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Toum x 60 cm constant temperature
Silica Capillary compartment, 20 - 30°C

. uv detection

'&I;ac-tra.lyte high voltage
sample & power Supply
standards 0 -30KV
Kapillarys feldolgozo
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EOF kialakulasa

A latszolagos
mozgekonysag

Az EOF és a latszolagos
mozgékonysag
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Elektroforézisen alapulo eljarasok

) rre crctosestin company Osszefoglalasa
Modszer Kapillaris Az elvalasztas alapja | Alkalmazasiéhetségek
Kapillaris modositott / nem lonmozgékonysag sokréalkalmazas

zb6naelektroforézis (CZE

)

modositott

Micellaris
elektrokinetikus
kromatografia (MEKC)

nem modositott

az elektrolit és a micella|
ko6z6tti megoszlas

k

sokréti alkalmazas

Kapillaris
gélelektroforezis (CGE)

modositott és
toltott

a részecskék

elektroforetikus vandorlasg

és a kdzeg molekula®s
hatadsa

fehérjék molekulaméret
szerinti elvalasztasa

Kapillaris izoelektromos
fokuszalas (CIEF)

modositott / nem
modositott

izoelektromos pont

amfoter sajatsagu anyag
elvalasztasa

ok

Kapillaris izotachoforézis nem maddositott lonmozgeékonysag hig oldatok dusa&SaE-t
(CITP) megebzsen
Kapillaris toltott kapillarisok | elssorban az alléfazissal|  altalaban megegyezik a

elektrokromatografia

(CEC)

tortérs kdlcsdnhatasok

HPLC-nél ismertekkel




Evciolag
C5 Kapill aris elektrofor ezis

> nagy felbontoképesség (N >%101(F)
» rovid analizis i@ (alt. 307, de akar 5’ alatt)

> széles korben valtoztathat¢ sterek Gyors,
szeéles korben valtoztathatd paramétere Eqyszer)
(pH, c(puffer, adalekok), ionésség, T, U) Olcso

» gyors modszerfejlesztes (kond.: 2-10")

> egyszeil mintaebkeszites

> kicsiny mintaigény (injektalva 1-50 nl)

» hidrodinamikus és elektrokinetikus injektalas
» Vizes vagy nemvizes puffer

» magas szirit automatizaltsag (replenishment)

» UV detektalas kapillarisban (v. indirekt, F, LIFmp., Vez.kép., MS)



HEATITT
C5 o e A KapIll @ris elektrofor ézis analitikal

kémial alkalmazasai

Kisméret ionok: Nagymeéretl ionok:

> Szervetlen anionok és kationok » Fehérjék
> Szerves anionok és kationok > Nukleinsavak es
> Alkoholok, fenolok, szénhidratok  ragmentjeik

» Virusok es sejtek
» Aminosavak, peptidek, |u . J,
. . » Nanorészecskék
oligopeptidek

» Nukleozidok, nukleotidok
> Vitaminok, toxinok

> Novenyvédszerek,
gyogyszerhatdéanyagok
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C5 e o ey IKIF @IS Kapll @ris elektrofor ézis

» Gyors, egyszédrés olcso analitikai modszer

» Kiralis szelektorok: ciklodextrinek, koronaéterek,
makrociklusos antibiotikumok, fehérjék, micellakzasmuk
egyre novekszik

> A ciklodextrinek es szarmazekaik a leggyakrabb&aladazott
kiralis puffer adalékok.

» ToObb mint 4000 publikacio alkalmaz ciklodextrineket
kapillaris elektroforézisben (utdébbi 15-20 év).

» Enantiomerarany es kiralis nyomszennyezes meglzasro
» Enantiomer sorrend megvaltoztatas



".-J' The Oyclodexinn Compainy

Ereiolas . g .
- 5 A kirdlis kapillaris elektroforézis
alkalmazasi teruletei |.

» Enantiomerek elvalasztasa fontos kuloriblbmldgiali
aktivitasuk miatt

» Az enantiomerek szelektiv elvalasztasara folyanaatos
novekszik az igeny a tudomany és az ipar teruletén:

o termeészetes kiralis anyagok analitikaja

e enantioszelektiv szintezisek analitikaja

e gyogyszerhatoanyagok (pl. profének, beta-blokkosbh,)
o farmakokinetikai vizsgalatok

» agrokemiai anyagok (pl. herbicidek)



Eresolag .. .
- fb A kirdlis kapillaris elektroforézis
. alkalmazasi teruletei II.

p Fihve Cyclode s brin Coampainy

» Enantiomerek elvalasztasa egye
Ipar- es tudomanyteruleteken:

» Kozmetikai ipar (illatszerek, o
parfimok) e

o Elelmiszeripar (bakterialis
fertozések)

« Kornyezetvédelem (szennyezese e
biodegradacioja) fie :
 Regeszet (kormeghatarozas)

 Urkutatas (Murchison meteorit,
MOD I-1I-11) i

e |'”' = =
T i

Murchison meteorit



Ciklodextrinek, mint kiralis
on szelektorok

»Apolaros ureg

»Zarvanykomplex képzés

% >Felhasznalas
Ho OH ﬁ oldekonysag (+)

stabilitas (+)/(-)

biohasznosithatésag (+)

C|klodextr|n

18' peptidaggregacio (-)
mellékhatas, irritacio (-)

kiralis szelektor (+)



Cverolag
Cb e crecaenin compeny D SZAIMazekok csoportositasa

Ciklodextrin | Elvalaszthatd Ciklodextrin
toltése enantiomer szarmazéekok
semleges ionos ~a-,B-y-CD, alkil-,

hidroxialkil-, acetil-CD
negativ lonos karboxi-alkil-, szukcinil-

és semleges szulfatalt-, szulfoalkil-,
foszfatalt-CD

pozitiv loN0S amino: pri., szek., terc., kvat.,
es semlege

A szarmazekolas célja:

- flexibilis, de nem szelektiv
- a stabilitasi allando megvaltoztatasa
- a ,bel®” szelektivitas novelése

- a mozgekonysag-kilonbség novelése a szabad edekatijormak kozott



HATITT
Cb e s compeny A ZANVANYKOMplex képzes

A ciklodextrinek zarvanykomplexeket képeznek altalalan 1:1
sztdchiometriaval.

K,: 10 -10000 Nt
——
_|_ —
gazdamolekula vendegmolekula komplex

A zarvanykomplex képzés semaja: a ciklodextrin hidofob tUregeben
elhelyezked vizmolekulakat kiszoritja a hidrofob vendegmolekula



Cveiolas
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A koleszterin —B-ciklodextrin
komplex térbeli szerkezete
oldal és felulnézetidl




Cverolas
Cb v Latszolagos komplex-stabilitasi allandok
meghatarozasa

,ui — lufree T :ucplx K [CD]
& 1+ K[CD]
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Crciolas Stabilitasi allandok
Cb meghatarozasa
EOF N

(pH 9,2 Tos-Preg + HR-CD) <>
Tos-Preg HﬁgﬁLiEL
75 mM Ho o

40 mM /L A

o L

10 mM /\ /|
_CDnélkil__ /\ | | | /\

2,5 3,0 3,5 4,0 4.5 5,0 5,9
t (perc)




L‘:mlnlu
X-reciprok modszer

Iuszabad 0.4

[CD] 035 1

0.3 1
0.25 7
0.2 A
0.15 ~
0.1
0.05 -

() T T T T l l |
0.0015 0,002 00025 0.003 00035 0.004 00045  0.005

Hett — Hszabac
luszabad+ H kp|>J< [C D]
1+ K[CD]

Rundlett K. L., Armstrong D.W.: J. Chromatogr. A17@) 173-186, 1996.

lueff



Gvciola
@ B Kiralitas
100% / NH,

90%

/[k 80% « O
o 70%
[0)

o HaC OH

o =
H,C N ~ 50%
N +
z (0]

30% CH3
©/ 20%
10% AT . i W ]
0% g | pregabalin (Preg)

, 1983-198||6:__:Ii||9|£?7-ill990.l %ﬁld\?i" |19-9.5.-_1“ 'E3I|'|4_51L99-2002 _
aszpartam (Asm) 5 = N (Lyrica®)
(Nutrasweet®) A (3

CH
ak

F szitagliptin (Sgli) dapoxetin (Dpx)
vinpocetin (Januvia®) (Priligy®)



Cveiolas S , p
5 A kiralis elvalasztas

v kbvetelmenyel
Kiindulas:  Hr= Hg= Hree

CD tipusu szelektor hozzaadasaval a mozgékonysagibsag:
A,U:,L[Sff —,Ugff — [CD] (lufree_lucplx)(KS_K R) _
1+[CD](Kg +Kg) +K K ([CD]

Ket feltetelnek kell teljestlnie:

1. -legalabb az egyik enantiomer esetén legyen:
Hszabad # :ukomplex

2. -akomplexek mozgékonysagai ktlénbdzzenek:
Hs pix & Mrypix (Ks ZKR)

Ur s szabaaNEM komplexalt enantiomerek mozgekonysaga
Hoix: KOMplexalt enantiomer mozgekonysaga

tr £ enantiomerek effektiv mozgékonysaga

K, Kg: €enantiomerek stabilitasi allandoi



“'“‘“‘ff5 Az elvalasztast befolyasolo
fobb tényedk

o r Fhe Dyclodex bran Company

» Ciklodextrin koncentracio (viszkozitas, felbonté,. s
> pH (protonaltsagi allapot, EOF mobilitas)

> Alkalmazott feszltség (mobilitas)

> Puffer koncentracio (ionésséq)

» HOmeérseklet (viszkozitas, komplex stabilitas)

» Szerves adalékanyag (stabilitas, viszkozitas, apgsin

Az elvalasztas jellemzése: felbontasi ertek) (Bzelektivitas @)



Cveiolas 7 s , N ,
5 A Wren-féle mozgéekonysag-kulonbség
ot The Cyclodextrin Company elmélet

A maximum eltolodik

opt __ 1
[CD]AH - 2,5E-06 - Kgr=10
KR KS KS: 1 =
2,0E-06 3_
~ S
U 15E-06 ~
K [CD]ort 7
. i ~
1000 M 1 mM -
100 M 10 mM 3
N 0,0E+00 - \ ‘ ‘ ‘ |
10 M ! 100 mM 0] 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1
Szelektor koncentracio (M)

Wren S.A.C. és Rowe R.C.: J. Chromatogr. 603 235-2992.



GycLolag

C T — Stratégia

pH kivalasztasa:
CE - ionizalt reszecske pK,fliggd pH valasztas
bazis: pH 2.5 — 3; sav: pH > pK; semleges: pH 2.5, 7.2, 9.2

Ciklodextrin kivalasztasa:

Uregméret-fiiggés a-, 3, y~-CD szarmazékokativ, HP- vagy metil)
Szubsztituens-fliggés nativ-, semleges-, pozitiv- €s negativ CD-k
Optimalizalas:

pH, CD konc., puffer konc., mérseéklet, fesziltség, szerves adalék

CD-ek kombinalasa — dual rendszerek
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C o KONCENLFACIO fllggése
(pH=9,2 Tos-Preg + PR-CD) e

S Tos-Preg K B
50 mM PAS-CD
Rs= 0,61
25 mM PAS-CD
- l R,= 1,12
S/
4,3

En‘.l.ﬂlub Az elvalasztas CD

10 mM PAS-CD /\

Rs=1,45

4.8 5,3
t (perc)

3,3 3.8



C ... Az elvalasztas CD koncentracio
fllggeése
- (Vinkadifformin + RAMEB-CD)

-+

—  ANRe=209

e !\ i\ Rs= 1,75

e .___J\J\ _ _ ' _RS: 1,7
J\J\ L Rg= 1,12

J\[\_ A -l

1,0 15 2.0 2.5 3,0 t (perc
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GycLolag

C Az elvalasztas pH-figgése
(Dns-preg + DIMEB-CD) OO

C CH

T
i

EOF o=s=0
Dns-Preg cHy
HaC
pH=9,2 | >l R 10”0
R,=1.11
pH=7,2 ) /\ R.= 0,57
i
DH= 4,7 L R,< 0,1
3,3 3,8 4,3 4.8 53
R S
pH =25 Rs_ 3,75
28 29 30 31 32 33 34 35 36 |

37
t (perc)
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“"““‘5 Enantiomer sorrend megfordulas
o e o comnny (\finkadifformin + RAMEB/RAMEG-CD)

/5 MM RAMEB-CD

50 mM RAMEG-CD

1.5 1,7 1.9 2.1 2.3 2.5 27 2.9 t(perc)




HATITT :
C5 _ SN Szennyezésvizsgalat
(Tos-preg + PAS-CD)

CHj;

0,1% enantiomer
szennyezes

(R)
WWWWMVWWW

7,5 7,7 7,9 8,1 8,3d6 (perc)



Evciolag
C5 e DU@l CD rendszerek

» lonos + semleges/ionos CD
»> Cél: minél szélesebb ,elvalasztasi ablak” és optsab arany elérése
» lonos CD: mozgékonysag (és szelektivitas) bizteaita
» Semleges CD: szelektivitas (és mozgékonysag) hiatzs
» Alkalmazott koncentraciok:
« flggenek a stabilitasi allandoktol
* jonos CD koncentracido maximalasa

« semleges CD koncentracio beallitasa



CyeLolan
= 1)
ey | Imperanene ,screening
j The Oyclodexinn Compainy
CD Stabilitas, elvalasztas CD Stabilitas, elvalasztas
a-CD K<5 MA-8-CD K = 26 (4)
8-CD K<5
/-CD K<5 PA-8-CD K =49 (1)
HP-a-CD DS~3* =36 (2) K; =32 (3
s @) ¥ ) Suc8-CD DS~6 K<5
Rs=0,53 CM-8-CD DS~3 K =14 (2)
CM-y-CD DS~3 K=7(1)
HP-8-CD DS~3 K =34 (5) Ky =13 (4) CE-6-CD DS~3 K<5
. SPa-CD DS~2 K =85 (4)
s SP8-CD DS~4 K =1600 (2) K, =1990 (3)
HP-6-CD DS~4.6 K = 190 (30) Rs=0,62
HP-8-CD DS~6.3 KS =36 (4) KR =4 (1) SP'V-CD DS~2 K =168 (1)
Rs=0,57 SHP8-CD DS~3 K = 710 (50)
SHPy-CD DS~3 K =91 (1)
SB-a-CD DS~4 Ks=113 (2) K, =107 (2
HP+-CD DS~3 K = 39 (4) “ =113 ) K @
TRIMEA-CD K =27 (4) Rs= 0,57
S K=320) SB-8-CD DS~4 K = 2500 (5)
ey = 14 K=23(4) SBy-CD DS~4 Ks =290 (2) K = 330 (4)
RAMEB-CD DS~12 K=6(2)
Rs=1,26
Ac-8-CD DS~7 K = 46 (5)




Cverolas
G-J" The Oyclodexinn Compainy

Dual CD rendszerek - Ipn

Ch-1 CD-2 Felbontasi értek (R)
SB- »-CD (5 mM) HP-o-CD (30 mM) 1,45
SB-»-CD (5 mM) HP-45-CD DS~3 (50 mM) 0,69
SB- »-CD (7,5 mM) HP-%-CD DS~4,6 (30 mM) 1,73
SB- »-CD (5 mM) HP-45-CD DS~6,3 (50 mM; 2,22
SB- »-CD (12,5 mM) PA-/#-CD (10 mM) 4,47
SB- »-CD (10 mM) SB-2-CD (5 mM) 1,72
SB-»-CD (7,5 mM) SB-5-CD (5 mM) 0,88
SB- »-CD (12,5 mM) SHP4-CD (10 mM) 1,04







