy a szelektivitast vagy a felbontast jelentdsen megvaltoztatnank.

A PS alapu allofazisok esetében az adalékok csak kis mértékii hatast gyakoroltak a
kromatografids paraméterekre az ATO ¢és ABA mintavegyliletek enantiomereinek
elvalasztasakor. Azonban a két leginkabb bazikus ABA monoterpénszarmazék
enantioszelektivitdsa jelentdsen romlott az elvalasztds soran, amikor csak hangyasav
adalékot tartalmazott a mozgdfazis mind NPM-ben, mind polaris-ionos modban
képzddésével értelmeztiik. Ezen eredmények az adalékok hatasanak a mintavegyiiletek
sav-bazis tulajdonsagaitol vald fiiggését jelzik. A tobbi mintavegyliilet esetében az

adalékok hatédsa elhanyagolhatonak bizonyult a PS alapu allofazisok esetében.



I11) Szerkezet-retencios kolcsonhatasok vizsgalata

A trifluormetil-csoport jelenléte az FBP mintavegyiileteken az enantioszelektiv
kolcsonhatasok intenzitasanak csokkenéséhez vezetett az ioncserélo allofazisokon
MeCN-gazdag mozgofazisokban. A PS alapu alléfazisokon a retencios tényezé az
ATO mintavegyiiletek szamolt térfogataval aranyosan valtozott. Az amiléz alapu
allofazisok osszességében jobb teljesitményt mutattak. A ,,coated” tipusu PS alapu
allofazisok hasznalata kétkomponensii mozgofazissal Kkiilonos koriiltekintést
igényel.

A trifluormetil-FBP a tobbi FBP vegyiilettél eltéré tulajdonsagokat mutatott
nagyobb MeCN arany esetén, ami arra utal, hogy a fenilgytrtn 1évé trifluormetil-csoport
jelentdés hatassal van az enantioszelektiv kolcsonhatdsok kialakuldasara. Az EEO
mindegyik FBP vegyiilet esetén R < S volt a ZWIX(-) és S <R a ZWIX(+) allofazison.
A kromatografias paraméterek jellemzéen nagyobbak voltak a ZWIX(-), mint a
ZWIX(+) allofazison.

Az amildz alapu all6fazisok 6sszességében jobb teljesitményt nytjtottak az ATO és
ABA mintavegyiiletek enantiomereinek elvalasztasa soran, fiiggetleniil az alkalmazott
kromatografids modtol. Ezen vegyliletek esetén az EEO latszolag rendszerteleniil
valtozott. A PS alapt all6fazisokon a retencios tényezo6 a vizsgalt ATO mintavegyliletek
szamolt térfogataval aranyosan valtozott NPM-ben, ezzel szemben POM-ban a
mozg6fazis anyagi mindsége valtozatos hatast fejtett ki a kromatografias paraméterekre,
még szerkezetileg hasonlo vegyiiletek esetén is. A kétkomponensii eluenselegyek hatasai
tovabbi vizsgalatokat igényeltek feltételezhetden a PS lancok magasabb rendii
szerkezetének valtozasai altal okozott kiilonos retencidos anomalidk miatt, melyek fokeént

a ,,coated” tipusu allofazisokat érintették.

IV) A hiszterézis jelenségének vizsgalata

Hiszterézis jelenlétét figyeltem meg szamos esetben PS alapu allofazisok
alkalmazasakor az ABA mintavegyiiletek enantiomereinek elvalasztasakor.
A PrOH-t tartalmazé kétkomponensi ecluensrendszerek mutattak a legnagyobb
eltéréseket a kromatografias paraméterekben az adott eluensosszetétel
szemléletes és osszehasonlithato modon torténé megjelenitése érdekében a

szakirodalomban el6szor vezettem be a szelektivitas hiszterézisének logaritmikus

s rer
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A PS alapu allofazisok hiszteretikus viselkedését szamos esetben megfigyeltem az
ABA mintavegyliletek enantiomereinek elvalasztasakor, ezek koziil tobb esetben az EEO
iIs megfordult. A hisztereticitas (v) a retencids tényez6 hiszterézisét irja le, értékét
befolyasolja az adott eluensosszetétel elérése eldtti allapot, azaz az Osszetétel
valtoztatasanak iranya szerint definidlhatjuk. A hiszterézis, mint jelenség meglétének
eldontése érdekében egyszertsitett konfidencia intervallumokat szamoltam ki a
hisztereticitas értékekre. A szelektivitas hiszterézise log(va/ve) formaban szemléletesen
¢s 0sszehasonlithatd modon bemutathat6. Ezen eredmények felhasznéalédsaval informacié
nyerhetd az egyes enantiomerek hiszterézishez vald szazalékos hozzajarulasarol.
Kutatocsoportunk volt az elsé, amely javasolta ezt az 0j értékelési modszert a hiszterézist
leird paraméterekre, mely magaba foglalja a konfidencia intervallumok szamolasat, a
szelektivitas hiszterézisének meghatarozasat, az enantiomerek hiszterézishez vald
szazalékos hozzajaruldsdnak szamoldsat, valamint a logaritmikus megkdzelitést, amely
végsd soron lehetévé teszi a hiszterézis-szerkezet Osszefiiggések megallapitasat.
Hiszterézist legnagyobb mértékben POM-ban figyeltem meg az 1- vagy 2-PrOH-t
tartalmazd kétkomponensti eluensrendszerekben, mig MeOH, EtOH és MeCN
jelenlétében altalaban mérsékelt vagy kis mértékli hiszterézist tapasztaltam.
Eredményeim alapjan elmondhato, hogy altalanossagban kis mértékii hiszterézis varhato
NPM-ben, celluléz alapt alléfazisok, valamint immobilizalt tipusu all6fazisok esetén.
Eredményeim alapjan kijelenthetd, hogy a hiszterézis nemkivanatos hatasai a kolonna

megfeleld kondicionalasaval elkeriilhetoek.

V) A hémérséklet hatasanak vizsgalata

Az FBP és ATO mintavegyiiletek enantiomereinek elvalasztasakor a
homérséklet novelése minden esetben kisebb retencios tényezéket eredményezett,
legtobb esetben a szelektivitasok is csokkentek, ami arra utal, hogy az elvalasztasok
entalpiavezéreltek voltak. A szamolt latszolagos termodinamikai paraméterek
alatamasztottak ezt a feltételezést.

A homérséklet elvalasztasra gyakorolt hatasat mindkét allofaziscsoport esetében a
10-50 °C hoémérséklettartomanyban vizsgaltam. A latszolagos termodinamikai
paramétereket a van't Hoff egyenlet segitségével szdmoltam ki. A van't Hoff dbrazolas
értékelésében segitett az ilyen célra ritkan alkalmazott konfidencia intervallumok
meghatarozasa. A retencids tényezd minden esetben, mig a szelektivitas a legtobb

esetben csokkent a hémérséklet novelésével. loncseréld allofazisok esetén mind a
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A(AH®), mind a 4(45°) értékek szilk tartomanyban valtoztak. Ez alapjan kijelenthetd,
hogy az ikerionos allofazisok esetén az FBP mintavegyiiletek szerkezeti sajatossagai
befolyasoltak dontden a termodinamikai jellemzdket. Egyértelmi Osszefiiggést talaltam
az eluens MeCN-tartalma és a termodinamikai paraméterek valtozasa kozott. Az egyes
enantiomerparok elvalasztasara jellemzo6 termodinamikai paraméterek tovabbra is sziik
tartomanyban valtoztak, kivéve a trifluormetil-csoportot tartalmazé FBP-6 vegyiilet
esetén, melyre meghatarozott szelektivitas nem valtozott szamottevéen a homérséklet
valtoztatasanak hatasara ZWI1X(+) kolonnan 100% MeOH mozgofazist alkalmazva, mig
az Osszes tobbi elvalasztas entalpiavezérelt volt.

Az ATO mintavegyiiletek latszolagos termodinamikai paraméterei nagyobb
valtozatossagot mutattak, ezzel egylitt szerkezetilk is eltérobb volt, mint az FBP
mintavegylileteké. Ezen elvalasztasok tobbsége entalpiavezérelt volt. Az amiloz alapt
allofazisok negativabb A(AH®) és A(4S°) értékeket mutattak, mint a celluléz alapuak. A
kiilonboz6 fenilkarbamat szelektorok termodinamikai jellemzésekor csak kisebb

eltérések mutatkoztak.
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