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Ciklodextrinek, mint kiralis szelektorok
alkalmazasa a CE-ben
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Cb mamsemcsey  ElEKErOforézis torténeti fejlodése

> 1925-1930 Tiselius (1948 kémiai Nébel dij) : folgkdazisu
elektroforézis készulék fehérjék elvalasztasara

> 1950-1960: - szintetikus polimerek (poliakrilamicak
bevezetése

- készlilékek, segédberendezések fejlesztése
> 1980: elérhetve valnak a kis atméja kvarckapillarisok —
Jorgenson és Lukacs elkészitik az déiapillaris elektroforézis
készulléket

> 1990: kapillaris elektroforézis (elektrokromatoggiaj
modszerek fejlesztése

Gyelolag
Cb ey Kapillaris elektroforetikus

modszer |.

> elektromos térben az EOF kialakulasa
oldott anyagok kiilénbiz a ﬁ"f E B
sebeséggel vandorolnak

(9/m)
» vékony (25-7Hm)

kapillaris

» elektroozmotikus aramlas
(EOF) jelenlétében

» elektroozmotikus aramlas

(EOF) lehetvé teszi
anionok és kationok
egyideji meghatarozasat

Gretolag

5 e ey CE KESZUIEK Vazlatos felépitése

73um X 60 cm constant temperature
Silica Capillary compartment, 20 - 30° C
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Cb ey Aramlasi profil: CE vs. HPLC

Az aramlasprofil keresztmetszete
Elektroozmotikus Aramlas (CE)

EOF

—> [

Az aramlasprofil keresztmetszete
Hidrodinamikus Aramlas (HPLC)

Nyomas |:>
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ml'ufb Elektroforézisen alapulé eljarasok

Osszefoglalasa

Médszer Kapillaris Az elvélasztas alapja | Alkalmazasi lehebségek|
Kapillaris maodositott / nem ionmozgékonysag sokréti alkalmazas
zbnaelektroforézis (CZE| madositott

Micellaris nem modositott | az elektrolit és a micellak sokréti alkalmazas
elektrokinetikus kozotti megoszlas
kromatografia (MEKC)
Kapillaris maodositott és a részecskék fehérjék molekulaméret

gélelektroforézis (CGE)

toltott

elektroforetikus vandorlas
és a kézeg molekulasz
hatasa

szerinti elvalasztasa

Kapillaris izoelektromos|
fékuszalas (CIEF)

maodositott / nem
madositott

izoelektromos pont

amfoter sajatsagu anyago
elvalasztasa

Kapilléris izotachoforézis nem mddositott ionmozgékonyséag hig oldatok dusitdsa a CZH
(CITP) megebzsen
Kapillaris toltott kapillarisok | elsisorban az alléfazissal|  Altaldban megegyezik a

elektrokromatografia
(CEC)

tortérs kolcsonhatasok

HPLC-nél ismertekkel

Gyelolag
C ey A KapIll @ris elektrofor ézis analitikai

kémiai alkalmazasai

Kisméretii ionok: Nagyméreti ionok:

> Szervetlen anionok és kationok > Fehérjék
> Szerves anionok és kationok > Nukleinsavak és
> Alkoholok, fenolok, szénhidratok _ ragmenteik
. . » Virusok és sejtek

» Aminosavak, peptidek, . .

. . » Nanorészecskék

oligopeptidek

» Nukleozidok, nukleotidok
> Vitaminok, toxinok
» Novényvédszerek,

gyogyszerhatéanyagok
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Cb e e sy KAPIN @S €lektrofor €zis

> nagy felbontéképesség (N >101(F)
» rovid analizis id (alt. 30’, de akéar 5’ alatt)

) ] ) ) ) Gyors,
> széles kdrben valtoztathatd paraméterek Egyszeli
(pH, c(puffer, adalékok), ionésség, T, U) Olcso

» gyors moédszerfejlesztés (kond.: 2-10"

> egyszeii mintaebkészités

» kicsiny mintaigény (injektalva 1-50 nl)

> hidrodinamikus és elektrokinetikus injektalas

> vizes vagy nemvizes puffer

» magas szititautomatizaltsag (replenishment)

» UV detektélas kapillarisban (v. indirekt, F, LIFmm., Vez.kép., MS,)

Getolag
Cb o Kir alis kapill aris elektrofor ézis
(vagy elektrokinetikus kromatogr afia)

» Gyors, egyszérés olcso analitikai modszer.

> Kirdlis szelektorok: ciklodextrinek, koronaéterek,
makrociklusos antibiotikumok, fehérjék, micellak

> A ciklodextrinek és szarmazékaik a leggyakrabbkalalazott
kiralis puffer adalékok.

» Tobb mint 1300 publikacié alkalmaz ciklodextrineket
kapillaris elektroforézisben (utébbi 15-20 év).

> Nagy és novekvszami KIRALIS SZELEKTOROK
» Enantiomerarany és kiralis nyomszennyezés meghaiiroz
» Enantiomersorrend megvaltoztatas

Geiolag
5 _A kiralis kapillaris elektroforezis alkalmazasi

teruletel

» Enantiomerek elvalasztasa fontos kulortbbologiai
aktivitasuk miatt

» Az enantiomerek szelektiv elvalasztasara folyanaatos
novekszik az igény a tudomany és az ipar teriletén:

» természetes kiralis anyagok analitikaja

» enantioszelektiv szintézisek analitikaja

» gyogyszerhatdéanyagok (pl. profének, béta-blokkerek)
» farmakokinetikai vizsgalatok

» agrokémiai anyagok (pl. herbicidek)

Cretolag
Cb e, Ciklodextrinek, mint kiralis
szelektorok

3
(HO)n (OH) n=6(a); 7(B);8(y)

> ciklikus, nem-redukal6 oligoszacharidok

» a-, B-ill. yCD-ket kiilonboztetliink meg

» molekula két peremének hidrofil jellege miatt a €[B!
oldédnak vizben (kivéve [3CD)




Cyerolas
Cb me ereinsentn compamy C1KIO A EXEFINEK €S CD szarmazékok
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Zarvanykomplex-képzeés

csoportositasa
Ciklodextrin |Elvalaszthatd Ciklodextrin > ciklodextrinek altalaban 1:1 aranyu (diasztereomert)
toltése enantiomer | szarmazékok zarvany-komplexeket képeznek
sem|eges ionos G-,B-,y—CD, > Kass: 10 — 10000 M
acetilezett,
DIMEB,
TRIMEB ® L
negativ ionos karboxi-alkil, L
és semleges szulfatalt,
foszfatélt ;s
pozitiv ionos amino: pri., szek., @ + é K ° ®
és semleges terc., kvat. dis é
A szarmazékolas célja: gazdamolekula vendégmolekula komplex
- a stabilitasi allandé megvaltoztatasa
- a ,belsy” szelektivitas novelése R clo=llando
Kgis disszociacios allando
- a mozgékonysag-kulénbség novelése a szabad édekatiormak kdzott
Creiolag A kirélis elvalasztas Evciolas
Cb kovetelményei 5 s oS Z0lAGOS komplex-stabilitasi allandok
cna A meghatarozasa
Kiindulas: MR = Us= Hiree
CD tipusu szelektor hozzaadasaval a mozgékonysagHbsa: Hi - Miee + p‘cplx K[CD]
g =
© 1+ K[CD]

Au:’ueﬁ _,Ueﬁ = [CD](lufree_:ucplx)(KS _KR)
" ) 1+[CD](KR+KS)+KRKS[CD]2
Két feltételnek kell teljesiilnie:

1. -legaldbb az egyik enantiomer esetén legyen:
Mfree Z Hcplx

2. - akomplex-stabilitasi allandoék kiilénbdzzenek:
Ks # Kgr

Mg s free NEM komplexalt enantiomerek mozgékonysaga
Mg KOmMplexalt enantiomer mozgekonysaga

Mg, S enantiomerek effektiv mozgékonysaga

Ko Kg: enantiomerek stabilitasi allandoi

Linearizacié (x-reciprok modszer):

(p'ieff ~ ufree) —

[CD] _ K( uieﬁ . ufree ) + K( p‘cplx - I"lfree )

Abrazolas:

(p-ieff B |J~free) versus (“ieﬁ — ufree)
[CD]




Cyerolap
C e crseniin comsry A \NTEN-fEl€ MOZQgEkonysag-kulonbség
elmélet
opt __ 1
[CD]A“ B K K 2,5E-06
R'S
2,0E-06 J ‘A maximum eltolodik
Kass [CD] opt “; 1,5E-06
£ =
1000 M1 1mM S:Z 1.0E-06 §:
100 Mt 10 mM < 2
5,0E-07 - N
10 M1 100 mM ~
0,0E+00 ‘ ; ; ; :
0 002 004 006 008 01
Concentration of selector (mM)

Wren S.A.C. és Rowe R.C.:
J. Chromatogr. 603 (1992) 235-241.
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pH kivalasztasa:

- bazis:pH2.5-3
- sav: pH > pK,
- semleges: pH 2.5, 7.2,9.2

Egyféle CD-t tartalmaz6 rendszerek:

- a harom nativ CD (@, B ésy) négy-négy koncentracio pontban (Uregméret
kélcsdnhatas vizsgéalatok)

- a latszélagos stabilitasi allandék meghatarozasa néhary koncentracio
pontban (ha sziikséges)

- semleges CD szarmazékok (HP, acetil, metil)
1-3 koncentracié pontban

- ionizalhaté CD szarmazékok (CM, amino, szulfat stb.)
1-3 konc. pontban

Optimalizélas (pH, konc., puffer, Bmérséklet stb.)

CD-ek kombinélasa (dual rendszerekyagy masik pH-an eloldl

)
Nt Five Cyclodestrin Campany

:mmb Semleges ciklodextrin, mint kiralis szelektor

pH=2,5 (15 mM foszfat puffer)

%) s R
75 mM AN Rs=2.09

50 mM

25 mM
10 mM
5mM
H
COOCH 4
0mM J\ vinkadifformin

t
10 15 20 25 30 (perc)

-
i

N Z

gmmb Kationos ciklodextrin, mint kiralis szelektor
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cig,~ VH,),

HDMApBCD

c@) <3

40 mM bérsav, 40 mM ecetsav és

40 mM foszforsav puffer

1:2:2 aréanyban (Britton-Robinson) pH=5
5 mM HDMABCD
(heptakis(2,3-dimethyl-6-amino-6-deoxfjeyclodextrin | (OMe),  (OMe),

Mandula sav o
o R5=2.26 Ketoprofen| S
.

vat =] Q
| u
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75 mM boérsav pH=9.0 30 mM @GED

DADI A, 5ig=200,10 Ref=o0ff (D7HPCHEMDATAZO0GIKIR. D)
mA

i COCH

treo-beta-metil-triptofan enantiomerek CH 3

Iz

EOF

Gyetolag
Cb Dual rendszer alkalmazasa

semleges+ionos ciklodextrin egyuttes alkalmazasa

POTA 52 o
mA
D-Nateglinide
35
40 mM NaH2PO4 / NaOH, pH 7.2, +17.5kV
30 mM CMBCD 5 mM RAMEB (DS~12)
Rs=2,35
2]
CHy
P
H3C’
51 NH
O L-Nateglinide
of
m




