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ABSTRACT

The chiral separation of three racemic immunomodulatory drugs, thalido-
mide, pomalidomide and lenalidomide was studied, using three cyclodex-
trin bonded stationary phases ((3-, hydroxypropyl-3- and carboxymethyl-
-CD) in reversed-phase and polar organic mode. In polar organic mode,
using acetonitrile and methanol, no chiral separation was observed. In
reversed-phase mode pomalidomide showed chiral interactions with all
selectors, while lenalidomide showed no chiral interactions with any of the
cyclodextrins employed. Thalidomide showed chiral interactions with (3-
and carboxymethyl-3-CD, only. Based on these observations it can be con-
cluded that the oxo group at position two is necessary for chiral recognition,
while the aromatic primary amine group enhances it. Orthogonal experi-
mental design was used to investigate the effect of the eluent composition,
flow rate, and the column temperature on chiral separation. Concentration
of the organic modifier was the most important factor among the investi-
gated three variables showing high impact on the chiral separations. In the
case of thalidomide optimized parameters (B-cyclodextrin-based station-
ary phase, 0.1% acetic acid/acetonitrile 95/5 (v/v), 5 °C column tempera-
ture, 0.6 ml/min flow rate) resulted in a resolution of 1.68 + 0.02 between
enantiomers. For pomalidomide, this value was 2.70 + 0.02, under the cir-
cumstances as follows: B-cyclodextrin-based stationary phase, 0.1% acetic
acid/acetonitrile 90/10 (v/v), 15 °C column temperature and 0.8 mL/min
flow rate. Utilizing the experimental conditions employed on an LC-MS/
MS system, concentrations as low as 2 ng/mL could be determined from
mouse plasma for both substances. Elution sequences were determined
with enantiopure standards and in both cases the R-enantiomers eluted
first. The methods developed are suitable for the chiral separation of the
abovementioned compounds and are sound starting points for bioanalyti-
cal method development.

Keywords: thalidomide; pomalidomide; cyclodextrin; chiral separation; cyclodex-
trin based chiral stationary phase

KIVONAT

Jelen munkankban harom, a mieloma multiplex kezelésében alkalmazott
vegylletnek, a thalidomidnak, a pomalidomidnak és a lenalidomidnak kro-
son (nativ 3-, hidroxipropil-3- és karboximetil-3-ciklodextrin) forditott fazisu
és polar organikus modban. Polar organikus modban tiszta acetonitrilt
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vagy metanolt haszndlva nem sikertlt elvalasztast elérni
egyik anyagra sem. Megdllapithato, hogy forditott fazisban
a pomalidomid mindhdrom szelektorral kiralis kdlcson-
hatast alakit ki, a thalidomid csak a 3-ciklodextrinnel és a
karboximetil-B-ciklodextrinnel, mig a lenalidomid egyik
vizsgalt ciklodextrin alapu alléfazissal sem. Ez arra utal,
hogy a vegylletcsoportban a 2-es helyzet( oxocsoport
sziikséges feltétele a kirdlis felismerésnek, az aromas pri-
mer aminocsoport pedig javitja azt. Ortogonalis kisérlet-
tervezéssel vizsgaltuk az eluens Osszetétel, az dramlas és az
oszlophémérséklet hatdsat az elvalasztasra. Vizsgdlataink
alapjan az elvalasztast elsésorban a mozgdfazis szerves
komponensének hanyada befolydsolja. A thalidomid ese-
tén az optimalizélt kordlményekkel (3-ciklodextrin allofazis,
0,1%-0s ecetsav/acetonitril 95/5 (v/v), oszlop hémérséklet

Bevezetés

A thalidomidot  1957-ben  hoztak
Hanyingercsillapitd, enyhe nyugtaté hatdsa okdn varandos
nok is hasznaltak. A szer kés6bb kideriilt teratogén hatdsa
miatt tobb ezer gyermek sziiletett fejlédési rendellenesség-

forgalomba.

gel, korunk legnagyobb gydgyszertragédigjat okozva (1-3).
A hatdanyagot 1961-ban kivontak a forgalombdl. KésGbbi
kutatasok ramutattak arra, hogy - mig az R-enantiomer
nyugtaté hatassal rendelkezik - a teratogén hatast az
S-enantiomer okozza (4-7). Tovabbi kutatdsok sordn az is
tisztazodott, hogy az enantiomertiszta R-thalidomid alkal-
mazasa sem elézte volna meg a tragédiat, mivel a thalidomid
enantiomerek az emberi szervezetben racemizalédnak.
Ennek oka, hogy a thalidomid sztereokémiailag instabil,
az egyes enantiomerekbdl ki tud alakulni egy enoldiamid
tautomer forma, amib6l mindkét enantiomer egyforma
valoszintiséggel képzidhet (1. abra) (8, 9).
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1.dbra. A thalidomid racemizacidjanak mechanizmusa

A thalidomid kivonasa utan kozel 40 évvel a szer
antiangiogén hatasanak koszonhet6en visszakeriilt a
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5°C, dramlas 0,6 ml/perc) 1,68 + 0,02, a pomalidomid ese-
tén (B-ciklodextrin alléfazis, 0.1% ecetsav/metanol 90/10
(v/v), oszlop hémérséklet 15°C, dramlas 0,8 ml/perc) 2,70 +
0,02 felbontast értiink el. Ezekkel a kisérleti kdrilményekkel
LC-MS/MS kapcsolassal mindkét vegydilet esetén legalabb
2 ng/mL hatdanyagot sikerrel mutattunk ki egér vérplaz-
mabol. Az ellcioés sorrendet enantiomertiszta szarmazékok
segitségével dllapitottuk meg, mindkét vegyllet esetén az
R-enantiomer eludlédik elsének. Mddszereink alkalmasak a
vegylletek kirdlis elvélasztasara vagy akar ezek optikai tisz-
tasaganak nyomon kovetésére is, illetve jo kiinduldpontot
jelentenek biolégiai mintdkbol torténd meghatarozasra.

Kulcsszavak: orvostorténelem, kozegészségtan, kdzegészség-
tani intézet, orvostudomanyok

terapidba, kezdetben mint lepra ellenes szer (10), késébb
a rak egy tipusanak, a mieloma multiplexnek a keze-
lésére (11). A thalidomidot wjabb, hatékonyabb szar-
mazékok forgalomba keriilése kovette (12, 13). Ilyen
a pomalidomid, melyet a thalidomidtol a 4-es helyzetd
aromas primer aminocsoport kiilonboztet meg, valamint
a lenalidomid, amely a pomalidomidtdl a 2-es helyzett
oxocsoport hianyaban kiilonbozik. Az egyes szerkezete-
ket a 2. abran tiintettiik fel.

RN 7\t A
O QO QOO
N \ N
NH, © NH,

Thalidomid

/O

©1‘§N
§

e]

Pomalidomid Lenalidomid

2.abra. A thalidomid és analdgjainak szerkezete

A molekulak mindegyike egy aszimmetrikus szénato-
mot tartalmaz. Racemiétként vannak forgalomban a fent
emlitett in vivo racemizacié miatt. Mivel a mieloma keze-
lésében csak az S-enantiomer hatasos, élénk kutatds folyik
a thalidomid és analdgjainak racemizdcidjanak gatlasara
(14-16). Ezt a torekvést erdsitik azok a kozelmultban publi-
kalt eredmények, melyek szerint a cereblon nevi fehérjéhez,
e vegyiiletek f6 molekularis célpontjahoz, az S-enantiomer
kotddik er6sebben (14). A kiralitdscentrumban 1évé hidro-
gén cseréje mas csoportokra nem hozott sikert az el6allitott
vegyiiletek kisebb hatdserdssége, kémia instabilitasa, vagy
a nagyobb toxicitdsa miatt (17, 18). A megfelel6 deuteralt
analogok eldallitasa viszont igéretes megkozelitésnek tlinik,
elsGsorban a lenalidomid esetén (15), és elékészitheti az
utat Uj enantiomertiszta thalidomid analdgok kifejlesztésé-
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hez. Ezenkiviil az Gjonnan szintetizalt deuteralt vegyiiletek
lehet6séget nyujtanak az enantiomerek kozotti lehetsé-
ges farmakokinetikai és farmakodinadmias kiilonbségek
vizsgalatara is (14). Ehhez enantiomerszelektiv, érzékeny,
pontos és megbizhaté analitikai modszerekre van sziikség.
thalidomid,
pomalidomid és lenalidomid kromatografias viselkedésé-

Jelen kozleményiinkben célunk a
nek oOsszefoglaldsa; ennek keretében a ciklodextrin alapi
kiralis alléfazisokon forditott fazisban illetve polar organi-
kus modban végzett vizsgalataink attekintése (19-21).

A ciklodextrinek  ciklikus, redukélo

oligoszacharidok, amelyek D-gliikopiranéz egységek-

nem

bdl épiilnek fel a-(1,4)-glikozidos kotéseken keresztiil.
Az egyes ciklodextrineket a felépité gliikoz egységek
szama alapjan nevezziik el, igy 6, 7 ill. 8 egység esetén
a-, B-, y-ciklodextrineket kiilonboztetiink meg. A nativ
ciklodextrinek és félszintetikus szdrmazékaik kiemel-
ked§ szerepet jatszanak a kiralis analitikaban. A gytr(
hidroféb belseje és jol definialt atmérdje alkalmassa teszi
a ciklodextrineket zarvanykomplexek képzésére szamos
szerves vegyiilettel (22-24). A ciklodextrinek szamos
aszimmetria centrumot tartalmaznak (gliikéz monome-
renként 6t6t), ezért belsé tregiik kirdlis mikrokornyeze-
tet képez. Racém vegyiiletek ciklodextrin komplexeinek
képz6désekor az enantiomerek eltéré kotédése miatt
kiilonbo6z6  stabilitasu  diasztereomer komplexparok
keletkeznek. A kialakulé komplexek stabilitasat a cukor-
egységek altal alkotott tireg mérete, a vendégmolekula
tiregbeli elhelyezkedése és az esetleges oldallancokkal
kialakulé kolcsonhatasok eréssége befolyasolja (25).
Mivel a ciklodextrinek gliikdzegységenként egy pri-
mer és két szekunder hidroxilcsoportot tartalmaznak,
szilikagélhez valé kapcsoldasuk konnyen megoldhato,
igy szamos ciklodextrin alapt folyadékkromatografias
allofazis kertlt kifejlesztésre (26, 27). Ezek az allofazisok
normal, polar organikus, polar ionos és forditott fazisu

R =2(tz=t) (1)
W, +Ww,
k2

a =

k_, (2

modban is alkalmazhatok (26, 28).
ahol ¢, és t, aretencios ideje, w, és w,a csucsszélessége, k, és

k, a retencids tényezdje az elsd illetve mdsodik csticsnak.
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3. abra. Az elvalasztas soran alkalmazott kiralis

szelektorok szerkezete

Jelen munkankban vizsgaltuk és Gsszehasonlitottuk
az eluens Osszetétel, a szerves modositd, az aramlas és
az oszlop homérséklet hatasat a thalidomid és analdg-
jainak elvélasztdsara polar organikus és forditott fazisu
moédban, harom ciklodextrin alapt alléfazison. Ezek a
nativ B-ciklodextrin, illetve két félszintetikus szarma-
zéka, a hidroxipropil-B-ciklodextrin és a karboximetil-
B-ciklodextrin voltak. A kiralis szelektorként alkalma-
zott ciklodextrinek szerkezetét a 3. abran tiintettiik fel.
Célunk volt tovédbba, hogy a harom szerkezetileg nagyon
hasonlé anyag felhasznalasaval kijeloljiik a molekulak
azon szerkezeti elemeit, amelyek befolyasoljak a kiralis
elvélasztast, ezzel is segitve Uj, hatékonyabb kiralis szelek-
torok el6allitasat. Tovabbi célunk volt egy olyan modszer
kidolgozasa, amely a késébbiekben bioanalitikai célokra
is felhasznalhatd, ezért tomegspektrometrids detektalast
alkalmazva probaltunk kimutatni legalabb 2 ng/mL kon-
centracidju hatéanyagot szpajkolt egér vérplazmabol.

Anyag és modszer

Anyagok

A ciklodextrin oszlopok (250 X 4.0 mm, 5 pm részecs-
kemérettel) - B-CD (Quest-BC), hidroxipropil-B-CD
(Quest-C2), karboximetil-B-CD  (Quest-CM) - a
ChiroQuest Kft. termékei. A racém thalidomidot, az S-(-
)-thalidomidot, az R-(+)-thalidomidot, a pomalidomidot
és a lenalidomidot a Sigma-Aldrich Kft.-t6l rendeltiik.
Az S-pomalidomid a Beijing Mesochem Technology Co.
Ltd. (Beijing, China) terméke. A HPLC min6ségti meta-
nolt, etanolt, 2-propanolt, 1-propanolt és acetonitrilt,
illetve az ecetsavat, hangyasavat, ammonium-formidtot
és az ammoénium-acetatot a Merck Kft.-t6l szereztitk
be. A HPLC mindéségti desztillalt vizet Milli-Q Direct 8
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Millipore viztisztit rendszerrel éllitottuk elé.
Moédszerek

HPLC-DAD koriilmények

A HPLC-UV vizsgalatokhoz Jasco HPLC rendszert hasz-
néaltunk (Jasco PU-2089 Plus binaris pumpa, AS-4050
automata mintaadagolé és MD-2010 Plus diddasoros
detektor). A modszerfejlesztés soran az UV detektalas 220
nm-en tortént mindhdrom vegyiilet esetén. Az adatok fel-
dolgozasa ChromNAV programmal tértént.
HPLC-QqQ-MS koriilmények

A vizsgalatokhoz Agilent 1260 Infinity HPLC rendszert
hasznaltunk, amelyhez egy Agilent 6460 harmas kvadrupol
tomegspektrométer kapcsolhato JetStream (ESI) ionforassal
(G1312B bindris pumpa, G1367E automata mintaada-
golo, G1315C diddasoros detektor). Az adatok feldolgo-
zasa Agilent MassHunter B.03.01 szoftverrel tortént. A
pomalidomid és thalidomid tomegspektrometrias detekta-
lasa soran az alabbi koriilményeket alkalmaztuk: ionforras:
ESI, pozitiv mdd, a szaritd gaz (N,) hémérséklete 300 °C,
dramldsi sebessége 10 L/perc, a porlaszté gaz (N,) nyomdsa
45 psi, a kapilldris fesziiltség 3500 V. A pomalidomid meg-
hatdrozasa sordn az aldbbi két atmenetet monitoroztuk
kivalasztott ionfolyamat kévetés modban 100 V fragmentor
fesziiltség mellett: 274.1— 201.0 ionatmenet 20 eV iitko-
zési energiaval és 274.1 —152.4 jonatmenet 8 eV iitkozési
energiaval. A thalidomid esetén 96 V fragmentor fesziiltség
mellett a 259.07 — 186.0 iondtmenetet 24 eV iitkdzési ener-
giaval és 2 259.07 — 84.1 ionatmenetet 8 eV iitkozési energi-
aval vizsgaltuk. Az optimalizalt paramétereket az Optimizer
program segitségével hataroztuk meg.

A fobb kromatografias teljesitményjellemzéket (fel-
bontas (Rs) és szelektivitas (a)) az alabbi képletek segit-
ségével szamoltuk:

Plazma mintdak el6készitése

A pomalidomidot és a thalidomidot szpajkolt egér vér-
plazmabdl is kimutattuk 2 ng/mL-es koncentracioban.
A mintael6készités soran a vizsgalt hatdanyag megfeleld

s

plazmdhoz, majd a fehérjék kicsapasahoz tovabbi 1 mL
ACN-t. Az igy kapott mintat 1 percig vortexeltiik (Velp
Scientifica, Usmate Velate, Olaszorszag) majd 10000
g-n 15 percig centrifugéltuk (Sartorius 2-16P benchtop
centrifuga, Goettingen, Németorszag). A feltiliszot meg-
felel6 tivegedénybe pipettdztuk at, és nitrogén-aramban
teljesen szarazra paroltuk. A visszamaradt mintat 100 pL
0,1% vizes ecetsavban oldottuk vissza, majd ezt injektal-
tuk az LC/MS rendszerbe.

Eredmények és kovetkeztetések

Elézetes vizsgalatok

Harom széles korben hasznalt ciklodextrin allofazis-
nak (B-CD, HP-B-CD, CM-B-CD) a kiralis elvalaszto-
képességét teszteltitk a vizsgalt anyagainkra forditott
fazist és polar organikus médban. Polar organikus mdd-
ban tiszta acetonitrilt vagy metanolt hasznaltunk 0,7 mL/
perc aramlasi sebesség és 20 °C-os oszlop hémérséklet
mellett. Ezzel a modszerrel egyik vegytilet izomerjeit sem
sikertilt elvalasztanunk kiralis allofazistol figgetlendl (1.
tablazat). Erdekes viszont megfigyelni, hogy az eluenstél
és a kiralis allofazistol fiiggetleniil a lenalidomid retencids
ideje a legnagyobb, 6 alakitja ki a legersebb kolcsonhatast
az 4llofazisokkal.

Forditott fazisban az alabbi paraméterek mellett vizs-
galtuk a harom oszlop kiralis felismerd képességét: viz/
metanol 90:10 v/v elegy, 0,7 ml/perces dramlasi sebesség
és 25 °C-os oszlop homérséklet. A forditott fazisa vizsga-
latok soran kapott kromatogramok a 4. abran lathatoak.

A kromatogramokon lathat6, hogy a pomalidomid
mind a hdrom szelektorral kirdlis kolcsonhatast alakit ki,
s6t mind a B-ciklodextrin mind a CM-B-ciklodextrin osz-
lopon alapvonali elvalasztas érhetd el. Legjobb eredményt a
nativ -ciklodextrin kiralis szelektort tartlamazd Quest-BC
oszlopon sikeriilt elérniink 2,11 + 0,02-es felbontas mellett.
A thalidomid két ciklodextrinnel, a nativ - és a CM-p-

1. tablazat. Az egyes vegyiiletek retencids ideje (percben kifejezve) a polar organikus médban torténé sz(irés soran.
Enantiomer elvalasztast evvel a modszerrel nem sikerilt elérni.

B-CD HP-B-CD CM-B-CD
MeOH ACN MeOH ACN MeOH ACN
Thalidomid 3,87 4,12 3,64 3,89 3,9 4,85
Pomalidomid 3,86 4,28 3,69 4,05 3,9 4,33
Lenalidomid 4,16 8,23 3,89 6,97 43 8,76
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4.abra. A ciklodextrin kiralis all6fazisok forditott fazisu sziirése soran kapott kromatogramok a harom vizsgalt

vegyliletre. Kromatografias koriilmények: viz/metanol 90/10 (v/v) elegy, dramlasi sebesség 0,7 ml/min, oszlop

hémérséklet 25 °C

ciklodextrinnel alakit ki enantioszelektiv kolcsonhatast. A
HP-B-ciklodextrin oszlop (Quest-C2) az alkalmazott koriil-
mények kozott nem alkalmas a thalidomid enantiomerek
elvalasztasira. A legjobb elvélasztast ebben az esetben is a
B-ciklodextrin oszlopon értiik el 1,05 + 0,03-as felbontds
mellett. A lenalidomid enantiomerjeit egyik oszlopon sem
sikeriilt elvalasztanunk a kromatogréafias paraméterek val-
toztatasaval sem. A harom rokon vegyiilet vizsgalata alapjan
az alabbi kovetkeztetéseket tudjuk levonni a kiralis felismer-
het6séggel kapcsolatban forditott fazisu mddban:

1. Aligand 2-es helyzet(i oxocsoportja sziikséges a kiralis
elvéalasztdshoz, mivel a lenalidomid és a pomalidomid
kozott ez az egyetlen kiilonbség. Feltételezhetéen az
aszimmetria centrum kozelében 1év6 oxocsoportok
enantiomerszelektiv masodlagos kolcsonhatast, hidro-
gén-hidat képesek kialakitani a ciklodextrinekkel. Az
er6s masodlagos kolcsonhatdas hianyat az is bizonyitja,
hogy a lenalidomid retencids tényezéje a legkisebb a
vizsgalt oszlopokon.

2. A 4-es helyzetben 1év6 aromds primer aminocsoport
bevitele segiti a kiralis elvalasztast, valoszintileg ebben
az esetben is egy 0j, mdasodlagos kolcsonhatds tud
kialakulni az aromas primer amin és a ciklodextrin
hidroxilcsoportjai kozott. Ezt az is mutatja, hogy a
pomalidomid enantiomerek retencids ideje nagyobb,
mint a thalidomidé a ciklodextrin oszlopokon.

3. Az egyes oszlopokon szamolt retencids tényezd

mindhdrom vegyiilet esetén az alabbi sorrendet
B-ciklodextrin>CM-B-ciklodextrin>HP-[3-
ciklodextrin. Ez alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy

koveti:

anativ p-ciklodextrin szubsztiticiéja nemcsak a kirélis
felismerést rontja, de a zarvanykomplexek stabilitdsat
is csokkentheti.
Mivel a nativ -ciklodextrint tartalmazé oszlop mutatta a
legbiztatobb eredményeket, a tovabbi vizsgalatokhoz ezt az
oszlopot alkalmaztuk kizardlag forditott fazisi modban.

A mozgofazis osszetételének hatasa
az elvalasztasra

A tovabbi optimalizalas soran célunk a mozgoéfazis szer-
ves moddositojanak kivalasztasa volt. A forditott fazisu
kromatografiaban alkalmazott 6t leggyakoribb szerves
olddszert - acetonitrilt, metanolt, etanolt, 1-propanolt
és 2-propanolt — vizsgaltuk 90:10 viz/szerves oldoszer
arany mellett 0,7 ml/perces aramldssal és 25°C-os oszlop
hémérséklettel.

1-propanol és 2-propanol esetén az elvalasztds haté-
konysaga jelentésen romlott, aminek oka feltételezhe-
téen az olddszer erdsebb kolcsonhatasa a ciklodextrin
tregével.
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2. tablazat L16-os ortogonalis kisérletterv paraméterei és a felbontdsi értékek a thalidomid és a pomalidomid

enantiomerek elvalasztasa soran.

Kisérlet t (°C) szerves modosito (%) aramlas(ml/min) Rs (THAL) RS (POM)
1 20 20 0,8 0 0,9
2 20 15 0,7 0,3 1,8
3 20 10 0,6 1,2 2,3
4 20 5 0,5 1,5 2,3
5 15 20 0,7 0 1,5
6 15 15 0,8 0,3 2,3
7 15 10 0,5 1,3 2,9
8 15 5 0,6 1,6 2,8
9 10 20 0,6 0,1 1,9
10 10 15 0,5 0,7 2,4
11 10 10 0,8 1,2 2,8
12 10 5 0,7 1,6 3,0
13 5 20 0,5 0,1 1,8
14 5 15 0,6 0,8 2,4
15 5 10 0,7 1,3 2,9
16 5 5 0,8 1,6 3,0

THAL/POM THAL/POM THAL/POM
K1 0,75/1,83 0,08/1.53 0,78/2,25
K2 0,80/2,83 0,53/2,23 0,82/2,30
K3 0,90/2,53 1,28/2,73 0,93/2,35
K4 0,97/2,53 1,57/2,78 0,93/2,35
R 0,22/0,70 1,49/1,25 0,15/0,10

A masik harom olddszer esetén nagyon hasonld eredmé-
nyeket kaptunk, mindhdrom alkalmas lehet a thalidomid
és a pomalidomid kiralis elvalasztasara. A thalidomid ese-
tén az acetonitrilt tartalmazé mozgéfazist alkalmaztuk a
késébbiekben, mivel ezen olddszerrel jobb csucsalakot és
rovidebb retencids id6t tapasztaltunk. A pomalidomid ese-
tén a metanolt valasztottuk a mozgofazis szerves modosi-
tojanak, mivel ennél a vegytiletnél a tomegspektrometrias
detektalasban a legjobb ionizacios képességgel a metanol
rendelkezett. Vizsgaltuk a mozgéfazis latszolagos pH-janak
hatasat az elvalasztasra ecetsavat, ammonium-acetatot és
ammonium-formiatot alkalmazva. A vizsgalt tartomanyban
a mozgofazis latszolagos pH-janak valtoztatasa nem befo-
lyasolta az elvalasztast lényegesen. Ennek ellenére 0,1 %-os
ecetsavat alkalmaztunk a mozgéfazis vizes részeként, mivel
savas kornyezetben a vizsgalt vegytiletek stabilabbak, illetve a
tomegspektrometrias detektdlas érzékenysége is novekedett
ezaltal.

Maodszer optimalizalas ortogonalis
kisérlettervezéssel

Egy elvalasztastechnikai mddszer fejlesztése soran a leg-
jelentdsebb kisérleti paraméterek optimalizalasa alapvetd
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fontossagu. Ennek egyik formdja az egyvaltozds, hagyo-
manyos mddszer, amely sordn egyszerre csak egy valtozot
modositunk, a tobbi valtozot konstans értéken tartjuk.
Az optimdlis rendszer megtalalasdhoz igy igen nagy-
szamu kisérletet kell elvégezni, ami er8sen anyag- és id4-
igényes. A kiralis elvalasztast ezért, mind a thalidomid,
mind a pomalidomid esetén ortogonalis kisérletterve-
zéssel végeztiik el, melyben egyszerre tobb, az elvalasztas
hatékonysagat befolydsold paramétert tudunk vizsgalni,
illetve lehetéségiink van a paraméterek kozotti esetle-
ges kolcsonhatast is tanulmanyozni. Tovabbi el6nye a
technikdnak az egyvaltozdés mddszerrel szemben, hogy
segitségével az elvalasztds szempontjabol lényeges és
kevésbé lényeges paraméterek jol megkiilonboztethetdk,
a paraméterek kozott fontossagi sorrend allithato fel (21,
23, 29-31). Mind a thalidomid, mind a pomalidomid
enantiomerjeinek elvalasztasa soran harom valtozot — a
hémérsékletet, a szerves modositod szazalékos aranyat és
az aramlast — optimalizaltunk négy szinten. Ezen valto-
z0kbol egy standard ortogonalis tablat készitettiink, mely
16 kisérletben tartalmazza az egyes paraméterek sziszte-
matikusan parositott értékeit (2. tablazat). A kiértékelés
soran az egyes kisérletekben mért felbontasi értékeket
elemeztiik. A felbontasi értékek segitségével megallapit-
hatd, hogy mely paraméterek befolyasoljak az elvalasztast
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jelentdsen, és melyek kevésbé. A K1, K2, K3, K4 értékek
azt az atlagos felbontdsi értéket jelzik, melyet az adott
paraméter adott értékénél a mérések soran elértiink. A
2. tablazatban R-rel a négy K érték koziil a legnagyobb
és legkisebb kiilonbségét adtuk meg (K -K ) minden
paraméterre. Minél magasabb ez az érték, annal nagyobb
befolyassal bir az adott paraméter az egyes enantiomerek
kozti felbontas értékekre.

A masodik tablazat eredményei azt mutatjak, hogy a
vizsgalt paraméterek koziil a szerves modositd aranya befo-
lyasolja legnagyobb mértékben az elvalasztas hatékonysagat,
ezt koveti a homérséklet, mig az aramlasi sebesség a vizsgalt
tartomanyban szignifikansan nem befolyasolja a felbon-
tast, azonban mas paramétert, mint példaul a retencids id6t
lényegesen befolydsolja. Példaul a pomalidomid esetén 0,5
mL/perces aramlas mellett és 0,8 mL/perces aramlds mellett
is hasonlo felbontas érhet6 el, de magasabb aramlasi sebes-
ségnél a retencids id6 jelentGsen csokkenthetd. A thalidomid
esetén P-ciklodextrin alléfazissal 5°C-os oszlophdmérséklet-
tel 0,1%-os ecetsav/acetonitril 95/5 (v/v) mozgdfazissal és 0,6
mL/perces aramlasi sebességgel érhetd el az optimalis, legna-
gyobb felbontds, ami 1,68 + 0,02-nek adodott (21).

A pomalidomid esetén is a legnagyobb felbontds 5°C-
os oszlophémérséklet és 5% szerves modositot tartalmazod
mozgofazis mellett érheté el, de ebben az esetben még 0,8

5 16 17 18 19 20 21 22 23 15 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 o4

Response vs. Acquisition ime (min) Response vs. Acqisition time (min)

5.dbra. 2 ng/mL hatéanyagot tartalmazé szpajkolt egér
vérplazma HPLC-MS/MS kromatogramja az optimalizalt
kortilmények kozott.

5.A Thalidomid (Quest-BC alléfazis, 0,1%-os ecetsav/
acetonitril 95/5 (v/v), oszlop hémérséklet 5 °C, aramlas 0,6
ml/perc; MRM méd: 96 V fragmentor fesziiltség 259,07 —

186,0 ionatmenet 24 eV iitkozési energia)

5.B Pomalidomid (Quest-BC allofazis, 0,1% ecetsav/
metanol 90/10 (v/v), oszlop hémérséklet 15 °C, aramlas 0,8
ml/perc; MRM mod: 100 V fragmentor fesziiltség 274,01 —

201,0 ionatmenet 20 eV titkozési energia)

mL/perces aramlas mellett is mindkét enantiomer retencids
ideje meghaladja a 30 percet (t2=36,1 perc).

20 perc alatti analizis idével p-ciklodextrin tartalmazé
Quest-BC allofazist alkalmazva 15°C-on 0,1%-0s ecetsav/
acetonitril 90/10 (v/v) mozgofazis mellett 0,8 ml/perces
aramlasi sebességgel is jelentGs, 2,70 + 0,02 -es felbontas
érhet el, igy ezt valasztottuk optimélis modszernek (20).

Ezekkel a paraméterekkel 2 ng/mL vizsgalt hatéanyagot
sikerrel mutattunk ki szpajkolt egér vérplazmabodl az opti-
malizalt iondtmenetekkel egyszerii mintael6készitést alkal-
mazva tandem tomegspektrometrias (QqQ) detektaldssal
(5. abra), ami jol mutatja, hogy médszereink alkalmazhatdk
bioanalitikai vizsgalatok soran is. Az enantiomer sorrendet is
meghataroztuk enantiomertiszta vegyiiletek segitségével. Ez
alapjan mindkét vegyiilet esetén az R-enantiomer elualodik
els6ként a vizsgalt ciklodextrin alléfazisokon (5. abra).

Osszefoglalas

Thalidomid és rokonvegyiiletei racemizacidjanak gat-
lasaval kapcsolatban szamos kutatas van folyamatban.
Ehhez jabb enantiomerszelektiv és érzékeny analitikai
modszerekre van sziikség. Jelen kozleményiinkben hérom,
a kereskedelmi forgalomban elérheté ciklodextrin allofa-
zis (B-CD (Quest-BC), hidroxipropil-B-CD (Quest-C2),
karboximetil-B-CD (Quest-CM)) kirdlis felismer$ képessé-
gét vizsgaltuk a thalidomid és két szarmazéka (pomalidomid
éslenalidomid) esetén. A harom vegyiilet kozil a thalidomid
és a pomalidomid enantiomerjeit el tudtuk valasztani for-
ditott fazisban, a lenalidomidét nem. Vizsgalataink alapjan
kijel6lhet6vé valtak a kiralis felismerd képességet befolyasold
szerkezeti elemek. A kiralis elvalasztdsokat ortogonalis kisér-
lettervezéssel optimalizaltuk, melynek alapjan megallapit-
hatjuk, hogy az elvalasztast legnagyobb mértékben a szerves
modositd ardnya befolyasolja ezt koveti a hémérséklet, majd
az aramlasi sebesség. Az optimalizalt paraméterekkel mind
a thalidomid (B-ciklodextrin dllofazis, 0,1%-os ecetsav/
acetonitril 95/5, oszlop hémérséklet 5 °C, aramlas 0,6 ml/
perc), mind a pomalidomid esetén (p-ciklodextrin allofa-
zis, 0.1% ecetsav/metanol 90/10, oszlop hdmérséklet 15 °C,
aramlas 0,8 ml/perc) alapvonali elvalasztast értiink el. Ezek a
modszerek jo kiindul6pontok az egyes enantiomerek biold-
giai mintakbdl torténd meghatarozasara.

Koszonetnyilvanitas
SzZ1 ¢és TG szerzéket az Erdélyi Muzeum- Egyesiilet

Orvostudomanyi és Gyogyszerészeti Szakosztalya timogatta.
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Alap STIA-M-17 palyazat tamogatasanak segitségével valo-

sult meg.
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