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1. BEVEZETES

A gy6gyszerek kiralitdsa napjainkban f6 kutatdsi feladat a gydgyszermolekuldk
tervezésében €s fejlesztésében. Az emberi szervezetben lejatszodo fizikai €s kémiai
folyamatok sordn a bejuttatott kirdlis gydgyszermolekula aszimmetrikus bioldgiai
makromolekuldkkal keriill kolcsonhatdsba €és ez a kirdlis kornyezet képes
megkiilonboztetni az enantiomereket. Az enantiomerek hatdstani tulajdonsagai,
Ugymint farmakodinamikai, farmakokinetikai, lebomldsi és fehérjékhez kotddési
hatdsuk gyakran eltérd. Az alkalmazott terdpids hatdsért felelos enantiomer, az
eutomer mellett jelenlévd masik izomer, a disztomer csak idedlis esetben inaktiv.
Szédmos példa bizonyitja, hogy a disztomer mutathat:

J azonos farmakoldgiai hatést, de nagyobb toxicitést,
/ mds farmakolGgiai hatdst vagy
/ antagonizmust.

Ennek kovetkezményeként a gyogyszerhatéanyag enantiomerek
megkiilonboztetése és elvdlasztdsa elengedhetetlen feladat. Az enantiomer
tisztasdganak ellendrzésére megbizhatd, pontos €s robosztus modszerre van sziikség.
Analitikai moédszerek koziil a kirdlis nagyhatékonysdgu folyadékkromatografia
(HPLC) a legszélesebb korben alkalmazott moddszer, amely a fent emlitett

kovetelményeknek megfelel.

2. CELKITUZES

Munkdm sordn célul tliztiik ki folyadékkromatografids modszerek fejlesztését
kiilonbozd bioldgiai és gydgyszeripari szempontbdl fontos vegyiiletek elvalasztisira
Uj fejlesztést kiralis kolonndkon. Vizsgdlni kivantuk:

/ aromds f3-laktdm enantiomerek elvélasztdsat makrociklusos glikopeptid
alapu Chirobiotic T és Chirobiotic TAG kirdlis 4ll6fazisokon,

/ kondenzalt gylir(is 3-laktdm és 3-aminosav enantiomerek elvalasztasat
makrociklusos glikopeptid (Chirobiotic T, TAG, V, VAG és R) és
ciklodextrin (Cyclobond DMP) oszlopokon,
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/ 3-arilszubsztitudlt, alifds és aliciklusos #°—aminosav enantiomerek
folyadékkromatografias elvélasztasat (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-
tetrakarbonsav szelektort tartalmazé koronaéter allofazison,

/ alifds és aromds *-aminosav enantiomerek elvélasztasat médositott
koronaéter alléfazison.

Célul tlztik ki, hogy kozvetlen kiralis folyadékkromatografias elvalasztasok
sordn, a vizsgdlt vegyiiletek és a kirdlis szelektorok szerkezetének ismeretében, a
kromatogrifids koriilmények véltoztatdsdval befolydsoljuk az elvalasztist és a
kromatogrifids paraméterek véltozdsanak nyomon kovetésével értelmezni kivantuk
az eluens mindségének €s Osszetételének, a hdmérsékletnek és a vizsgdlt vegyiiletek
szerkezetének hatésat a kirdlis megkiilonboztetési folyamatokra.

Tovabbi célunk kozott szerepelt tomegspektrometrids modszer alkalmazisaval
aromds f3-aminosav enantiomerek kirdlis megkiilonboztetési mechanizmusanak

tanulmédnyozdsa.

3. ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

3.1. Folyadékkromatografias modszerek
A kozvetlen kirdlis folyadékkromatografids vizsgdlatok sordn tobb tipusu kirdlis

allofazist alkalmaztunk, ezek kozott volt makrociklusos antibiotikum, f-ciklodextrin

/////

A vizsgélatok sordn alkalmazott folyadékkromatograf a kovetkez6 egységekbdl
épiilt fel: Waters 1525 binaris HPLC-pumpa, 2487 kétcsatornds UV-VIS detektor,
Breeze adatfeldolgoz6 rendszer (Waters, Milford, MA, USA), Rheodyne 7125 20 ul-
es mintaadagold (Cotati, CA, USA), MK 70 termosztit (Mechanik Priifgerate
Medlingen Németorsz4ag).

3.1.1. Vizsgadlt vegyiiletek
/S 4-arilszubsztitualt 3-laktamok,
/ kondenzlt gytir(is 3-laktdmok,

/ kondenzilt gyliriis f-aminosavak,
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/ aromds f3’-aminosavak,

/ alifés és aliciklusos #*-aminosavak,

/ alifds f*-aminosavak,

/ aromds és heterociklusos °-aminosavak
3.2. Gazfazisu kiralis megkiilonboztetés

A f-aminosavak gdzfizisu kirdlis megkiilonboztetés folyamatinak vizsgélata
Cooks kinetikai médszer alapjan ioncsapda tomegspektrométerrel tortént a-aminosav
referencia enantiomerek segitségével.

A  mérésekhez Bruker Esquire 3000 plus kvadrupol-ioncsapda (QIT)
tomegspektrométert és Bruker Daltonics Compass 1.1 MS vezérlo €s adatfeldolgozo
szoftvert alkalmaztunk (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Németorszag).

3.2.1. Vizsgalt vegyiiletek

/ aromds /3’-aminosavak.

4. Eredmények

Munkdnk sordn f-laktdim, -, f°- és /¥’-aminosav enantiomerek kirlis
folyadékkromatografids  elvalasztdsdra dolgoztunk ki  moddszereket illetve
tanulmadnyoztuk /3’-aminosav enantiomerek gdzfizisi kirdlis megkiilonboztetési
folyamatat.

1. Hét aromds f-laktdm enantiomerjeit makrociklusos glikopeptid alapi
Chirobiotic T és TAG kirdlis 4ll6fazisokon vélasztottuk el. Osszehasonlitva a két
oszlopot, Chirobiotic TAG esetében nagyobb szelektivitdsi tényezd és felbontds
értékeket kaptunk. Vizsgélataink kitértek az eluensosszetétel é€s a hdmérséklet
valtozasdnak a kirdlis elvélasztidsra gyakorolt hatdsdra. Megallapitottuk, hogy a
szerves komponens novelésével jelentdsen csokkent az enantiomerek visszatartdsa
mind a két all6fazison. A szelektivitdsi tényez0 enyhe maximum gorbe szerint
véaltozott, a felbontds 100% MeOH esetén volt a legjobb. Az elvédlasztds sordn
enantiomerek eluciés sorrendjét is meghatdroztuk, egységesen S<R sorrendet

kaptunk.



2. A kondenzalt gylirlis -laktdm és f-aminosav enantiomerek elvdlasztasat ot
makrociklusos glikopeptid alapd teicoplanin (Chirobiotic T), teicoplanin aglikon
(Chirobiotic TAG), vankomicin (Chirobiotic V), vankomicin aglikon (Chirobiotic
VAG), ristocetin A (Chirobiotic R) és 3,5-dimetilfenilkarbamoil f3-ciklodextrin
(Cyclobond DMP) kirdlis szelektort tartalmazé kiralis all6fazisokon oldottuk meg. A
vizsgalatok forditott fazisd, poldris-szerves €s poldris-ionos koriilmények kozott
torténtek. A makrociklusos glikopeptid szelektorok koziil a Chirobiotic TAG
esetében kaptuk a legnagyobb szelektivitas és felbontds értékeket. Az elvélasztasi
tényezOkbol szamolt Apag.TA(AG®) értékek jol mutattdk, hogy Chirobiotic T esetében
a szelektoron taldlhatdé cukorrészek kedvezdtleniill befolydsoltdk a kirdlis
megkiilonboztetést. A Cyclobond DMP oszlop mind forditott, mind normal fazisban
igen jo elvélasztdst mutatott a [-laktdmok esetében. Az enantiomerek -eldcids
sorrendje meghatdrozasra keriilt, a kiilonboz0 all6fazisokon a hdrom f-aminosav
esetén elucids sorrendvaltozast figyeltiink meg.

3. A (+)-(I18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav Kiralis szelektort tartalmazoé
koronaéter  dlléfazison - és  f-aminosav  enantiomerek  elvélasztasat
tanulmanyoztuk. Az elsé vegyiiletcsoport tizendt 3-aril-szubsztitualt f—aminosavat
foglalt magédban. Az eluensosszetétel vizsgalatakor a mozgéfazisban a MeOH-
tartalom novelésével nott a visszatartds, azonban ez a hatds kedvezotleniil
befolydsolta a kirdlis megkiilonboztetési folyamatot, kisebb szelektivitds és a
felbontds értékeket eredményezett. A mozg6fazishoz adagolt sav koncentricidjanak
novelésével jelentSs retencidesokkenést tapasztaltunk, amit a f3’-aminosav és a
szelektor karboxilcsoportja disszocidcidjdnak visszaszoruldsdval és a savbdl
szarmazd anion ellenion hatdsival értelmeztiink. A vegyiiletek szerkezetének és a
kromatografids viselkedésének kapcsolatit vizsgdlva az aromds gylri{in para-helyzeti
F-, Cl-, Br- és CFs-szubsztitucid novelte a visszatartast, a szelektivitast és a
felbontdst. A metoxi- és metilcsoport nem, vagy kis mértékben csokkentette a kirdlis
szelektivitdst. A szubsztituensek helyzetét vizsgilva, a meta- és a para-helyzetii
szubsztitucié bizonyult a legkedvezObbnek, mig az orto-szubsztitudlt vegyiiletek
enantiomerjei, valosziniileg sztérikus gatlds miatt, nehezen voltak elvalaszthatok. Hat
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vegyiilet esetében az enantiomerek elicids sorrendje is meghatdrozdsra Kkeriilt,
egységesen R<S sorrendet eredményezve.

4. Az alifds és aliciklusos f"—aminosav enantiomerek elvalasztisdnak médszerét
szintén (+)-(18-korona-6)-2,3,11,12-tetrakarbonsav kirélis szelektort tartalmazoé
koronaéte allofazison dolgoztuk ki. Az eluensdsszetétel hatdsdnak vizsgalatakor a
mozgo6fazis nagyobb szerves modositd tartalma nagyobb visszatartast, szelektivitast
és felbontdst eredményezett. Vizsgédltuk az eluensben alkalmazott alkoholok
szénatomszamanak hatdsat és egységesen a hosszabb szénldncu alkoholok esetében k’
novekedést tapasztaltunk. Az alkoholok szénatomszamanak hatdsa a kirdlis
megkiilonboztetési folyamatra nem volt egyértelmii, ugyanis az etanol esetében
kaptuk a legnagyobb « értékeket. A visszatartdsban €s a kirdlis megkiilonboztetési
folyamatban az aminosavak nagyobb térkitoltésii alifds oldalldncai jelentdsen
csokkentették az enantiomer-koronaéter komplex stabilitdsat, kisebb retenci6t
eredményezve, azonban a kialakulé gyengébb nemkirdlis kolcsonhatisok nem
csokkentették az enantioszelektivitdst, a kisebb retencids faktorok ellenére a két
enantiomer kolcsonhatdsa kozti kiilonbség megmaradt. Egységesen S<R eldcids
sorrendet kaptunk.

5. Az alifds és aromds f’-aminosav enantiomerek elvalasztdsdra mddositott
(endcapped) 4ll6fazison dolgoztunk ki mddszereket. Az eluensdsszetétel
vizsgalatakor megéllapitottuk, hogy a szerves komponens mindsége és mennyisége
eltér6 médon befolydsolta az alifds és aromds oldalldncd enantiomerek elvélasztdsat.
A mozgoéfazisban 1évé sav mindsége és koncentrdacidja csak a nem kirdlis
kolcsonhatasok kialakitdsara volt jelentds hatdssal. A visszatartds a /3’ -aminosavaknal
tapasztaltakt6l eltéréen mind az alifds, mind az aromds oldalldncot tartalmazd
vegyiiletek esetén a szénatomszdm novekedésével nott. A kirdlis megkiilonboztetési
folyamat és az enantiomerek szerkezete kozotti kapcsolat  vizsgalatakor
megéllapitottuk, hogy az aromds gylri meghatdrozé a kirdlis kolcsonhatdsok
kialakitdsaban, tovdbb a meta-helyzetli szubsztiticié esetében nagyobb szelektivitds
és felbontds értékek voltak megfigyelhetdk. A hOmérséklet szerepét vizsgilva az
enantiomerek elvalasztisa soran, hasonléan az eluens Osszetétel hatasanak
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tanulmdnyozdsakor itt is egymdstol eltérd viselkedést figyeltiink meg az aliféds és az
aromds f3*-aminosavak kozott.

6. A f3’-aminosavak gazfazisu kirdlis megkiilonboztetési folyamatat ioncsapda
tomegspektrométerrel  vizsgaltuk, o~aminosav referens enantiomerek (ref)
segitségével, amelyek a Cu" és Ni" kdzponti fémiont tartalmazd [MH(ref)z(AR vagy
s)—H]" trimer komplexekben a kirélis kdrnyezet megteremtéséhez sziikségesek (ahol:
»A” vizsgdlt f-aminosav). Megallapitottuk, hogy a fenilcsoportot tartalmazd o-
aminosav enantiomerek azon f’-aminosavak esetében voltak hatékonyak, amelyek
kirdlis szénatomjdhoz szintén fenilcsoport kapcsolddott. Hasonlé 0Osszefiiggést
taldltunk a benzilgyliriit tartalmazé referencia enantiomerek és a szintén benzilgytrtit
tartalmazé f3’-aminosavak kozott. A vizsgdlt f’-aminosavak aromds gyfir(ijén
taldlhaté szubsztituens tulajdonsdgdnak és helyzetének a kirdlis szelektivitdst
befolydsolé szerepe erdsen fiiggtt az alkalmazott referencia enantiomertdl. A
komplex kozponti fémion tulajdonsigdnak a kirdlis szelektivitdsdban betoltott
szerepét Cu™ és Ni' komplexek példdjan mutattuk be. Az (S)-2-amino-2-
fenilecetsav  és  (§)-2-amino-2-(4-hidroxifenil)ecetsav  referencia aminosavak
alkalmazésakor [Cu'(ref)(Ag vagy s)—-H]" komplexben 1év6 Cu™ion redukcidjat
figyeltik, amely az MS/MS mérés sordn [Cu'(ref)(Ag gy s)T komplexet
eredményezett. A Cu'—Cu' redukcié hdtterét rezonancia-szerkezetek segitségével

vizsgaltuk.
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