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1. Roviditések jegyzéke

Ac-B-CD
Asm

CD
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infravords

komplex

folyadékkromatografia
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tomegspektroszkopia
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mag-Overhauser hatas spektroszkopia (nuclear Overhauser effect
spectroscopy)
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random metil-béta-ciklodextrin

random metil-gamma-ciklodextrin

,rotating frame” Overhauser hatas spektroszkopia (rotating frame
Overhauser effect spectroscopy)

szulfobutiléter-alfa-ciklodextrin

szulfobutiléter-béta-ciklodextrin
szulfobutiléter-gamma-ciklodextrin
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szitagliptin
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szulfopropil-gamma-ciklodextrin natirum so6

szelektiv ~ szerotonin-visszavétel gatld (selective serotonin

reuptake inhibitor)
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szukcinil-béta-ciklodextrin

vékonyréteg kromatografia

tozilezett pregabalin szarmazék
hexakisz(2,3,6-tri-O-metil)-alfa-ciklodextrin
heptakisz(2,3,6-tri-O-metil)-béta-ciklodextrin
oktakisz(2,3,6-tri-O-metil)-gamma-ciklodextrin
trisz(hidroximetil)Jaminometan

ultraibolya

ultraibolya-lathat6 (ultraviolet-visible)
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2. Bevezetés

Az €16 szervezetek alapvetden kiralis jellegébdl adoddan az optikai izomerek —
koztiik az enantiomerek — azonos konstiticiojuk ellenére gyakran eltéré biologiai hatast
fejtenek Kki. Az enantiomerparok tagjainak lehetséges eltéré hatdsa miatt az
enantiomertiszta termékek gyartasa, illetve az enantiomerek elvalasztasa és egyedi
biologiai tulajdonsagainak vizsgalata ma mar alapvetd gyogyszerkdnyvi kovetelmény.
A gyogyszerkonyvek eldirjak a legalabb 0,1 szazalékban jelenlevd szennyezések
meghatarozasidt - beleértve az enantiomer szennyezésekét is. A VIII. Magyar
Gyogyszerkdonyv az enantiomerek ¢és mas rokon szerkezeti hatéanyagok ¢és
biomolekulak elvalasztasara nagyhatékonysagu folyadékkromatografias (HPLC), réteg-
(TLC) és gazkromatografias (GC), valamint kapillaris elektroforézis (CE) modszereket
ir el6. Szamos esetben szerepel emellett a megfeleld enantiomer jelenlétének
megerdsitésére a fajlagos optikai forgatoképesség meghatarozasa is.

A kirdlis elvalasztasokat bonyolulttd teszi, hogy a kolcsonhatd csoportoknak
nemcsak fizikailag és kémiailag kell egymasnak megfelelniiik, hanem térbeli
elrendezésiikben is. A kolcsonhatasok bonyolultsdgsaga rendkiviil megneheziti az
elvalasztas sikerének eldrejelzését. Ezért valasztottuk kutatasaim f6 témajaul — a
tudoményos szempontok ¢€s a felmeriilt gyakorlati igények figyelembe vételével — az
enantiomer szelektiv analiziseket magneses magrezonancia (NMR) spektroszkopiaval
kiegészitett kapillaris elektroforézis (CE) technikaval. Ahhoz, hogy az enantiomerek
kapillaris elektroforézissel elvalaszthatok legyenek, kirélis szelektorra van sziikség. A
kiralis elvalasztas teriiletén a leggyakrabban és legnagyobb sikerrel alkalmazott ilyen
additivek a ciklodextrinek (CD-k), melyek diasztereomer zarvanykomplex képzés révén
tesznek kiilonbséget az izomerek kozott. A ciklodextrinek sajatos szerkezete nemcsak
azt biztositja, hogy szamos molekulaval képezzenek eltér stabilitasa komplexet, hanem
azt is, hogy hidroxilcsoportjaik szubsztitualasa révén szinte végtelen szamu szarmazék-
féleséget lehessen eldallitani, melyek egyedi, sok esetben szelektiv komplexképzo
tulajdonsagokkal és kiralis felismerd képességgel rendelkeznek. Bar a gazda- és
vendégmolekula kozott csak masodrendll kémiai kotések jonnek létre, a ciklodextrin
tiregének nagy elektronsiiriisége megvaltoztathatja a bezart vendégmolekula elektron-

atmeneteit, ezaltal kiilonbozd elektrokémiai ¢és spektralis sajatsagait. Ennek
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kovetkeztében a vendégmolekula fizikai és kémiai tulajdonsdgai nagymértékben
megvaltozhatnak, igy a komplexképzddés védelmet nytjthat szdmos kiilsé hatéds ellen
(pl. oxidacio, fotokémiai bomlas), ndvelheti a hatdéanyag oldékonysagat, vagy a
mellékhatasait enyhitheti. Mindez rendkiviil érdekes felhasznalasokat tesz lehetové
tobbek kozott a gyogyszer- és €lelmiszeriparban, illetve az analitikaban. A gazda- és
vendégmolekula kozotti specifikus kapcesolat kialakuldsanak feltétele, hogy a vendég
mérete, illetve funkcios csoportjainak tipusa és térbeli elhelyezkedése a ciklodextrin
tiregében megfeleld legyen a masodlagos kotéerok (H-kotés, van der Waals erdk,
hidrofob és elektrosztatikus kolcsonhatasok) 1étrejottéhez.

A vendégmolekulaknal a mar emlitett paraméterek mellett az ionizaltsagi allapot is
alapvetéen befolyasolja a kialakuld komplex stabilitasat. Egy ionizalhatdo vegyiilet
ténylegesen eléforduld allapotait savi/bazikus disszociacids allanddjan, a kdzeg relativ
permittivitasan és a hdmérsékleten kiviil a kozeg pH-ja szabja meg. A gazda és vendég
kozotti molekularis  szintli  kolcsonhatasok megértéséhez nyolc, eltéré szamu
protondlhatd csoporttal rendelkezd vegyiiletet valasztottunk ki, melyeknek ionizaltsagi
allapottol fiiggd komplexképzését vizsgaltuk.

Doktori munkam soran a CD alapu kiralis elvalasztasi problémak minél sikeresebb
megoldasat és az elvalasztds hatterében 4ll6 molekuldris kolcsonhatasok megértését
tiztik ki f6 célul. A tudomanyos szempontok és a felmeriilt gyakorlati igények
figyelembe vételével szdmos enantiomerpar eddig még kapillaris elektroforézissel,
illetve tobb esetben egyaltalin nem megvaldsitott enantiomer szelektiv analizisét
végeztik el és tanulmanyoztuk. Fontos részt képvisel a vegyiiletek enantiomerjeinek
ciklodextrin alapu kiralis elvalasztasa kapillaris elektroforézissel, az egyes mddszerek
optimalizalasa a felbontast legnagyobb mértékben befolydsoldé paraméterek
fiiggvényében, illetve egy modszer ICH iranyelveknek megfeleld validalasa. Végiil
nagy hangsulyt fektettiink a komplexek kapillaris elektroforézistdl fliggetlen modszerrel
(NMR spektroszkopiaval) torténd tanulmanyozasara, mellyel szdmos esetben komplex
stabilitast, az enantiomerek elvalasanak detektalhatosagat, valamint a legtobb
vegyiiletnél a komplexek sztochiometridjanak és térszerkezetének vizsgalatat végeztiik

el.
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3. Irodalmi hattér
3.1 A Kkiralitas

3.1.1 Az optikai izoméria vagy kiralitas fogalma

Mar a 19. szazad kozepe 6ta ismertek olyan szervetlen és szerves vegyiiletek, melyek
a polaros fény sikjat elforgatni képesek. Ezen tulajdonsaguknal fogva optikailag
aktivnak nevezziik Oket. 1848-ban Pasteur ismerte fel, hogy az optikailag aktiv
molekuldk lehetséges térszerkezete Ugy viszonyul egymashoz, mint a targy a
tiikorképéhez; az optikai aktivitas tehat a molekuldk atomi felépitésének szimmetriajan
alapul [1, 2].

Azokat a vegyiileteket, amelyek csak atomjaik térbeli elrendez6désében kiilonboznek
egymastol, sztereoizomereknek, a jelenséget pedig sztereoizomérianak (térizoméria)
nevezziik. A modern sztereokémia 1874-ben vette kezdetét, amely szerint az optikai
izoméria vagy kiralitas a sztereoizoméria egyik formaja [3]. A kiralitas elnevezést, mely
a gorog kheir szobol ered (jelentése: kéz) Lord Kelvin vezette be 1884-ben.

Az enantiomerek olyan sztereoizomerek, melyek csak az optikai forgatas iranyaban
térnek el egymastol, egyéb fizikai-kémiai tulajdonsagaik megegyeznek, térszerkezetileg
pedig tiikorképi part alkotdé molekulak (konfiguracidjuk egymassal ellentétes) (1. abra).
Egy molekulanak csak egy enantiomerje lehetséges, amelynek minden
aszimmetriacentruma ellentétes kiralitast. A diasztereomerek olyan sztereoizomerek,
amelyek egymasnak nem tiikkorképei, és nem is hozhatok fedésbe egymassal (egyes
aszimmetriacentrumaik megegyez6, masok ellentétes kiralitasuak). Az enantiomerekkel
ellentétben a diasztereomerek eltérd fizikai-kémiai tulajdonsagokkal rendelkeznek, igy
elvalaszthatok, megkiilonboztethetok. Egy n szamt aszimmetriacentrummal rendelkez6

molekula lehetséges sztereoizomereinek szama 2".

1. abra. Az enantiomerek térszerkezetének egymashoz val6 viszonyulasa.

Forras: http://nai.nasa.gov/library/images/news_articles/159 1.jpg
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A kiralitasnak tobb tipusa ismert. A leggyakoribb a centralis kiralitas, azon beliil is
annak az az esete, amikor a kiralitdscentrum egy aszimmetrikus, vagyis olyan szénatom,
melyhez négy kiilonb6z6 atom vagy atomcsoport kapcsolodik. Az, hogy egy molekula
aszimmetrias szénatomot tartalmaz, sem nem sziikséges, sem nem elégséges feltétele
annak, hogy a molekula kiralis legyen. A kiralis centrum lehet egy gytrirendszer
kozepe is pl. aszimmetrikusan szubsztitudlt adamantan. A centralis kiralitds mellett a
kiralitas-fogalom tobb mas valtozataval is talalkozunk: pl. axialis kiralitas (pl.
diszubsztitualt allének), atropizoméria (pl. poliklorozott bifenilek), planaris (pl. transz-
cikloparaffinok) és helikalis (pl. fehérjék, poliaromds szénhidrogének, DNS) kiralitas
[4].

3.1.2 A konfiguracid, az enantiomerek szerkezetének meghatarozasa

A kiralis molekulak enantiomerjei akiralis kornyezetben egymastol megkiilon-
boztethetetlenek. Megkiilonboztetésiikhoz és elvalasztdsukhoz térben inhomogén hatas
(pl. poléaros fény) vagy a molekula térbeni rogzitettsége (pl. kristalyracs) sziikséges. Az
enantiomerek mas kiralis vegyiilettel kdlcsonhatasba 1épve diasztereomer parokka
alakulnak (pl. diasztereomer soképzés, harompontos receptor kolesonhatds), amelyek
homogén térben is megkiilonboztethetdk, eltérd fizikai tulajdonsagaik (pl. forraspont,
oldékonysag, kristalyforma, stabilitas, elektroforetikus mozgékonysag, stb.) révén.

A kiralis vegyliletek térszerkezetének jellemzésére elészor a Fisher altal 1891-ben
kidolgozott relativ konfiguracio volt alkalmas. A konfiguracio jelolésére a D és L betii
szolgalt, amely a (+)-glicerinaldehidre valo visszavezetést tette lehetévé. A jeldlés
hasznossagat mutatja, hogy a cukroknal és aminosavaknal ma is ez hasznalatos. 1956-
ban Cahn, Ingold és Prelog egy Uj, altaldnosan hasznalhato jelolési rendszert javasolt
(C.LP. konvencio), amely lehetdvé tette mind a kiralitascentrummal rendelkez6é, mind a
értelmében az aszimmetriacentrumhoz kapcsolodd —szubsztituenseket bizonyos
szabalyok szerint rangsoroljuk. A sorrend megallapitasat kovetden a korbejaras irdanya
alapjan az enantiomerpar egyik tagja (R) (az oramutatd jarasaval megegyezd, (+)),
masik tagja pedig (S) (az éramutaté jarasaval ellentétesen forgato, (-)) betiijelzést kap a

crer

enantiomerekre a Cahn-Ingold-Prelog szabaly szerinti (R) és (S) jelolést hasznalom.

10
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A relativ konfiguracidé meghatarozasara hagyomanyosan klasszikus kémiai és
biologiai reakciok hasznalatosak, melyek mara kiegésziiltek fejlett spektroszkopias,

kromatografias és kapillaris elektroforetikus modszerekkel [6-9].

3.1.3 Az enantiomerek eltéro biologiai tulajdonsagai

A kiralitas jelensége az egész univerzumban fellelhetd és kiilondsen fontos szerepet
tolt be a bolygonkon kialakult életben. Az ¢él6 szervezetek biokémiai folyamatainak
tulnyom¢é tobbségében kiralis molekulak, homokiralis egységekbdl felépiilo fehérjék,
nukleinsavak, szénhidratok vesznek részt. Ez a térszerkezeti homogenitas a foldi élet
alapja, vagyis a kiralitas alapvet6 fontossagli az élet szamara.

A szervezet biomolekuldinak szelektivitdsat egyedi, gyakran kirdlis szerkezetiik
biztositja, ezaltal a szervezettel kolcsonhatasba 1épé enantiomerparok szamos esetben
kiilonb6z6 bioldgiai hatast fejtenek ki [10, 11]. Az enantiomerek kiilonbozhetnek
egymastol aktiv transzportjukban, a vér fehérjéihez vald kotddésiikben, a szdvetek
kozotti eloszlasukban, receptorkdtédésiikben, metabolizmusukban (annak modjaban és
sebességében) és kiiiriilésiikben, tovabba el6fordulhat az is, hogy az ellentétes kiralitast
modosulat masik receptorhoz kotédik [10, 12]. Nem hidba jelentOs az utdbbi években az
a torekvés, hogy nem csak az 0j, originalis gyogyszermolekuldkat, hanem a régota
racematként alkalmazott hatéanyagokat is enantiomertiszta formaban hozzak
forgalomba. Ennek megfeleléen az utobbi évtizedekben jelentdsen megndvekedett az
izomertiszta formaban torzskonyvezett készitmények szama a gyogyszerkincsben, amit
a 2. abra szemléltet [13]. A gyogyszerek torzskonyvezése eldtt a kiralis molekulak
enantiomerjeit minden esetben el kell valasztani, egyiittesen és kiilon-kiilon is vizsgalni
kell 6ket. A gyogyszer enantiomertiszta bevezetésétol csak abban az esetben lehet
eltekinteni, ha a két optikai izomer hatasa teljesen azonos [14]. A hatékony (kivant
hatas(l) enantiomer — az un. eutomer — mellett el6forduld, hatastalan vagy éppen kéros
hatasu disztomer kikiiszobolésének szamos oka lehet:

e A disztomer nem hat a célmolekulan, de ballasztként noveli a szervezet
detoxifikalo rendszerei szamara a terhelést. Ide tartozik az altalunk vizsgalt
pregabalin és a vinka alkaloidok is.

o Az egyik enantiomer gyakran nem csak hatastalan, hanem toxikus is. Az 1950-

es években bekovetkezett talidomid botrany (Contergan-iigy) renditette meg a

11



DOI:10.14753/SE.2013.1786

bizalmat a hatéanyagot racém formdban tartalmazéd gyogyszerek irant és ezzel
forradalmi valtozast idézett elé a gyogyszeriparban [15]. Ebben az esetben az
(R)-enantiomer szedativ, mig az (S)-enantiomer teratogén hatasi. Hasonlo
példaként emlithetd a bupivakain ahol az (R)-enantiomer erésen kardiotoxikus
vagy a ketamin, aminek (R)-izomere rémalmokat okoz.

o Eldfordul, hogy mindkét enantiomer hasznos terdpids hatdsu, de mds-mas
teriileten. Az (R)-fluoxetin antidepresszans, mig az (S)-fluoxetin migrénellenes
hatast képes kifejteni.

e Az enantiomerek eltéré hatékonysagat okozhatja a metabolizmusuk eltéré modja
vagy sebessége, melyre az omeprazol kivalo példa, ahol az (S)-forma joval
lassabban metabolizalodik, ami a prodrug adagoldsat jelentésen neheziti.
Nemcsak sebességében, hanem a metabolizdldo citokrom P450 enzimek
fajtajaban is eltér az (R)- és (S)-warfarin metabolizmusa, melynek a gyogyszer-
interakciok eldrejelzésében van esszencialis szerepe [10, 12].

Az enantiomerek hatdsmechanizmuséat tovabb bonyolitja, hogy az enantiomerek

inverziot szenvedhetnek a metabolikus ut folyaman.

Az enantiomerek elvalasztasa nem konnyl feladat és rendkiviili tobbletkoltséget
jelent. Célravezetobb a molekulakat iranyitott, sztercoszelektiv szintézissel eldallitani.
Az enantiomertiszta szintézisek kiemelt jelent6ségét mutatja, hogy 2001-ben a kémiai
Nobel-dijat harom, ezen a teriileten kiemelkedé eredményeket eléré kutato (Knowles,

Noyori és Sharpless) kapta [16].
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1983-1986 1987-1990 1991-1994 1995-1998 1999-2002

B Racemat M Tisztaenantiomer Nem kiralis

2. abra. A racém, izomertiszta illetve nem kiralis hatdanyagok eloszlasa a gyogyszerkincsben az utobbi
évtizedekben.

Forras: Agrawal és munkatarsai, Chirality (2007) [13], alapjan sajat szerkesztés.
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3.1.4 Az enantiomerek elvalasztasa, aranyuk meghatarozasa
Az enantiomerek aranyanak gyors €s hatékony meghatirozasara a kromatografia és a
kapillaris  elektroforézis (CE) nyujtja a legvaltozatosabb lehetdségeket. A
kromatografian alapuld technikdk koziil a gazkromatografia (GC), a szuperkritikus
kromatografia (SFC) és a folyadékkromatografia (LC) a leggyakrabban alkalmazott
modszerek. A kirdlis CE a kapillaris elektroforézis egy olyan specialis alkalmazasi
lehet6sége, ami elektromigracion és kromatografian egyarant alapszik [17]. Ezen
kromatografias modszereknek szamos olyan kedvezd tulajdonsadga van, ami miatt a
kiralis elvalasztasban a legelterjedtebben alkalmazzak 6ket:
. Akar 99,9 % feletti enantiomer arany is pontosan megallapithato [18, E2].
. A matrixkomponensek zavaro6 hatasa kiszlirhet6 [19].
. Rendkiviil alacsony mintaigény.
. Egy analizis alatt akar tobb enantiomerpar aranya is meghatarozhato [20, 21].
. Rovid analizisidd, altaldban néhany perc.
. Mas elven miikodé analitikai rendszerekkel konnyen megvalosithatd
osszekapcsolas  (GC/MS, GC/IR, HPLC/MS, CE/MS, CE/Cirkularis
dikroizmus, HPLC/NMR, CE/NMR) [22-24].

3.1.5 Enantiomer szelektiv kromatografia

Az enantiomer szelektiv kromatografia az utobbi két évtizedben rohamos fejlédésen
ment keresztiil, és mara népszerti kutatasi teriilett¢ valt. Gyakorlati jelent6ségét jol
mutatja a Chirbase kromatografias adatbazis, amely megkozelitéen 170000 kiralis
szeparalast referal [25]. A legtobb elvalasztas folyadékkromatografian alapul, az utobbi
években azonban a kapillaris elektroforézis alapi modszerek szama is rohamosan
gyarapodott. A ciklodextrinek kiralis elvalasztasban bet6ltott kiemelkedd szerepét jol
példazza, hogy a CD-t kirdlis szelektorként alkalmazé publikdciok szdma tobb mint
négyezerre tehetd a tudomanyos irodalomban.

Az optikai izomerek kromatografias elvalasztasa torténhet direkt és indirekt modon.
A kozvetlen mddszernél a kirdlis szelektor dinamikus egyensulyi folyamatban nem-
kovalens kolcsonhatassal atmenetileg diasztereomert képez az enantiomerekkel. A
diasztereomerek képzddése ekkor az analizis ideje alatt torténik. A szelektor lehet az

allofazis része vagy kiralis mozgofazis adalék. A kirdlis elvalasztas az enantiomerek €s
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a szelektor kozotti eltéré erdsségii kolesonhatason alapszik. A szelektorral erésebben
kolesonhato izomer tobb id6t tolt a szelektort tartalmazoé fazisban, mint a gyengébben
kolcsonhato, ekképpen a két sztereoizomer megoszlasa kiillonbozo lesz a két fazisban,
amely eltéré haladasi sebességben nyilvanul meg [26].

Kozvetett elvalasztds esetén az optikai izomerekbdl kirdlis reagenssel elészor
diasztereomereket képeziink, majd ezeket valasztjuk el. Az enantiomereket a kiralis
reagenssel ekkor rendszerint egy stabil kotés (altalaban kovalens kotés) koti 6ssze [7]. A
kozvetett modszerben tobb zavar6 momentum 1éphet fel (pl. az enantiomerek
reakcidkinetikai kiilonbozdsége, a reagens kiralis tisztasdga, a matrixban 1évd kiralis
vegyiiletek kompeticidja, a diasztercomerek eltér6é detektalasi érzékenysége, stb.), mint
a kézvetlen modszernél, ugyanakkor altaldban nagyobb enantioszelektivitas érhetd el és
egyes esetekben a detektalas érzékenysége is novelheté [9]. A dolgozatban kizarolag
kozvetlen modszerrel elért eredményeket ismertetek, az altalunk végrehajtott
valamennyi kiralis elvalasztas a szelektort mozgdfazis adalékként alkalmazva tortént.

A kromatografiaban két csucs elvalasztasat az elvalasztasi faktorral vagy felbontasi
értékkel (Rs) jellemezziik. Azonos nagysagrendi csticsok esetén az alapvonal
elvalasztashoz legalabb Rs=1,5 érték sziikséges. Ha a két komponens mennyisége
nagysagrendileg eltér egymastol vagy jelentés a csucsok asszimetridja, akkor ennél
hatékonyabb (Rs>2,0) elvalasztas is sziikséges lehet a megfelel6 kvantitativ
jellemzéshez [27, 28]. Az elvalasztasi faktor a kovetkezOképpen fiigg a kiilonbozo
paraméterektol:

R, = \/ﬁ «a —1. k'

4 a k'+1

ahol N az elméleti tanyérszam (az elvalasztas hatékonysaga); k> a fazisarany (a

2.1)

mozgofazis és az 4llofazis térfogatanak aranya; o a szelektivitas.

Eredményes kiralis elvalasztasoknal a szelektivitas értéke 1,01-100 tartomanyban,
mig elméleti tanyérszam 5.000-1.000.000 kozott van az enantiomerek elvalasztasra
hasznalt folyadékkromatografias oszlopoknal. A jo elvalasztashoz a fazisaranyt 3-10
érték kozott célszerli tartani, mivel hatasa az elvalasztasra telitési gorbét mutat. A nagy
hatékonysagu elvalasztasok esetén akar a=1,01 is elegendé lehet az alapvonal-

elvalasztashoz [29].
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A kirdlis kromatografiara altaldban GC, LC, SFC ¢és CE alkalmas. Az egyes

modszerek sajatossagait az 1. tablazat foglalja ossze.

1. tablazat. A kiilonbo6zo elvalasztastechnikai modszerek alapvetd tulajdonségai.

Elvalasztastechnikai modszer
Tulajdonsag
GC SFC LC CE
Hatékonysag ++++ +++ ++ ++++
Alacsony analizis h6mérséklet + +++ ++++ ++++
All6fazis valtozatossag +++ ++ +++ +++
Mozgéfazis valtozatossag - + +++ +4+++
Terhelhet6ség + ++ ++++ +
Detektalhatésag ++++ +++ +++ ++
Analizis gyorsasaga ++++ ++ + ++++
Modszer kidolgozottsaga ++++ + ++++ ++++

A + jelek szama az adott kromatografids mod hatékonysaganak mértékét mutatja az adott szempont

szerint.

Bar a CE alapjaiban nem kromatografidss modszer, de a CE-vel végzett kiralis
elvalasztasok mindegyike tartalmaz kromatografias elemet is, hiszen az
enantioszelektivitds kromatografian, mig a komponensek vandorlasa elektromigracion
alapulo jelenség [17, 30].

A kromatografias Kkiralis elvalasztasok mechanizmusa. A legtobb kiralis
kromatografias elvalasztas levezetheté a harompontos kolcsonhatasi modellbdl [31]. Az
elmélet szerint ahhoz, hogy a kiralis felismerés megtorténjen a szelektornak és az
analizalandé izomerek legalabb egyikének legkevesebb harom ponton és egy idében
kell kolcsonhatasba 1épni. A harom kolcsonhatasi ponthoz térbeli (3 dimenzio)
megfeleltetés sziikséges, mig a két pontos kodlcsonhatds (2 dimenzid, sik) nem tesz
kiilonbséget a molekula és tiikorképi parja kozott. A szelektor és a minta kolcsonhatasi
pontjai kozotti térbeli megfeleltetés az oka, hogy nem képzelhetd el olyan kiralis fazis,
amely minden enantiomerpart el tud valasztani. A kiilonb6z6 aszimmetriacentrumok
testre szabott kiralis fazisokat, szelektorokat igényelnek. A merev felépitésti kiralis
fazisokon (pl. fehérjék) altalaban nagy szelektivitas varhato, de viszonylag kevés szamu
komponens esetében. A flexibilis szerkezetti kiralis fazisok (pl. ciklodextrinek)

viszonylag kis szelektivitast mutatnak, de az enantiomerek széles korében.
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3.1.6 Az enantiomer arany meghatarozasanak felhasznalasi teriiletei

Egy anyag enantiomer tisztasagat a két enantiomer aranyaval jellemezziik. Mivel a
gyogyszerkonyvi elbirdsok megkovetelik a legalabb 0,1 szazalékban jelenlevo
szennyezések meghatarozasat - beleértve az enantiomer szennyezésekét is - az
enantiomerek aranyanak meghatarozasa leginkabb a gyogyszeriparban jellemz6 [32]. A
farmakokinetikai kutatasok soran az enantiomer szelektiv metabolizmusok felderitése
ugyancsak megkoveteli a vizsgalt vegylilet enantiomer aranyanak pontos
meghatarozasat [33].

Tovabbi példakat lehet emliteni a kdrnyezetvédelem, a kozmetikai- és élelmiszeripar,
arégészet ¢s az lirkutatas teriiletérdl is. Kornyezetvédelmi vizsgalatokban az enantiomer
arany alapjan szennyezddések idejére és koriilményeire lehet kdvetkeztetni, ugyanis a
racém anyagok biodegradaciodja altalaban enantiomer szelektiv [19]. Gyakori jelenség,
hogy az egyes enantiomerek illata eltérd. Ennek megfeleléen az egyes illatszerek a
komponensek enantiomerjeit ujjlenyomatszeriien egyedi aranyban tartalmazhatjak, igy
az enantiomerek aranyanak meghatarozasa az eredetiségvizsgalat kulcseszkoze lehet.
Az ¢lelmiszerekben a D-aminosavak jelenléte intenziv hokezelésre vagy bakterialis
fert6zésre utal [34]. Az aminosavak D/L aranyanak megallapitasa régészeti leletek,
iiledékek kormeghatdrozésara is alkalmas, mivel az id6 muldsdval az aminosavak
racemizalodnak [35]. Az lrkutatasban a foldonkiviili élet keresése soran az egyik nem
foldi eredetli kdzetmintdban az aminosavak D/L aranyanak vizsgélatdit mikrochip
méretli kapillaris elektroforézis analitikai rendszerrel, kirdlis szelektorként y-CD-t

hasznalva végezték (Murchison meteorit) [36].

3.2 A vizsgalt vegyiiletek
3.2.1 Aszpartam

Az aszpartam (Asm, N-(L-a-aszpartil)-L-fenilalanin-1-metilészter) egy L-
aszparaginsavbol és L-fenilalaninbol all6 dipeptid metilészter (3. abra). Az élelmiszer-
¢és gyogyszeriparban évtizedek ota széleskoriien alkalmazzdk, mint mesterséges, nem-
szacharid tipust édesitdszert (NutraSweet”, AminoSweet”, E951). pH-tol fiiggéen jelen
lehet pozitiv, ikerionos és negativ toltési formaban, igy szdmos elektrosztatikus,
hidrofob ¢és H-hidas kolcsonhatas kialakitasara képes. Miutan az FDA 1974-ben

engedélyezte segédanyagként torténd alkalmazasat, az aszpartdm biztonsagossaga
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szamos orvosi ¢és politikai vita targya volt. Végiil 2007-ben tisztazddott, hogy az
¢lelmiszerekben alkalmazott mennyiségben a vegyiiletnek nincs egészségkarositd hatasa
[37]. A vegyiilet protonalddasi allandoéit Kholeif és Anderegg (logKi=7,39 ¢és
logK,=3,01), Scriba és munkatarsai (logK;=7,87 és logK,=3,04) és Maheswaran ¢és
munkatarsai (logK;=7,49 és logK,=3,20) hataroztak meg [38-40]. Ezidaig a vegyiilet
komplexképzési tulajdonsagait (a komplexek stabilitasa, a komplexképzés
bomlékonysagot befolyasold hatdsa) behatdéan tanulméanyoztdk savas kézegben f-, HP-
[- ¢és DIMEB-CD-kel, meghataroztdk a kialakulé komplexek sztochiometridjat,
valamint szamos publikacié foglalkozik az Asm ¢és hasonldo dipeptidek CD
komplexeinek térszerkezeti vizsgalataval is [39-48].

Mivel az aszpartdm enantiomertiszta formajaval végeztiik a vizsgalatokat, itt kiralis
elvalasztasra nem, csupan a CD-komplexek stabilitdsdnak, sztdochiometridjanak és

térszerkezetének vizsgalatara kertilt sor.

H,C

19 ?3 ?7
o/ H N\

3. abra. Az aszpartam szerkezete és munkank soran alkalmazott szamozasa.

3.2.2 Pregabalin

A pregabalin (Preg, (S)-3-aminometil-5-metilhexansav, Lyrica®) a szervezet egyik 6
inhibitoros neurotranszmitterének, a gamma-amino-vajsavnak alkilezett izomertiszta
analogja (4. abra). Széleskortien alkalmazzak diabetikus periférids neuropatias
fajdalmak [49], posztherpetikus neuralgia kezelésében [50], parcialis epilepszias
rohamokban és fibromialgiaban szenvedéknél [51], illetve az EU-ban generalizalt
szorongasos megbetegedésekben [52]. A pregabalin hatdsat a kozponti idegrendszer
fesziiltségfliggd Ca®" csatornainak gatlasa révén fejti ki, aminek eredményeképpen az

excitacios neurotranszmitterek felszabadulasat mérsékli. Az (R)-enantiomer aktivitasa
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kb. egy nagysagrenddel alulmtlja az eutomerét, igy optikai szennyezdként tartjak
szamon, mely a kiralis elvalasztast nélkiilozhetetlenné teszi [53-54]. A pregabalin két,
sav-bazis szempontbol jelentds csoportot, egy primer amino ¢és egy karboxil funkciot
tartalmaz, valamint egy kiralitascentrummal rendelkezik.

A hatéanyagot human plazmabol LC-MS-MS médszerrel hataroztak meg [55]. Mivel
gyenge az UV elnyelése, igy koltséghatékony analiziséhez UV- vagy fluoreszcens aktiv
szarmazék eldallitasa sziikséges. Szérumbol térténd meghatarozasahoz (HPLC) pikril-
szulfonsavval, illetve o-ftalaldehiddel képzett szarmazékait alkalmaztak [56, 57]. A
pregabalin enantiomerek elvalasztasara az irodalomban egy direkt és két indirekt LC
modszer szerepel: egy makrociklusos glikopeptid allofazist alkalmazé LC moédszer
tomegspektrometrids detektalassal, illetve két, forditott fazist HPLC (hagyomanyos
C18 oszlop) modszer, melyeket a racém vegyiilet N-5-fluoro-2,4-dinitrofenil-5-L-alanin

(Marfey reagens) szarmazékanak szintézise elé6z meg [58-60].
NH,
& =
H,C OH

CHjy

4. abra. A pregabalin szerkezeti képlete.

3.2.3 Vinka alkaloidok

Az Apocynaceae csaladba tartoz6 Vinca minor hazankban is gyakori, lila viraga
novény. A gydgyndvény drogja a szaritott, leveles hajtds (Vincae minoris herba) tobb
mint 30 alkaloidot tartalmaz. Gyogyaszatilag ezek koziil a vinkamin és a vinkadifformin
(5. abra) valamint az izovinkamin és a vincin jelentések. Ezen alkaloidok az
eburnanvazas vegyiiletek korébe tartoznak, melyek kdzos épitdéeleme az indolokinolizin

gylriirendszer.
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(10S,15R,17R)-vinkamin (7R,8R,9R)-vinkadifformin

5. abra. A vinkamin és a vinkadifformin szerkezeti képlete a dolgozatban alkalmazott szamozassal.

A vinkamin szerkezetét 1961-ben tisztaztak, értagitd hatasa miatt hamar az
érdeklédés kozéppontjaba keriilt [61]. A molekulabol szintetikus Gton egy Uj
vinkaminszarmazékot, a vinpocetint allitottak el6 (6. abra). A vinpocetin szelektivebb a
vinkaminnal, az agyi vérellatast tobb mint kétszer hatékonyabban noveli, és a késébbi
Cavinton® készitmény hatoanyaga lett. Az eredeti fejlesztésii gyogyszer a magyar

origindlis gyogyszerkutatds egyik legsikeresebb terméke lett 1978-as bevezetése oOta

[62].

CH
2

(10S,159)-vinpocetin

6. abra. A vinpocetin szerkezete a dolgozatban alkalmazott szamozassal.

A vinkamin és a vinpocetin pentaciklusos eburnanvézat tartalmazoé alkaloidok, ahol a
D/E gytriianellacié cisz, azaz 10S, 15S konfigurdcioju. A vinpocetin két
kiralitascentrummal (C-10 és C-15) rendelkezik, igy Osszesen 4 sztereoizomerje 1étezik

két enantiomerpart alkotva. A vinkamin esetén a C-17 szénatom is kiralitascentrum, igy
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a harom kiralitascentrumot tartalmazé molekulanak 2%, azaz dsszesen 8 sztereoizomerje
létezik, melyek koziil csak az egyik hatasos. A cerebrovaszkularis hatds hordozoja a
cisz-15a-etil(10S, 15S)-eburnamin vaz, mig a transz-f periférias értagitd hatasa [63]. A
vinkadifformin a vinkaminhoz hasonléan 3 Kkiralitascentrumot tartalmaz (8
sztereoizomerje 1étezik), de ezek elhelyezkedése eltéré (C-7, C-8 és C-9). Mindharom
vegyiilet tartalmaz egy bazikus tercier aminocsoportot. Irodalmi adatok szerint a
vinpocetin protonalodasi allanddjanak logaritmusa 7,31 [64].

A vinkamin és a vinpocetin a cerebrovaszkularis rendszerre hatnak, az agyi erek
tagitasa révén fokozva az agyi véraramlast [65, 66]. Hatasosnak bizonyultak iszkémias
stroke (sz¢€liités) esetén is [67]. Antivazokonstriktor ¢és antianoxias hatasuk is jelent6s,
csokkentik a vér viszkozitasat, serkentik az agyi metabolizmust, fokozzak a neuronok
gliik6z- és O,-felvételét és felhasznalasat [68], ezen hatasaik révén serkentik az agy
kognitiv folyamatait [69]. A vazodilataci6 az érfal simaizmainak kontrakcios rendszerén
keresztiil hat. A vinpocetin csokkenti a Ca?* csatornak vezetSképességét, gatolja a
sejtmembran fesziiltségfiiggd Na* csatornait [70, 71], tovabba a Ca**-kalmodulin fiiggd
foszfodiészteraz enzimet [72, 73]. Ezen hatasokon keresztiil noveli az agy ciklikus
adenozin-monofoszfat és ciklikus guanozin-monofoszfat szintjét és fokozza a helyi
véraramlast. A neuroprotektiv hatds veédi az idegsejtet az apoptdzis beinduldsatol. A
vinpocetin a fesziiltségfiiggd Na* és Ca®* csatorndkon atfolyo ionaramokat csokkenti €s
ezaltal elésegiti a neuron tulélését, védd hatast fejt ki az idegsejtek oxigénhiany
kovetkeztében fellépd karosodasa esetén [74]. A kognitiv folyamatokat javitd hatas
valoszinli oka az, hogy a vinpocetin fokozza a hippokampalis neuronokban eldidézett
un. ,,hosszitavu potenciacid”-t, azaz a szinaptikus hatékonysag (plaszticitas) tartos
megnovekedését, ami az emléknyom képzddésének elsd, cellularis szinten
megfigyelhet6 1épése [75].

A vinka alkaloidok egymds melletti elvalasztdsara, biologiai mintakbol torténd
kimutatasara és enantiomerjeik, ill. diasztereomerjeik eclvalasztasara tobb kapillaris
elektroforézis és HPLC modszert dolgoztak ki [76-81]. A kozelmultban jelent meg egy
tanulmany a vinka alkaloidok nemvizes kozeglii [82], illetve vizes kozegi
elvalasztasarol [83].

Az irodalomban korabban a vinpocetin - B-CD, y-CD, HP--CD és SB-5-CD
komplexeinek stabilitasanak, valamint vinpocetin - f-CD, RAMEB-CD, SB-4-CD ¢és
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vinkadifformin — HP-y-CD komplexek sztochiometridjanak vizsgalatat publikaltak,
mely minden esetben 1:1-nek adoédott. A vinpocetin - SB--CD komplex
térszerkezetének felderitését 'H és 2D ROESY NMR vizsgalatokkal végezték,
melyekbdl arra kovetkeztettek, hogy az alkaloid aromas gylrije a szekunder nyilas
iranyabol illeszkedik a CD {iregébe, és a ciklodextrin oldallanca is részt vesz a

komplexképzésben [84-86].

3.2.4 Imperanén

A lignanok a novényi fenolok egy fontos csoportjat képviseld vegyiiletek. Az
izomertiszta (S)-imperanén (lpn, (E)-4,4'-(3-(hidroximetil)but-1-én-1,4-diil)bisz(2-
metoxifenol)) a lignanok ritka, Cg-Cs-Cg szerkezetli osztalyaba tartozd vegyiilet (7.
abra), melyet az Imperata cylindrica (L.) rizomajabol sikeriilt extrahalni [87]. A
vegyiilet egy kiralitdscentrummal rendelkezik és két, sav-bazis szempontbdl jelentOs

fenolos hidroxilcsoportot tartalmaz.

Hcl)g\:lz 4 ; (9)H
o 17 15 -
35, 16 >
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7. abra. Az (S)-imperanén szerkezeti képlete a dolgozatban alkalmazott szamozassal.

A vegyllet vérlemezke aggregaciot gatld hatassal rendelkezik, és a human tirozindz
enzim kompetitiv inhibitora [87, 88]. Az (R)-enantiomer biologiai aktivitasat ezidaig
nem igazoltak. A vérlemezke aggregaciot gatld hatas igéretes hatdanyag jeloltté teszi a
tirozin L-DOPA-va, majd DOPAkinonna torténd atalakitasat végzi, mely folyamat a
borszin kialakitdsaban, igy helyi hiperpigmentaciokban (melasma, lentigo) jatszik
fontos szerepet. Ennek megfeleléen a tirozinaz inhibitorokat (arbutin, katekinek,
rezveratrol, hidrokinon) hiperpigmentacié kezelésében ¢és kozmetikumokban
alkalmazzak [90-93]. Ezen a teriileten az imperanén szintén igéretes hatoanyag jelolt
lehet.

Az imperanént racém ¢s enantiomer tiszta forméban szamos médon eldallitottak [94-

99]. Az enantiomer tisztasagot ezen tanulmanyokban HPLC-vel, Chiralcel OD-H,
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Chiralpak AD-RH vagy (R,R)-Whelk-O 1 kiralis analitikai oszlopokon, 254 nm-en
torténd UV detektalas mellett ellendrizték [95-97, 99]. A vegyiilet ciklodextrin
komplexképzésének vizsgalatat ¢és enantiomerjeinek elektromigracion —alapuld

elvalasztasat az eddigiekben nem publikaltak.

3.2.5 Szitagliptin

A szitagliptin  (Sgli, (R)-4-oxo0-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro[1,2,4]triazolo[4,3-
a]pirazin-7(8H)-il]-1-(2,4,5-trifluorofenil)butan-2-amin, Javunia®, korabban MK-0431),
(8. abra) a dipeptidil-peptidaz-4 (DPP-1V) enzim rendkiviil hatasos és igen szelektiv
inhibitora, melyet a 2-es tipust diabétesz kezelésére fejlesztettek ki a kozelmultban
[100]. A DPP-IV felelés a glukagon-szer(i peptid és a gliikoz-dependens inzulinotrop
peptid lebontasaért a szervezetben [101, 102]. Az enzim gatlasan keresztiil a Sgli noveli
a gliikoz-dependens inzulin szekréciot, csokkenti a rendellenes glukagon szekréciot,
lassitja a gyomortiriilést, noveli a f-sejt szamot és csokkenti az étvagyat [101-104]. A
mellékhatasprofilja nagyon kedvezd: a teststilyra nincs hatasa, a hipoglikémia és az
emésztorendszeri mellékhatasok eldforduldsa is alacsonyabb a hasonld indikacidju
hatéanyagokénal [105-107]. Onmagaban, vagy mas antidiabetikumokkal (metformin,
pioglitazon) kombinacioban is alkalmazzak [108, 109].

8. abra. A szitagliptin szerkezete és a dolgozatban alkalmazott szdmozasa.

A vegyiilet egy kiralitascentrumot tartalmaz, valamint egy protonalhatdé primer
amino funkciét. Human plazméaban protein precipitaciot [110], valamint folyadék-
folyadék extrakciot [111] kovetden LC-MS-MS modszerrel hataroztak meg.

A hatbéanyag és prekurzorainak eldallitdsara szamos szintetikus modszert publikaltak

[100, 112-116]. Ezen médszerek tobbsége magaban hordozza a lehetdséget, hogy a nem
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kivanatos (S)-enantiomer szennyezi az izomertiszta terméket. A Sgli enantiomerjeinek

elvalasztasat, illetve CD komplexképzésének vizsgalatat ezidaig nem publikaltak.

3.2.6 Dapoxetin

A dapoxetin  (Dpx,  (S)-N,N-dimetil-(3)-[1-naftaleniloxi]-1-fenilpropil-amin
hidroklorid, Priligy™) egy 1j, hatékony szelektiv szerotonin visszavétel gatlo (SSRI),
mely egyedi fizikai-kémiai és farmakokinetikai sajatsagokkal rendelkezik, igy alkalmas
fluoxetin, fluvoxamin, paroxetin, szertralin) a depresszio, szorongasos megbetegedések,
¢s egyes személyiség zavarok kezelésében alkalmazott szerek. Az atlagos SSRI-kel
szemben - melyek a cstics plazmakoncentraciot kb. 4-12 ora alatt érik el, és féléletidejiik
hossza (12-48 ¢6ra) - a Dpx egy gyorsan hatdo vegyiilet, mely a csucs
kb. 5%-ara csokken le [117]. Ezek az egyedi farmakokinetikai tulajdonsagok teszik
lehetdvé, hogy a hatoanyag sziikséglethez igazithatéan legyen adagolhato.

H,C CH
33NN 16 °
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22 g 12
1 17 o
13 11
20 18 p -
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19 |10
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9. abra. A dapoxetin szerkezete és a dolgozatban alkalmazott szamozasa.

A dapoxetin egy kiralitascentrummal és egy, protonalodasra alkalmas tercier amino
funkcioval rendelkezik. Mind a racém, mind az enantiomer tiszta Dpx eldéllitasara
szamos irodalmi modszer 1étezik, melyeknél az enantiomerek aranyat kiralis HPLC
modszerekkel hataroztdk meg [118-125]. A vegyiilet ciklodextrin komplexképzését,
illetve az enantiomerek kapillaris elektroforézissel megvalosithatd elvalasztasat ezidaig

nem publikaltak.
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3.3 Kapillaris elektroforézis

Az elektroforézis (elektromigracid) a klasszikus folyadékkromatografia mellett az
egyik leggyakrabban alkalmazott elvalasztastechnikai modszer, melynek sordn a
toltéssel rendelkezd részecskék egyenaramu elektromos er6térben a toltésiikkel
ellentétes polaritds iranyaba vandorolnak. A részecskék vandorlasi sebessége alapvetoen
(egyéb tényezok mellett) fajlagos toltésiiktol, vagyis a toltés/méret aranytol fiigg. A
kapillaris elektroforézis moddszerrel lehetové valik a molekuldk elektromigracios
sebességkiilonbségén alapulo elvalasztasa és félkvantitativ meghatarozasa.

Miutan 1981-ben Jorgenson és Lukacs elkészitette az elsd kapillaris elektroforézis
késziiléket [126-128], megindult a modern, konnyen kezelhetd és tobbféle tizemmodban
(izoelektromos fokuszalas, izotachoforézis, micellaris elektrokinetikus kromatografia,
stb.) is alkalmazhato késziilékek fejlesztése. A modern kapillaris elektroforézis
késziilékek altalanos, sematikus felépitését a 10. abra szemlélteti. A miiszerben talalhato
kapillaris egy 20-100 cm hosszl, 25-100 um bels6é atmérdja, kiviilrél poliimiddel
bevont rugalmas ,,csatorna”. A mérések soran a kapillarisban nagy fesziiltséget (10-30

kV) és ennek megfeleléen nagy térerét (100-1000 V-cm™) alakitunk ki.

kapillaris

teldolgozo
regisztralo

ANOD B

- — - mintatarto edény - - — -
bemeneti pufferedeény kimeneti pufferedény

! nagyfesziltségi tapegység l

10. abra. A kapillaris elektroforézis késziilék sematikus felépitése.

3.3.1 A Kkapillaris elektroforézis alapjai

A kapillaris  elektroforézis  napjainkban az  elvalasztastechnika  egyik
legdinamikusabban fejlédé aga, mely az 1990-es években valt altalanosan elérhetdveé
[18]. A CE egyediilallo eldonyokkel rendelkezik az ionizalhaté anyagok analizisében
[129-130], de képes semleges anyagok elvalasztasara is [131].
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Az elektroforézis technika 1ényege, hogy az ionizalt részecskék az elektromos térerd
hatasara az ellentétes polaritasu elektrod felé aramlanak, az elvalasztas a részecskék
eltérd elektroforetikus mozgékonysagan (mobilitas, ) alapul [132]. Az elektroforetikus
mozgékonysag kozvetlenill vagy kozvetve fligg olyan tényezoktdl, mint a részecske
viszkozitasa, dielektromos allandoja, pH-ja és a kapillaris hémérséklete.

Egy tovabbi meghataroz6 jelenség, amely lényegesen befolydsolhatja a részecskék
elektroforetikus mozgékonysagat az elektroozmoézis. Az elektroozmdzis minden
elektroforetikus modszernél fellépd alapvetd jelenség, mely az elektromos tér hatasara a
folyadéknak egy toltéssel rendelkezd felillet mentén kialakulo 4aramlésaként
definidlhat6. Ezt a folyadékdramlast nevezziik -elektroozmotikus aramlasnak
(electroosmotic flow, EOF).

Kapillaris elektroforézisben altalaban eldkezeletlen kvarc kapillarist alkalmaznak,
melynek belsé feliiletén - ha vizes oldattal érintkezik — szilanolcsoportok alakulnak Ki
nagy feliileti stirtiséggel. Ezen szilanolcsoportokrol a kapillarisban 1évé folyadék pH-
jatol fiiggben hidrogénionok disszocialhatnak le, valamint a hattérelektrolit negativ
toltésli ionjai is adszorbedlodhatnak a kapillaris belsd falara. Az igy kialakuld negativ
toltésli csoportokat a hattérelektrolit hidratalt kationjai veszik koriil, elektromos

kettosréteget kialakitva (11. abra).

A V2R VRN VAR VAR VAR VAR VAN Vi
St St St %1 S S1 %1 S
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® o & & & & & ©

+ Elektoozmotikus aramlas (EOF) =
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11. abra. Az elektromos kettds réteg a kapillaris bels6 feliiletén és az elektroozmotikus aramlas.
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A szilanol csoportok az elektrolit pH-jatol fiiggéen toltéssel rendelkezhetnek:

ha a pH<2,5, tobbségben pozitiv toltéstiek (SIOH,"),
ha a pH~2,5, semleges t6ltésiiek (SiOH),
ha a pH>2,5, tobbségben negativ toltésiiek (SiO").

A fentiekbdl kovetkezéen pH=2,5 felett a szilanolcsoportok egyre inkabb pozitiv
toltésti hidratalt kationokat vonzanak a kapillaris falahoz az oldatbol. A kapillaris
falanal 1€év6 kationok az elektromos tér hatasara elmozdulnak a negativ elektrod, a katod
iranyaba, meginditva a kapillarisban 1év6 teljes folyadéktomeg egyidejii aramlasat, az
elektroozmotikus aramlast. Ez az aramlds az anionokat és semleges részecskéket is
magaval viszi, annak ellenére, hogy azok sajat elektroforetikus mobilitasuk alapjan az
anod felé vandorolnanak, illetve helyben maradnanak. Az igy keletkezett EOF

mozgékonysaga (ugor) hozzaadodik az i részecske sajat effektiv mozgékonysagahoz

(™) 1étrehozva a kisérletileg meghatérozhato ltszélagos mozgékonyséagot ( 1™

app _

B = "+ e (2:2)
Ezeknek megfelel6en a detektorablak el6tt elészor a leggyorsabban haladé kationok,
majd az EOF-fel egyiitt haladd semleges molekulak, végiil az anionok haladnak el
(12. abra). Az egyes kationok és anionok sebessége kozotti kiillonbséget a fajlagos,
vagyis az egységnyi méretre vonatkoztatott toltésiik hatdrozza meg: a nagyobb fajlagos

toltésti kationok gyorsabban, mig a nagyobb fajlagos toltésli anionok lassabban

migralnak.
EOF
injektalas _— detektalas
| |
ANOD KATOD
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effektiv . I
EOF mozgékonysag latszolagos mozgékonysag
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12. abra. Az elektroozmotikus aramlas hatasa a kationok, anionok és semleges részecskék migracios

sebességére, a Kialakult 1atszolagos mozgékonysaguk és sorrendjiik az elektroferogrammon.

Az elektroozmotikus mobilitds fiigg az alkalmazott térerdsségtdl, a hattérelektrolit

pH-jatol és ionerdsségétdl (koncentracidjatol, alkotoelemeitdl). A weor annal nagyobb,
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minél magasabb a hattérelektrolit pH-ja, hiszen magasabb pH-n (pH=2,5 felett) egyre
tobb hidrogénion disszocial le a szilanolcsoportokrol. pH=8 felett a pH ndvelése mar
nincs befolyassal az EOF mozgékonysaganak nagysagara, ilyen kdzegben gyakorlatilag
az Osszes szilanolcsoport deprotonalt allapotban van.

Ha az EOF mozgékonysaga abszolut értékben nagyobb az anionok effektiv
mozgékonysaganal, akkor lehetéség nyilik nemcsak a kationok és a semleges
molekuldk, hanem az anionok detektalasara is. Sziikség esetén az EOF iranya pozitiv
toltésti detergensekkel atfordithatdé az andd irdnyaba, vagy az oszlopot akrilamiddal
boritva az EOF meg is sziintethetd [133]. Kisérletileg az EOF mozgékonysaga a

kovetkezoképpen hatdrozhaté meg:

VEOF Ieff .It
Heor E t. U (2.3)

ahol lefr a kapillaris hossza a detektorig [cm]; |; a kapillaris teljes hossza [cm]; teor az
EOF marker migracios ideje [s]; U az alkalmazott fesziiltség [V].
(2.2) és (2.3) alapjan az i részecske effektiv elektroforetikus mozgékonysagat a

kovetkezd egyenlet fejezi ki:

e, (1 1
eff eff "t
o= e 2.4
g U (t' tEOFj ¢4

i

ahol tj az i részecske migracios ideje [s].

A CE-ben az EOF aramlasi profilja ,,dugészerii” vagy U-alakt, mert a kapillaris
belsejében az dramlas hajtdereje szinte mindeniitt azonos, igy az aramlas egyenletesnek
tekinthetd, szemben a nyomas altal generalt laminaris (parabolikus) dramlasi profilt
mutat6 analitikai rendszerekkel (pl. HPLC). Az U-alaku aramlasi profil esetén a csticsok
nem szé€lesednek, ezért nagy a hatékonysdg: akar milliés nagysagrendii elméleti
tanyérszam elérése is lehetové valik.

A Kkapillarisban a részecskék surlodasa soran jelentés mennyiségi hé (Joule ho)
képzddik, amely az ardnylag kis tomegli pufferhez képest nagy feliileten adodik le. Ez a
nagymérvii holeadas teszi lehetévé, hogy a CE nagy migracios sebességet biztositd -
akdr 1000 V/cm nagysdgu - térerOn dolgozzon a hagyomanyos -elektroforézis
nagysagrenddel kisebb térereje helyett.

A kapillaris elektroforézis az egyéb elvalasztastechnikai modszerekkel szemben

szamos elénnyel rendelkezik: kisérleti paraméterei széles korben valtoztathatok (pH,
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ionerésség, alkalmazott segédanyagok mennyisége, hdomérséklet, alkalmazott
fesziiltség), hidrodinamikus és elektrokinetikus injektalas egyarant megvaldsithato,
vizes és nemvizes pufferek is alkalmazhatok valamint szdmos detektalasi lehetdség
(UV, lézer-indukalt fluoreszcens detektalas, MS kapcsolads) adodik. A moédszerek magas
szinten automatizalhatok, mintaigényiik rendkiviil alacsony (1-50 nl), hatékonysaguk
kiemelkedd (N~10°-10°), a molekulak széles korét képesek elvélasztani (az egyszerti
ionoktol a tobb millié Da tomegii biomolekulakig). A CE egyik nagy elénye, hogy nincs
sziilkség munkaigényes mintaelOkészitésre. Akar vérplazma vagy vizelet mintdk is
tisztitas nélkiil analizalhatok, a kvarc kapillaris pedig minden egyes analizis utan
ami a kapillarisban nem okoz karosodast.

Néhany nem kivant hatas azonban leronthatja az elméletileg elérhet6 rendkiviil nagy
hatékonysagot. Ha a mintanak és a hattér elektrolitnak jelentésen eltér a
vezetoképessége, akkor az elektrodiszperzid torzult, széles csticsokat eredményez, az
oldatok kiegyensulyozatlan vezetOképessége ugyanis diffuz vandorld zonat hoz létre a
hatarfelilleten [134]. A jelenséget ki lehet kiiszobolni a puffer és a minta
vezetoképességének Osszhangba hozasaval [135]. A minta adszorpcidja az oszlop falan
szintén nem kivant csucsszélesedést vagy a csucs szimmetridjanak torzulasat okozhatja.
Az adszorpcid csokkentését és megsziintetését jol megvalasztott pufferrel vagy az

oszlop falanak dezaktivalasaval lehet elérni.

3.3.2 A Kkiralis kapillaris elektroforézis alapjai

Kezdetben a kirdlis anyagok elvalasztasat elsdsorban HPLC és GC mddszerekkel
végezték. Ezek az analitikai mddszerek azonban bonyolultak, optimalizalasuk nehézkes,
a kiralis allofazisok meglehetésen dragak. Ezzel szemben a kiralis anyagok CE-vel
torténd direkt elvalasztasanal csupan kiralis szelektort Kell a pufferhez adagolni, mely
sokkal egyszeriibb, hatékonyabb ¢és legtobbszor olcsobb modszer. Ezeknek az
eldnyoknek koszonhetden a kapillaris elektroforézis a  kirdlis  elvalasztas
legdinamikusabban fejl6ddé agava valt. Ezt mi sem bizonyitja jobban, mint hogy a
kapillaris elektroforézisen alapuld kiralis elvalasztast publikald cikkek szama mara

meghaladja a négyezret.
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Kromatografias technikékkal szemben a CE-ben a kirdlis felismerés molekuldris
szinten és nem a fazisok makroszkopikus szintjén torténik. A Kiralis kapillaris
elektroforézisben az enantiomer elvalasztas csak kis mértékben alapul elektroforetikus
elvalaszto elven. Az elektroforetikus elvalasztasi elv feltételezné, hogy az elvalasztando
enantiomer komponensek (szelektandok) eltéré toltésstirliségiik kovetkeztében
kiilonboz6 sebességgel vandoroljanak. Azonban a kiralis vegyiiletek enantiomerjeinek a
toltésstirisége megegyezik, igy azok elektroforetikusan nem lennének elvalaszthatoak
és az EOF sem enantioszelektiv transzport. Az enantiomerek sztereoszelektiv
felismerése csak egy kirdlis szelektorral wvald sztereoszelektiv kolcsonhatasuk
kovetkeztében torténhet meg, amely viszont kromatografias elvalaszto elv [17].

A CE-ben az oldott kiralis szelektort pszeudo-allofazisnak is nevezik, mivel az
enantiomerek véandorlasi sebessége kiilonbozd szabadon és ideiglenesen képzddott
asszociatumként. Tehat a technikdnak a molekularis szinten torténd enantioszelektiv
felismerést az enantiomerek tényleges mozgékonysag kiilonbségévé kell alakitania
ahhoz, hogy alkalmas legyen kiralis elvalasztasra. Ennek figyelembe vételével a sajat
mozgékonysaggal (az adott koriilmények kozott) nem rendelkezd szelektort ,kvazi-
allofazisnak™, a sajat mozgékonysaggal rendelkez6t pedig ,,mozgoagyas allofazisnak™
nevezhetjiik [17, 30].

A kirdlis CE gyakorlataban a puffer vagy elektrolit a kirdlis szelektort oldott
formaban tartalmazza. Az enantiomerek mozgékonysdg kiilonbsége (Aw) az alabbi
egyenlettel szamithato ki [136]:

A/J = Ll — s = Hszabag T /ukplx,RKRC _ Hzapaq +/ukplx,SKSC
"o 1+K,C 1+KC

(2.5)

ahol ur és us az egyes enantiomerek effektiv mozgékonysagai; Kg és Ks a szelektor-
enantiomer komplexek atlagos stabilitasi allandoi [M'l]; Hszabad €S Liplx @ szabad és a
szelektorhoz kotott enantiomerek effektiv mozgékonysagai; C a pufferben oldott kiralis
szelektor koncentracidja [M].

A (2.5) egyenletbdl lathato a kiralis CE két f6 eldnye a hagyomanyos kromatografias
elvalasztasokkal szemben:

. Megvalosithato, hogy a szelektivitds meghaladja (elvben a végtelenbe tartva) a

kiralis felismerés altal nytjtott termodinamikai szelektivitast [137].
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. Elérhetd az enantiomerek migracios sorrendjének megvaltoztatdsa a szelektor
¢és a szelektandok kozotti affinitdas megforditdsa nélkiil is. Ez elérhetetlen
allofazishoz kotott kiralis szelektort alkalmazd kromatografias technikaknal.

Mivel méretiik és toltésslirliségiik is azonos, a szabad enantiomerek mozgékonysaga

megegyezik (ur=us=tszanad)- Aoz, hogy a (2.5) egyenlet egyszerisithetd legyen, két
szelektivitasi fogalom, a komplexalasi szelektivitas (b=Kgr/Ks) és a méret szerinti
szelektivitas (s=tuqixr/tpixs) vezethetd be [138]. Ha a méret szerinti szelektivitas
elhanyagolhatoan kicsi (0,999<s< 1,001) vagy ha a komplexalasi szelektivitas legalabb
két nagysagrenddel nagyobb a méret szerinti szelektivitasnal ((b-1)/(s-1)> 100), akkor a
diasztereomer komplexek mozgékonysagat megegyezoének feltételezve (uc r=tcs=uc) a
(2.5) egyenletbdl egy, a kovetkeztetések levonasara alkalmasabb egyenletet kapunk
[136]:

A/J _ C(:uszabad _/ukplx)(KR - KS)
1+ C(K + K ) + C? K K

(2.6)

A (2.6) egyenletbdl vilagossa valik, hogy enantiomer elvalasztas eléréséhez nem
elegendd, ha a két enantiomer komplexképzési allandoja eltéré (Kr#Ks). Az enantiomer
elvalasztashoz az is sziikséges, hogy az enantiomerek szabad formajanak és
komplexének mozgékonysaga is kiillonb6zzon (uszapad#tikplx). Amennyiben ez a két
feltétel teljesiil, ugy az enantiomerek komplexalt forméainak mozgékonysaga eltérének
adodik az elvalasztas soran (uupixr7Ukplx,s). Abban az esetben, ha az enantiomerek mind
szabad, mind komplexalt formaban semlegesek, vandorlasi sebességiik megegyezik az
EOF sebességével, vagyis nem tapasztalhato elvalasztas fiiggetleniil a két enantiomer
komplex stabilitasi allandoja kozotti kiilonbségtél. Ez a magyarazata annak, hogy
pusztan semleges szelektorokkal semleges enantiomerek nem valaszthatok el CE-ben.

A (2.6) egyenlet alapjan értelmezhetd az is hogy a szabad és komplexalt formak
kozotti minél nagyobb mozgékonysdg kiilonbség az enantiomerek egyre jobb
elvalasztasat eredményezi. Ennek a mozgékonysag kiilonbségnek a f6 befolyasolo
tényezdje a gazda- és vendégmolekula kozott kialakuld kolcsonhatds erdssége.
Amennyiben ellentétes toltésii a szelektor és az elvalasztandd anyag, ionos kdlcsonhatés
is erdsitheti az interakciot. Ilyen esetben tUjabb eldnye a modszernek, hogy a

komplexképz6t kisebb koncentracioban is elegendd lehet alkalmazni [139, 140].
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A (2.6) egyenletbdl az is kovetkezik, hogy a két enantiomer mozgékonysaganak
stabilitasi alland6 nagysagrendjének fiiggvényében [136].

A kiralis elvalasztas felbontasdra az elektroforézis sordn szamos tényezd lehet
befolyassal. Alapvetéen meghatarozd az alkalmazott kirdlis szelektor mindsége és
koncentracioja a hattér elektrolitban. Fontos szerepet jatszik emellett a pufferképzo
mindsége ¢és koncentracidja, a hattérelektrolit pH-ja, a szerves modositok mennyisége és
mindsége, az elektroforézis soran alkalmazott fesziiltség, a kapillaris belsé hémérséklete
valamint az esetleges egyéb adalékanyagok mindsége €és mennyisége is.

A sztereoizomerek  (enantiomerek) elvalasztasahoz  nélkiilozhetetlenek a
sztereokémiailag aktiv segédanyagok: a kiralis szelektorok. Minthogy univerzalis kiralis
szelektor nem létezik, rendkiviil sokféle vegyiiletet probaltak mar ki CE-ben. UV
fényatereszté képességiikk és relativ alacsony aruk miatt a ciklodextrinek a
leggyakrabban hasznalt szelektorok. Szarmazékaik széles valasztéka biztositja az
egyszerll modszerfejlesztést, segitségiikkel CE-ben toltéssel rendelkezd és semleges
enantiomerek is sikeresen elvalaszthatok. A CD alapu kirdlis CE témakoérében mar tobb
mint haromezer publikacid latott napvilagot. A CD-ken kiviil egyéb szelektorokat is
ismeriink, melyeket az alabbiak szerint csoportosithatunk:

. makrociklusos antibiotikumok (pl. vankomicin, teikoplanin, risztocetin)

. peptidek, polipeptidek, fehérjék (pl. human szérum albumin)

. nem ciklusos oligo- és poliszacharidok (pl. maltdz, dextran, amiloz, heparin)

. koronaéterek (pl. 18-korona-6-éter)

. micellaképzd kiralis feliiletaktiv anyagok (pl. Cu(II)-N,N-didecil-alaninat)

. kiralis fém-komplexek (pl. Cu(ll)-aszpartam komplexek)

Az enantiomerek migracios sorrendjének megforduldsa a kirdlis szelektor kémiai
vagy szerkezeti modosulasa altal eléidézheté legdramaibb valtozas. A szelektor akar
legkisebb szerkezeti vagy kémiai modositasa is nagy hatéssal lehet a kiralis felismerésre
€s a migracios sorrendet megfordithatja. Ciklodextrinek esetében példaul a szelektand-
CD kolesonhatas széleskorli vizsgalatakor fény deriilt arra, hogy az affinitds a CD-n
1év6 szubsztituens tipusatol, helyzetétdl illetve az tregmérettél figg, valamint a
szubsztitucios fok is befolyasolhatja [141, 142]. Valamennyi tipusi migracids sorrend

véaltozas az irodalomban jol ismert. Uregméretfiiggd megfordulaskor a szelektor-
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szelektand kolcsonhatasok azonosak, a nemkovalensen kolcsonhatd csoportok kozotti
tavolsag valtozhat CD-r6l CD-re [142-145]. A gylr( szubsztitualdsa hatassal van az
iregméretre és a komponensek kozott kialakuld intermolekularis kolcsonhatasok
természetére, mely hatds szintén az enantiomer sorrend megvaltozasdhoz vezethet [142,
146-151]. Tanaka vizsgalatai szerint nemcsak a szubsztituens természete, hanem annak
elhelyezkedése is hatassal lehet az enantiomer sorrendre [152, 153]. Ezt a jelenséget
Chankvetadze is alatamasztotta acetil és szulfat szubsztituensek esetén [154, 155]. Az
enantiomer sorrend megvaltoztatasanak lehet6sége nagyon fontos a kiralis analitikaban
az enantiomer tisztasagi vizsgalatok tekintetében, ugyanis tailing jelenség esetén a 0,1%
kirdlis szennyezd komponens megfeleld, biztonsagos meghatarozasa altaldban csak
akkor lehetséges, ha a minor csucs halad elébb, heading esetén pedig pont forditva, ha a
minor csucs halad késobb. Természetesen kiemelkedéen jo felbontas esetén a
meghatarozds a kedvezétlenebbnek tartott esetben is megvalosithatd. A migracios
sorrend megforditasa akkor is nagy jelent6séggel bir, ha a f6 komponens zavarja az
elvalasztast [156]. Semleges ¢és ionizalhatdo CD-k alkalmazasaval ugy tudunk valtoztatni
az enantiomer sorrenden, ahogy azt a felhasznalas megkivanja.

Nagy kiilonbségli enantiomer aranyok meghatarozasa (pl. enantiomer tisztasagi
vizsgalat) akkor oldhaté meg egyszeriibben, ha a kisebb csucs migral elébb [157-160].
Illyen esetekben az enantiomerek vandorlasi sorrendjének sziikség szerinti
megvaltoztatasara kényszeriilhetiink. Erre a feladatra a kiralis CE adja a legsokoldaliibb
¢s legkonnyebben elérhetd megoldasi lehetdségeket [161]. A migracidés sorrend
potencialisan megvaltoztathatd a pH eltoldsa (a minta vagy a szelektor ionizaltsaganak
megvaltoztatasa) [30, 156], mas mechanizmusu kiralis szelektor alkalmazésa [146,
156], az EOF megsziintetése vagy iranydnak megforditdsa [156] ¢és akiralis

micellaképzok alkalmazasa révén [162].

3.3.3 Hattér pufferek vagy elektrolitok

Az elvélasztasok eredményessége szempontjabol rendkiviil fontos szerepe van a
megfelelé puffer kivalasztasanak. A hattérelektrolitnak a kovetkezé alapvetd
jellemzoéknek kell megfelelnie:

. nagy pufferkapacitas a kivéalasztott pH-tartomanyban,

. optimalis koncentracio (20-100 mM),
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. kis elnyelés a detektalas hulldimhosszan,

. a pufferion és a vizsgalt anyag mozgékonysaga igazodjon egymashozhoz,

. szerves adalékok optimalis alkalmazasa (0-40%).

Az EOF nagyfoku pH-fliggése megkdveteli az allando pH biztositasat. Ez altalaban a
pKs+ 1 pH-tartomanyat jelenti. Leggyakrabban foszfat, formiat, acetat, citrat vagy borat
anionokat és Li", Na', K', NH,', trietil- vagy trietanol-ammonium kationokat
alkalmaznak.
elektrodiszperzid, tulterhelés) és hatranyos (ndévekvd aramerésség ¢és  Joule-ho
termelddés, zonaszélesedés) hatasai lehetnek. Ennek megfeleléen az ionos szelektorok
alkalmazasanal azok vezetOképességét is figyelembe kell venni a kisérlet tervezésekor.
A szerves adalékok hatdsa tobbféle lehet: csokkentik az EOF nagysagat és a mintdk
kapillaris falan val6 adszorpcidjat, ndvelik az apolaris anyagok oldékonysagat, tovabba
fontos szerepiik lehet az enantioszelektivitds novelésében. Az utdbbi hasznos hatasuk
azon alapul, hogy kompetitiv komplexképzési folyamat révén megvaltoztathatjak a
szelektor-enantiomer komplexek stabilitasi allandoit [163]. A leggyakrabban hasznalt
adalék a metanol, de mas alkoholok és az acetonitril sikeres alkalmazasa is el6fordul

[164-165].

3.3.4 A Kkiralis kapillaris elektroforézis modjai
A kirdlis CE hagyomanyos moédjanak nevezziik azt az eljarast, amikor mind a
kapillarist, mind a bemeneti (inlet) és a kimeneti (outlet) pufferedényeket (vial-okat) a
kiralis szelektort tartalmazod pufferrel toltjiik meg ¢és a szelektandok a sajat
elektroforetikus mozgékonysaguk, az EOF éltali mozgékonysaguk vagy a kettd
kombinécidjanak hatdsdra vandorolnak a bemeneti oldalrol a kimeneti oldal felé a
detektoron keresztiil. Vizsgalatainkat valamennyi esetben a kirdlis CE hagyomanyos
modjanak megfeleléen végeztiik. Ezen a mddon kiviil szdmos alternativ megoldas
alkalmazésara talalhatunk példat:
. Részlegesen toltott kapillaris technika: kapillarisnak csak egy meghatarozott
részét toltjiik meg kirdlis szelektorral, a kimeneti pufferedény kiralis szelektor

mentes puffert tartalmaz.
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. Ellenaramu technika: a teljes kapillaris megtolthet a kiralis szelektorral, ha a
kiralis szelektornak toltése van és az ebbdl szarmazd sajat elektroforetikus
mozgékonysaga ellentétes a szelektandéval [166].

. Aramlas ellenegyenstlyozott mod: a minta elére iranyuld mozgasat az
elektromigracio, mig az ellenirdanyu vandorlasait a nyomds indukalt
folyadékaramlas biztositja. Kétféle megvaldsitasi formaja ismeretes: a
szakaszos [167] és a folyamatos forma [137].

. Hordozé mod: a szelektand csak a kirdlis szelektorhoz kotott allapotaban
migral a detektor felé, azaz amikor résztvevéje a kiralis felismeré folyamatnak

[168].

3.3.5 Kiralis szelektorok kombinalasa

A kiralis szelektorok kombinalasa egy jol ismert modszer a kiralis CE-ben [169,
170]. Legfobb elonye, hogy az egyes szelektorok elvalasztd képessége Gsszeadddhat.
Egy kiralis elvéalasztdé rendszer tervezésekor azonban ketténél tobb szelektor
kombinaldsa mar tal bonyolulttad valhat, mikdzben a jobb elvalasztisi eredmény nem
garantalt. EbbOl kovetkezden a két kiralis szelektort alkalmazo (roviden: dual)
rendszerek fordulnak elé leggyakrabban. Egy dual kiralis rendszer tervezése eldtt
ismerniink kell az egyes szelektorok kiralis affinitds-mintazatat, vagyis az altaluk
biztositott enantiomer sorrendet az adott koriilmények kozott. Ez idedlis esetben azt
jelenti, hogy ismerjiilk a szelektor egyes enantiomerekkel adott komplex stabilitasi
allandoit is, de gyakorlatilag elegendd, ha tudjuk, hogy melyik enantiomerrel erésebb a
szelektor kolcsonhatasa. llyen rendszerekben hagyomanyosan egy ionos és egy
semleges szelektort alkalmaznak. A semleges szelektor a szelektivitasért, az ionos a
megfeleld szelektivitds €s mozgékonysag biztositasaért egyarant felelds. Vizsgalataink
soran tobbszor tanulmanyoztuk behatéan a dudl ciklodextrin rendszerek hatasat az

enantiomerek elvalasztasanak hatékonysagara [E2, E4, E5].

3.4 A ciklodextrinek

A ciklodextrinek ciklikus, nem redukal6 oligoszacharidok, amelyek D-gliikopiranoz
egységekbdl épiilnek fel a-(1,4)-glikozidos kotéseken keresztiil. A nativ CD-ket a

felépité glikkoz egységek szama alapjan nevezziik el, melyek kozil a 6, 7, ill. 8
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egységbdl allo rendre o-, f- és y-CD-k a leggyakoribbak. Izolaltak nagyobb tagszamu
CD-ket is, de ezek hidrolizissel szembeni stabilitasa nagymértékben csokkent. A CD-ket
alkot6 gliikopiranoz egységek egy csonkaktp alaku palast feliiletén helyezkednek el egy
iireget hatdrolva. A molekula belsejét alkotd lireg a hidrogénatomok ¢és glikozidos
oxigénhidak révén enyhén apoldris tulajdonsdgu. Az oxigénhidak nemkdtd
elektronparjai az ilireg belseje felé mutatnak, nagy elektronsiiriséget, ezaltal némi
Lewis-bazis karaktert kdlcsondzve annak. A sajatos szerkezet eredménye egy hidrofil
kiilsével rendelkezé molekula, relativ jo vizoldhatdsaggal, és gyengén hidrofob tlireggel,
mely megfelel6 kornyezetet biztosit apolaris vendégmolekuldk szamara [171, 172].

A csonkakup keskenyebb nyildsat primer, mig a szélesebbet szekunder
hidroxilcsoportok hataroljak, ennek megfelelden primer, illetve szekunder nyilasnak
nevezziik Oket. A primer hidroxilcsoportok szabad rotacidja lecsokkenti az iireg
peremének atmérdjét, a masik oldalon viszont a szekunder hidroxilcsoportok kozti
intramolekularis hidrogénkotések kissé ,kimerevitik” azt. A molekula két peremének
polaris jellege miatt a CD-k jol oldédnak vizben (kivéve a f-CD). A -CD molekulaban
az egyik gliikoz C-2 hidroxilcsoportja képes hidrogénkotést 1étesiteni egy szomszédos
egység C-3-OH csoportjaval, igy a molekuldn beliil egy masodlagos 6v alakul ki a
hidrogénkotések altal, mely meglehetésen merevvé teszi a szerkezetet. Ez a jelenség
magyardzhatja a csokkent oldhatosagot is, mivel igy csokken a Ilehetdség a
vizmolekulakkal vald kolcsonhatasra [173]. A CD-k vazlatos és haromdimenzids
szerkezetét a 13. abra mutatja be, mig a nativ CD-k altalanos fizikai tulajdonsagait a 2.

tablazat foglalja 6ssze [174].
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13. abra. A nativ ciklodextrinek szerkezeti felépitése.
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2. tablazat. A nativ ciklodextrinek néhany jellemz6 fizikai-kémiai paramétere.

Paraméter a-CD p-CD y-CD
Gliikozegységek szama 6 7 8
Molekulatomeg [g/mol] 973 1135 1297

a: az iireg atmérdje [nm] 0,47-0,6| 0,65-0,8 | 0,83-1,0
b: a perem atmérdje [nm] 1,46 1,54 1,75
c: az iireg magassaga [nm]| 0,79 0,79 0,79
Az iireg térfogata [nm3] 0,18 0,33 0,52
Felvehet6 vizmolekulak szama 6 11 17
Kristalyviz tartalom [%] 10,2 |13,2-145]8,13-17,7
Oldhatésag vizben [g/100 cm3, 25°C] 14,5 1,85 23,2

A CD-k glikozegységenként egy primer és két szekunder alkoholos
hidroxilcsoportot tartalmaznak (6sszesen 18, 21 és 24 szabad OH csoport talalhato
rendre a-, S- ill. -CD esetén), amelyek kitin6 lehetdséget nytjtanak a legkiilonfélébb
szarmazékok  (pl.  metil, acetil, hidroxipropil, fenil, aminometil-benzil,
naftiletilkarbamoil, dimetil-fenil, stb.) eldallitasara [175-177]. Napjainkban szamos
hidrofil, hidrofob és ionizalhatd szarmazékot hasznalnak a kiilonbozd fizikai-kémiai
tulajdonsagok ¢és zarvanykomplex képzo igények kielégitésére. A CD-szarmazékok
esetében szubsztitcios fokon (degree of substitution, DS) azt értjiik, hogy egész CD
molekuldnként atlagosan hany hidroxilcsoporton tortént szubsztituci6. Mara az
irodalomban leirt ciklodextrin-szarmazékok szama ezer folottire tehetd. Alapvetd
csoportositasuk a szubsztituensek szama (mono- vagy tobbfunkcios), elhelyezkedése
(random vagy izomertiszta) és azok ionizalhatosaga (semleges vagy ionizalhatd) alapjan
torténik. Ionizalhato szubsztituens bevitelével allando vagy pH-fiiggd toltéssel lathatjuk

el a ciklodextrint. Semleges szubsztituensek lehetnek pl. kiilonféle alkil, hidroxialkil,
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acil, aril, tercierbutil-dimetilszilil, szulfonil, halogenido- vagy azido-csoportok, mig
ionizalhatok pl. Kkarboxialkil, szulfoalkil, szukcinil, foszfato-, szulfato-, amino-,
(hidroxi)alkilamino- vagy (hidroxi)alkil-trimetilammonium-csoportok.

Munkank sordn mindharom nativ ciklodextrinnel, illetve ezek szamos semleges,

pozitiv és negativ toltésii szarmazékaval végeztiink vizsgalatokat.

3.4.1 A ciklodextrinek torténetének rovid attekintése

A CD-ket el6szor Villiers irta le [178], zarvanykomplex képzd képességiiket pedig
Schardinger ismerte fel [179]. A Heidelbergi Egyetemen Freudenberg és munkatarsai
izolaltak elGszor tisztan a harom nativ CD-t, majd 1938-ban bizonyitottak azok gyfirtis
szerkezetét [180]. A gliikozegységek pontos szamat French és Rundle hataroztak meg
[181]. French az Iowa Egyetemen ¢és Cramer Heidelbergben Kkidolgoztak a
ciklodextrinek enzimatikus eléallitasanak és tisztitasanak modjat, és felderitették
fizikai—kémiai tulajdonsagaikat. Ok fedezték fel 1953-ban a ciklodextrinek legfontosabb
alkalmazhatosagat, a gyogyszerformulalasban rejlé lehetéségeket. Szamos példan
keresztiil igazoltak ciklodextrinek révén a konnyen oxidalédd anyagok stabilizalasat,
rossz oldhatosagi anyagok oldhatosaganak novekedését, illékony komponensek
megkotését, sth. Az igéretes és kiilonleges tulajdonsagi CD-k irant a hatvanas-hetvenes
években kezdett komolyabb tudomanyos érdeklddés mutatkozni a legkiilonbozObb

iparagakban.

3.4.2 A ciklodextrinek felhasznalasa és gyogyszerészeti jelentosége

A ciklodextrinek felhasznalasa - tekintettel a sokféle szdrmazékra és valtozatos
alkalmazasi lehet6ségre - napjainkban mar nagyon sokrétii [174, 182]. A legnagyobb
mennyiségben a RAMEB-CD-t (festékiparban vizbazisu festékek, fakezeld oldatok
eloallitasa) és a HP-f-CD-t (tisztitd- és kozmetikai szerek) hasznaljak fel [183]. Az
¢lelmiszeriparban kiilonféle aromak megnovelt vizoldhatosaggal és kémiai stabilitassal
rendelkezé S-CD komplexeit értékesitik [184]. Az analitikai kémia els6sorban a
kromatografids technikak teriiletén alkalmazza széleskoriien a CD szarmazékokat kiralis
felismer6 képességiiket kihasznalva.

A ciklodextrinekr6l szolo elsé dsszefoglalot French adta ki 1957-ben [185], melybdl

tévesen a CD-ek nagyfoku toxicitasara kovetkeztettek, ez évekre visszavetette a CD-ek
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human célra torténd alkalmazéasat. Mivel azota patkanyok ezrei kaptak nagy doézisban
CD-t, feltételezhetd, hogy az akkori tokéletlen eldallitdsi technoldgia soran szerves
szennyez6k maradtak az anyagban, melyek az érzékeny szaglasi allatokbol
visszautasitast valthattak ki. A megfelelden tisztitott ciklodextrin nem toxikus,
biologiailag degradalodik, f6 lebomlasi terméke pedig a gliikoz, ennek megfeleléen
emberi alkalmazasa is hamarosan lehet6vé valt [186].

A gyogyszeriparban elsdsorban a kedvezdtlen farmakokinetikai tulajdonsagu
hatoanyagok molekularis kapszuldzésara alkalmazzdk a ciklodextrineket és azok
szarmazékait. A komplexképzés révén a gyogyszermolekulak szamos sajatsaga (pl.
oldhatosag, biohasznosithatosag, stabilitas) javithatod, gatolhato a peptidek aggregacioja,
a helyi irritaciok és egyes mellékhatasok enyhitheték, valamint a CD-k iz és szagfedésre
is alkalmasak lehetnek [174]. Jelenleg mar tobb tucat olyan készitmény van
forgalomban, amelyben a hatéanyag ciklodextrin zarvanykomplexben talalhato.

A CD-k nagy, polaris molekulak, az ionizalt szarmazékok a bélbdl egyaltalan nem, a
semlegesek kismértékben felszivodnak. A sejtmembrannal illetve a vér-agy gattal vald
kapcsolatukrol ma még keveset tudunk. A hidrofil ciklodextrinek nem, a lipofilek is
csak bizonyos koncentraciod felett toxikusak, i.v. alkalmazasuk nem javasolt. Egyes CD-
k (pl. a nativ a-, - és y- ciklodextrin valamint a hidroxipropil-4-CD) mar az amerikai,
japan vagy europai gyogyszerkonyvekben valamint élelmiszeriparban hivatalos
segédanyagok, mas ciklodextrinek engedélyeztetése pedig folyamatban van.

A ciklodextrint tartalmazo gyogyszerformak szinte a teljes spektrumot lefedik. A
torzskonyvezett készitmények kozott megtalalhatok az oldatok, infuziok, szemcseppek,
orrspray-k, kendcsok, tablettak, bukkalis vagy szublingvalis készitmények és kupok, de
szamos készitmény késziil intravénds vagy intramuszkuléaris alkalmazasra is. Ezen
gyogyszerekben a ciklodextrinek a hatdéanyagok legkiilonfélébb osztalyainak
alkalmazhat6sagat konnyitik meg vagy javitjak hatrdnyos tulajdonsagaikat foképp
szolubilizaldo vagy stabilizdlé agensként. Az ilyen készitményekben leggyakrabban
alkalmazott ciklodextrinek jelenleg a nativ a- és f-CD-k, a modositottak koziil pedig a
metil-, 2-hidroxipropil- és szulfobutiléter-5-CD, illetve a 2-hidroxipropil-y-CD
szarmazékok [187-190]. Egyes CD-ket ezen kiviil alkalmasnak talaltak elnyujtott hatast
illetve célzott bejuttatasti készitmények segédanyagainak is. Bioadheziv, filmképzo

sajatsagaik miatt transzdermalis gydgyszerformuldciokban is alkalmazast nyerhetnek.
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A ciklodextrinek széleskori alkalmazhatosagat bizonyitja, hogy segédanyagként
torténd alkalmazasuk mellett egyre szélesebb korben tlinnek fel mas mindségben is a
medicinaban. Ilyen pl. a nemrégiben felfedezett, rocuronium-specifikus, ciklodextrin-
alapt, mesterséges ,,receptor”, a Sugammadex (Bridion®™), mely a rucoronium miitét
utani izomrelaxdns hatdsat hatékonyan sziinteti meg, jelentdsen megnovelve az
anesztézia biztonsagossagat, csokkentve a mellékhatasokat és gazdasdgosabba téve az
altatast [191]. Célzott hatéanyag bejuttatast eldsegitdé hordozo rendszerként
(kopolimerek, nanopartikulumok) torténd alkalmazasuk is népszeri kutatasi teriilet,
féleg kemoterapias szerek szallitasara [192]. Ujabban hatéanyagként (pl. Niemann-Pick
C betegség) torténd alkalmazasuk is el6térbe kertilt [193]. Szamos betegségben
lehet6ség nyilik a ciklodextrinek diagnosztikai alkalmazasara: pl. arany-ciklodextrin

szupramolekularis bioszenzorok alkalmazasa antitestek kimutatasara [194].

3.4.3 A ciklodextrinek zarvanykomplex képzése

A ciklodextrinek kiilonleges sajatossaga, hogy hossztengelyilk mentén mindkét
végén nyitott, henger alakt apolaris lireggel rendelkeznek, melybe szamos eltéré kémiai
szerkezetli (els6sorban nagyobb apolaris csoportot tartalmazd), geometriailag az adott
tiregnek megfelelé méretii ionokat, molekulakat képesek befogadni. A zarvanykomplex
képzddésekor a ciklodextrin iiregének megfeleld méretli vendégmolekula és a
ciklodextrin gazdamolekula kozott nem-kovalens kolcsonhatas 1ép fel (hidrogénhid,
dip6l-dip6l kélesonhatas, egyes esetekben elektrosztatikus kolcsonhatas). A ciklodextrin
tiregében tartdzkodo, energetikailag kedvezOtlen allapotti vizmolekuldknak apolaris
vendégmolekulaval torténd helyettesitése a komplexképzés kulcslépése. A CD-k
altalaban 1:1 sztochiometridji komplexeket képeznek, de el6fordulhat 1:2 vagy 2:1
aranyu komplex is. Az irodalomban rendkiviil valtozatos Osszetételekre is talalunk
példat [195].

A zarvanykomplex kialakulasanak feltétele a megfeleld sztérikus illeszkedés, azaz
hogy a vendégmolekula bizonyos részlete, esetleg egésze képes legyen bezarddni a
ciklodextrin iiregébe. Bar az egyes ciklodextrin molekulak magassaga gytiritagszamtol
fiiggetleniil egyforma, a bels6é atméré és ezéltal az iireg térfogata behatarolja a
lehetséges vendégmolekuldk korét. Az a-CD inkabb a kis molekulatomegii, altalaban

alifas oldallancot tartalmazo vendégmolekulakat ,.kedveli”, a f-CD ezzel szemben az
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aromas ¢s heterociklusos részecskékkel képez stabilis komplexet, mig a y-CD méreténél
fogva makrociklusok, szteroidok befogadasara a legalkalmasabb [196].

A komplex képzddésekor fontos a megfelelé termodinamikai viszonyok kialakuldsa
a rendszer komponensei, azaz a gazda, a vendég, és az oldoszer kozott [197]. Vizes
oldatban a gyengén apolaris ciklodextrin iiregében nagy entalpidjii vizmolekulak
foglalnak helyet. A kedvezétlen polaris—apolaris kolcsonhatas eredményeként a viznél
kevésbé poléaris vendégmolekuldk szubsztiticidja preferalt. Vizes kozegben a
vizmolekuldk kiszabadulasa az iiregbdl, majd az Aaltaluk Iétrehozott nagyszamu
hidrogénkotés 1étrejotte a tobbi oldoszer molekulaval termodinamikailag kedvez a
komplex kialakulasanak. Tovabbi hajtéerd a hidrofob vendégmolekula és a polaris
oldoszer kozotti kolecsonhatasok megsziinése, majd a ciklodextrin apoldris tirege és a
hidrofob vendég kozott 1étrejové masodlagos kotderdk, ezen beliil is elsésorban van der
Waals, hidrofob kolesonhatasok, illetve hidrogénhidak kialakulasa [198].

A komplexképz6dés 1étrejotte szamos kovetkezménnyel jar. A jelenség hatasara
megndhet az egyébként rosszul oldédo vegyiiletek oldhatésaga. A komplex oldhatdsaga
az esetek tobbségében kisebb a tiszta ciklodextrinénél [199], de egyes esetekben pl. a H-
kotés stabilizald hatasara akar novekedés is tapasztalhatd lehet [200]. Megvaltozhatnak
a gazda- és vendégmolekula egyes spektralis tulajdonsagai, mely jelenség szamos
analitikai moédszer alapjat képezi. Ilyen valtozas az elnyelési maximum helyének
eltolodasa az UV, az atomok kémiai eltolodasanak megvaltozasa NMR spektrumban,
vagy az er6s indukalt Cotton effektus kialakulasa a cirkularis dikroizmus spektrumon
[201, 202]. A legtobb esetben a komplexképz6dés stabilizalja a vendégmolekulat (védi
a kiilsé behatasoktol), mely megvaltozott reakcioképességet eredményezhet. Eléfordul
azonban, hogy a CD, mint mesterséges enzim felgyorsit egyes kémiai reakciokat [203].
Arra hajlamos anyagok esetén csokkenhet a vendégmolekula diffizidja, pérolgésa,
szublimacioja [204]. A komplex hidrofilitaisa nagyobb lesz, mint a szabad
vendégmolekulanak, emiatt valtozik a kromatografidss mobilitas, a toltésslirliség

megvaltozasa pedig az elektroforetikus mobilitast befolyasolja.
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3.4.4 A ciklodextrin komplexek egyensilyi és szerkezeti jellemzésének
modszerei
A ciklodextrinek zarvanykomplexeinek fizikai-kémiai paraméterekkel torténd
jellemzése egyarant fontos az €élelmiszeripart6l az analitikén at a gyogyszerformulalésig.
Egy L ligandum (vendégmolekula) és a CD egyensulyi reakciojaban képzodod
szupramolekularis komplex kialakuldsat ¢és a komplex stabilitdsat jellemz6
termodinamikai allandot a (2.7) egyenlet szemlélteti [195]:

» oo
||_'|'_IC:D\iC:DJLI KCDIL'=W

(2.7)

A ciklodextrin-komplexek stabilitasanak szamszeri jellemzésére mindazon
modszerek alkalmasak, melyekben a mért fizikai-kémiai mennyiség valtozasa
egyértelmil kapcsolatba hozhat6 a komplexképzéssel.

A ciklodextrinek komplex stabilitasanak vizsgalatara leggyakrabban alkalmazott
modszerek a teljesség igénye nélkiil: spektroszkopia (UV-VIS spektroszkopia [205,
206], NMR spektroszkopia [207, 208, E1, E3), pH—potenciometria [209], oldhatosagi
vizsgalatok [210], mikrokalorimetria [211], kapillaris elektroforézis [212, 213, E1-E6],
kromatografia [214] és tomegspektrometria [215, 216]. Elektroaktiv vendégmolekula
esetén szamtalan elektrokémiai modszer koziil valaszthatunk (polarografia,
potenciometria, voltammetria), melyek nemcsak a komplex stabilitasi allandorol, hanem
a vendég redukcidjanak kinetikdjarol, valamint a komplex egyéb fizikokémiai
allandoirdl is informaciot adhatnak [217]. Az alkalmazott modszerek koziil kiemelend6
az NMR spektroszkopia, mely nemcsak a komplexek stabilitisarol és
behato tanulmanyozasara is messzemenden alkalmas.

A fenti modszerek koziil az alabbiakban részletesen a munkénk sordn a komplex
stabilitas szamszerisitésére alkalmazott kapillaris elektroforézisen, illetve magneses

magrezonancia spektroszkopian alapulé modszereket ismertetjiik.
3.44.1 Kapillaris elektroforézis

Mind kiralis analizisekben, mind a komplexek stabilitdsanak vizsgalatdban a

kapillaris elektroforézis egy egyszeri, gyors, olcsd és széles korben alkalmazott
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technika. A stabilitasi allandé meghatarozasa a migracios id6k komplexképzés hatasara
bekovetkezd valtozasan alapul. A vendégmolekulat eldszor komplexképzd nélkiil, majd
annak novekvd koncentracidit tartalmazo hattérelektrolit jelenlétében futtatjuk. A
stabilitasi allandot a migracios id6k (pontosabban az azokbdl szamitott effektiv
mobilitas) valtozasaibol kalkulaljuk. Ahhoz, hogy az effektiv mozgékonysag szamithato
legyen, sziikség van az EOF meghatarozasdhoz (detektalasahoz) alkalmas un. EOF

markerre, mely az adott koriilmények kozott semleges, igy az EOF-fel vandorol és
detektalhato. Az i vegyiilet effektiv mozgékonysagat (™) a (2.4) egyenletnek

megfelelden szamithatjuk ki a kapillaris paraméterei, az alkalmazott fesziiltség,
valamint a vizsgalt vegyiilet és az EOF migracios idejének ismeretében [218]. A
ciklodextrin hozzaadasa a hattér elektrolithoz, nemcsak a vendégmolekulaval kialakitott
kolcsonhatasok révén, hanem a kdzeg viszkozitasanak novelésével is befolyasolja mind
az anyag, mind az EOF migracios idejét. A vegylilet effektiv mozgékonysaga az
aktualis CD koncentracio ¢és a zarvanykomplex stabilitasanak fiiggvényében is

kifejezheto:

/J-eﬁ — luszabad + lukaxK[CD]
! 1+K[CD]

(2.8)

ahol sszanad €s tupix @ szabad vendégmolekula és a komplex mozgékonysaga.
A (2.8) egyenlet megfeleld atrendezésével a stabilitasi allandé grafikus
meghatarozasara szamos lehetdség nyilik. Ezek koziil munkank soran mi a linearizacios

X-reciprok modszert alkalmaztuk, mely a (2.8) egyenlet atalakitasabol vezethetd le:

Hett — Hezabad

[CD] = _K(:ueff = Hszabad ) + K(/ukplx - zuszabad) (29)

Hett — Hszapad

[CD] VS.(Lett — Hazanag) fiiggvényt dbrazoljuk

A grafikus megjelenités soran a

kiilonb6z6é CD koncentracioknal. Az egyes adatpontokra egyenes illeszthet6, melynek
negativ eldjeli meredeksége a zarvanykomplex stabilitdsi allanddjat szdmszertsiti.
Hasonloképpen hatarozhat6 meg az allando a 3. tablazatban bemutatott tovabbi grafikus
modszerekkel [218].

42



DOI:10.14753/SE.2013.1786

3. tablazat. A komplex stabilitasi allando kapillaris elektroforézis alapi meghatarozasara alkalmas

grafikus modszerek.

Moédszer Fiiggvény K
mobilitas-arany modszer Hlzabng ~ Hett /g [CD] meredekség
Hett — /Ukplx
. ) 1 1 tengelymetszet
dupla reciprok modszer VS. -
Mot — Hoaaa | CD] meredekség
CD meredeksé
y-reciprok médszer # VS. [CD] g
Hett — Hszabad tengelymetSZEt
o . Hett — Hegapad _ - 5
X-reciprok modszer —[ CD] vs.( Mot — Mezapad ) meredekség

A kapillaris elektroforézis korlatja, hogy semleges szelektornak csak ionizalt
molekulaval képzett komplexének vizsgalatara alkalmas, illetve, hogy semleges
molekula komplexképzése csak toltéssel rendelkez6 szelektorral vizsgalhato a technika
alapvetd tulajdonsagaibdl adodoéan. Emellett sziikséges, hogy a molekula detektalhato
legyen, vagyis a leggyakrabban alkalmazott diddasoros detektorok esetében kell6 UV
elnyeléssel kell, hogy rendelkezzen. Ezen felill a (2.8) egyenletbdl adodik, hogy a
komplex kialakuldsa soran feltételezziik az 1:1 sztochiometridt. Amennyiben a valos
arany ettdl eltérd, ugy a szdmitas és igy az allandd nagysaga is jelentds hibaval terhelt és

a kiindulasi egyenlet korrekciora szorul [162].

3.44.2 NMR spektroszkopia
Az NMR spektroszkopia az egyik legsokoldalibban alkalmazhatd technika CD-

komplexek oldatfazisti egyensulyi és szerkezeti jellemzésére [219]. Az els6 NMR
eredmények kozt publikaltdk a kiillonb6z6 nativ  ciklodextrinek —szekunder
hidroxilcsoportjai kozott kialakulé hidrogénhidas szerkezetet, mellyel sikeriilt
magyardzatot adni a f-CD kiugroéan alacsony (0,013 M) oldhatosagara [174]. Mar a
korai vizsgalatok soran meghataroztak a ciklodextrinek 'H és *C kémiai eltolodasait,
analizaltak a spinrendszereiket és konformacidvaltozasaikat, majd a nagyobb térerejli
késziilekek, valamint a gradiens technikdk elterjedésével lehetség nyilt a kiilonb6zo

szubsztitualt CD-k és komplexeik vizsgalatara is.
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A ciklodextrin-vendégmolekula rendszer egyensulyi jellemzésére az un. ,,NMR shift
titration” (vagy NMR titralds) a leggyakrabban hasznalt moédszer. Altalaban a
vendégmolekula egy vagy tobb NMR-aktiv magjan mérjiik a novekvé gazda/vendég
koncentraci6 arany hatasara bekovetkezé kémiai eltolodasvaltozast (Ad). A Ao - CD-
koncentracié adatsor(ok)bol nemlinearis paraméter illesztéssel szamithatjuk a komplex
stabilitasi allandot [195, 208, 220]. Az alland6o pontos meghatarozasanak érdekében a
titralast 0—80% komplexaltsagi fokok kozti intervallumban célszer(i végrehajtani, ha az
oldhatésag ezt lehetdvé teszi. Ennek megtervezése természetesen a stabilitasi allando
nagysagrendi ismeretét igényli. A kiilonbozé gazda/vendég koncentracié aranyoknal
felvett 'H (ritkabban *C) spektrumokban mért kémiai eltolodas a részecskék szabad és
teljesen komplexalt formdjaban mérhetd kémiai eltolodasainak moltdrtekkel sulyozott
atlaga, ha a komplexképzddési reakcio megfeleléen gyors az NMR iddskalan [221]:

, o, +0, -K CD
5mert — 5|_ 'XL +5L_CD . XL_CD — L L-CD L—CD[ ]
1+K, o [CD]

(2.10)

ahol o és J.cp a szabad és komplexalt ligandum egyedi kémiai eltolodasai; X és X -
cp a szabad ¢s komplexalt ligandum moltortje; K a zdrvanykomplex stabilitasi allandoja
[M™]; [CD] az aktualis ciklodextrin koncentracié [M].

Az NMR titralas eldnye, hogy mind a vendégmolekula, mind a CD Gsszes spinaktiv
magjan egyszerre kovethetjiik a komplexképzddés hatasat, igy egyetlen titralasbol is
tobb adatsor all rendelkezésre a K meghatarozasara. A moddszernek jo kontrollja
tovabba, hogy az egyes magokon mért kémiai eltolédasvaltozasokat kiilon-kiilon
kiértékelve, a latszolagos stabilitasi 4allandok mennyire térnek el egymastol.
Amennyiben az egyes magokra kiszamitott allandok jelentds eltérést mutatnak, ugy
feltételezhetd, hogy a keletkezé komplex atlagosan nem 1:1 sztochiometriaja [222]. A
modszer hatranyai kozott megemlitendd, hogy a komplex stabilitdsa korlatot szab a
meghatarozasnak: sem a tal alacsony (K<10 M™) sem a til nagy (K>1000 M™)
stabilitasi komplexek allandoi nem hatarozhatok meg kellé pontossaggal [223].

Tovabbi elényei a modszernek (példaul a kapillaris elektroforézissel szemben), hogy
sem a ciklodextrin, sem a vendégmolekula ionizaltsagi allapota nem befolyasolja a
mérést, tehat akar semleges vegyiiletek komplexképzése is vizsgalhatd, valamint, hogy
a detektalas egyedi igényeihez (UV abszorpcid, fluoreszcencia) nem sziikséges a

vendégmolekulat igazitani.
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Job modszerét alkalmazva (Job plot titration) az NMR spektroszkopia alkalmas a
komplex atlagos sztochiometriajanak nagy pontossagi meghatarozasara is. A metodus
soran egy-egy megegyez0 hatterii (pH, ionerdsség, puffer, CD, ill. vendég koncentracio)
ciklodextrin ¢és vendégmolekula torzsoldatot készitiink, majd ezeket kiilonbozd
aranyban elegyitjiik. Az egyes oldatokban az eltérd komplexaltsagi fok, eltéré kémiai
eltolodasvaltozast eredményez a ,.tiszta” CD, illetve vendégmolekula oldatokhoz képest.
A moltorttel sulyozott kémiai eltolddasvaltozast (Ad-X) a moltort (X) fiiggvényében
abrazolva szerkeszthetok meg a Job gorbék barmely vendég vagy CD magra. Ezen
gorbék maximuma (vagy az eltolédasvaltozas iranyatol fliggen minimuma) a
komplexre jellemzd sztdchiometria aranyanal talalhato (tehat 1:1 esetén 0,5-nél, 1:2
esetén 0,66-ndl, stb.). Ennek megfelelden a Job plot analizist célszerli a stabilitasi
allandok meghatarozdsa eldtt elvégezni, hogy a késdbbiekben helyes képletet
alkalmazva szamitsuk a konstansokat [224, E2-E5].

A modern NMR pulzusprogramok segitségével a szupramolekulak 3D szerkezete is
vizsgalhatd. A kétdimenzidos mag-Overhauser hatas spektroszkopia (NOESY) [225]
¢s konformacioik meghatdrozasaban is hasznos informacidokat nyujtanak. A
hagyomanyos NOE moddszerek alkalmazhatosdgat nagymértékben befolydsolja a
molekuldk korrelacids mozgasa. A kritikus keresztrelaxacios idok egyarant fiiggnek az
oldoszer viszkozitasatol, a rotaciés korrelacios id6tél (=) és a spektrométer
frekvenciajatol. 500-600 MHz-es késziiléken pozitiv NOE-t (gyors mozgas, wz.<<1) az
1000 Da alatti, mig negativat (wz:>>1) csak a joval 5000 Da fo6lotti molsulya
vegyiileteknél varhatunk. A CD-k és komplexeik mérettartomanyaban wt =1, ezért a
NOESY kevéssé alkalmazhat6. A ,rotating frame” Overhauser-hatas spektroszkopiaban
(ROESY) a keverési id6 (mixing time) alatt spin-lock tér alkalmazasaval érhetd el, hogy
a keresztrelaxacio nem a z-tengely, hanem egy x,y-komponenseket is tartalmazo effektiv
végbe, igy gyakorlatilag tetszéleges sebességli rotacids mozgasra (molekulaméretre)
biztositott a wz.<<1 feltétel, tehat a féatloval ellentétes fazisu keresztcstics [226]. Ennek
eredményeképpen az egymassal térkozelségben 1évé (d<5 A) protonok intra- és
intermolekularis keresztcsucsokat adnak, melyekbdl informaci6 nyerhetd egyes

molekulak térszerkezetérdl, a kialakulo komplex szerkezetérdl és arrdl, hogy az
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illeszkedés a CD melyik nyilasanak iranyabol megy végbe, a vendégmolekula mely
része keriil a ciklodextrin iiregébe, illetve, hogy mennyire jelentsek a kdlcsonhatasok a

vizsgalt vegyiilet és a CD oldallancok kozott [208, E1-E4].

3.4.5 Enantiomerek elvalasztasa ciklodextrinekkel kapillaris

elektroforézisben
A kereskedelemben fellelhetd szamos ciklodextrin-szarmazék a legszerteagazobb
kémiai szerkezetek elvalasztasara ad lehetdséget. Az elvalasztas hatékonysaga eldre
nem megjosolhatd, azonban a Kkapillaris elektroforézis korlatai és az egyes CD
szarmazékok toltése megszabja az adott szelektorral elvalaszthaté enantiomerek toltését
(4. tablazat).

4. tablazat. A CD szarmazékokkal kapillaris elektroforézissel elvalaszthatd enantiomerek csoportositasa

toltésiik alapjan.

Az elvalaszthato

CD toltése™ enantiomer CD szarmazékok
Semleges ionos nativ, metil-, acetil-, hidroxialkil-CD
Negativ ionos és semleges karboxialkil-, szukcinil-, _szulf'?ito-f foszfato-, szulfoalkil-,
szulfohidroxialkil-CD
Pozitiv ionos és semleges amino-, alkilamino-CD

*A pozitiv és negativ szarmazékok tobbségének nem a teljes pH tartomanyban, csak megfeleld

koriilmények kdzott van toltése.

A mar korabban ismertetett harompontos illeszkedési modell feltételei a CD-ek
esetében oly modon teljesiilnek, hogy a térben kialakuld csonkakup-szerkezet
viszonylag hidrofob belsejében hidrofob-hidrofob és sztérikus kolesonhatasok alakulnak
ki. Ezen hatdsok mellett, a gliikozegységek 2. és 3. pozicidban 1év6 szekunder
hidroxilcsoportok a csonka kip szélesebb, mig a primer hidroxilcsoportok a gliikoz
kialakitasaval jarulnak hozza a kiralis felismeréshez [227-229].

A ciklodextrineknél, a vizsgalt vegyiilet kiralitdscentrumdhoz kapcsolddo
szubsztituensnek elég kozel kell lennie a CD iireg szélén 1évé szekunder
hidroxilcsoportokhoz, hogy kodlcsonhatas alakulhasson ki kozottiik. A vegyiilet szoros
illeszkedése a csonka kuap belsejébe segitheti az elvalasztast, de nem alapvetd

kovetelmény [230].
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A CD alapu kiralis CE kezdetén a nativ CD-kel és az olcsod, semleges
szarmazékokkal torténtek vizsgalatok. A természetes CD-k sajat mozgékonysdganak
hianya és korlatozott szelektivitasspektrumuk miatt mara f6képp csak szelektor-
kombinacio alkotorészeként vagy Osszehasonlitasi alapként szerepelnek a kiralis
elvalasztast tanulmanyoz6 publikaciokban. Az utdobbi masfél évtizedben a CD-k
legkiilonfélébb szdrmazékait allitottdk eld és probaltdk ki nagy sikerrel a kirdlis CE
teriiletén. Az irodalombol kitlinik, hogy a kirdlis CE fejlodésében a CD-
szarmazekoknak dontd szerepe volt.

A semleges CD-k koziil els6ként a metilszarmazékok emlithetok. A metilezés noveli
a CD-k ¢és a komplexek vizoldékonysagat, tovabba a metilszdrmazékok
enantioszelektivitdsi spektruma 4ltaldban szélesebb a természetes CD-knél.
Megallapithato, hogy a (2,6-di-O-metil)-CD-k (pl. DIMEB-CD) és a (2,3,6-tri-O-metil)-
CD-k (pl. TRIMEG-CD) bizonyultak a legsikeresebb metilezett CD szarmazékoknak
[231, 232]. Mig a trimetil CD-k izomertisztak, addig a dimetilek izomertisztasaga a
gyartotol fiigg.

A hidroxialkil-szarmazékok koziil a 2-hidroxipropilezett szarmazékok (HP-CD-k)
valtak be leginkabb, ezeket alkalmazzak legszélesebb korben [233, 234]. Ezen
szarmazekoknal a szubsztituens is tartalmaz kiralis szénatomot, ami lehetdséget adhat a
szelektivitas novelésére, ill. a szelektivitasi spektrum szélesitésére. A gyakorlatban
alkalmazott HP-CD szarmazékok random jellegiiek, szubsztitticios fokuk altalaban ~3,
~4.5 vagy ~6,3.

A kiralis elvalasztasban ritkabban alkalmazott szarmazékok az acetilezett
cilodextrinek, melyek szubsztiticiés foka altalaban ~7 vagy ~15. A kiterjedt acetilezés
révén a gylrll mérete jelentds valtozason megy at, igy a nativ szdrmazékhoz képest a
szubsztitualt jelentds kiilonbséget mutathat a zarvanykomplex stabilitasaban [E1].

Az ionizdlhato szelektorok koziil a karboxilcsoportot tartalmazd szarmazékok is
gyakran hasznalt kiralis szelektorok. Koziilik a karboximetilezett CD-k nyertek
szélesebb korh alkalmazast [30, 235, 236], de a karboxietil- [30] és a szukcinil- [30,
236] szarmazékok felhasznaldséra is akadnak példak. Ezen csoport tagjai is zomében
random jellegiiek, szubsztituciés fokuk 3 koriili. Alacsony pH tartomanyban (pH<3)
semlegesek, ezért pH-t6l fliggben tobb fajta kiralis felismerésiik is lehet. Ezen

szelektorokat foleg bazikus és semleges enantiomerek elvalasztasara hasznaljak.
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A permanensen negativ, szulfo-szubsztitualt CD-k jelenleg a leggyakrabban hasznalt
ionos CD-k. A szulfocsoport kapcsolodhat kozvetleniil (szulfato-) [237-240] vagy
kiilonb6z6 hosszusagh alkillancon keresztiil (szulfoalkil-) [237-240] a CD-hez. Ezen
CD-k szelektivitasa nagyban fiigg a szubsztiticié fokatol és modjatél. Mar az
enantiomerek migracios sorrendjének megfordulasat is megfigyelték a CD szulfat
szubsztiticids fokanak fiiggvényében (szubsztitiicios fok=7 és 12) [240]. A szulfatalt
CD-k altalaban kiilonosen stabil komplexet képezé és rendkiviil nagy elvalasztd
képességli kiralis agensek. Gyakran 1 mM alatti koncentracioban, vagy rovid
oldatdugoként is alapvonal elvalasztast eredményeznek [238], féleg az utdbbi okbol a
kiralis CE-MS-ben is kedvelt szelektorok. 10 mM f616tti koncentracioban a nagy
vezetéképességiik miatt ritkan alkalmazzak ezeket a CD-ket. A szulfatalt CD-k féleg a
bazikus és semleges enantiomerek elvalasztdsaban bizonyultak eredményesnek, de sok
gyengén savas enantiomer elvalasztasa is megoldhato felhasznalasukkal.

Szamos bazikus szubsztituenst tartalmazé CD szarmazékot is kiprobaltak mar a
kiralis CE-ben savas és semleges enantimerek elvalasztisara. Az eddig leggyakrabban
hasznalt bazikus CD-k kvaterner ammoéniumcsoportot tartalmazé szarmazékok [241,
242]. Gyakran alkalmazott szelektorok ezek mellett a munkank soran felhasznalt 6-
monodezoxi-6-mono-3-hidroxipropilamino és a 6-monodezoxi-6-monoamino-
szarmazekok is. A bazisos CD-k a pozitiv toltésti szubsztituensek szamatol fiiggden a
kapillaris faldhoz tapadva hatassal lehetnek az EOF nagysagara és iranyara, ami miatt a
tobbszords pozitiv toltésit CD-k alkalmazasa nagyobb koriiltekintést igényel. Fontos
megjegyezni, hogy a kvaterner ammoéniumiont tartalmazdo CD-k az egész pH-
tartomanyban ionizaltak, mig az amino funkciot tartalmazé CD-k a pH-tol fiiggden
valtoztatjak ionizaltsagukat és ezzel egyiitt kirlis elvalasztd képességiiket.

Ahhoz, hogy a zarvanykomplex képzddést hasznaljuk kiralis elvalasztasra, tobb
feltételnek kell teljesiilnie. A ciklodextrinek szamos kiralitascentrumot tartalmaznak
(glikdz monomerenként 6t6t), ezért belsd iregiik kiralis mikrokdrnyezetként foghatd
fel. Racém vegyiiletek CD komplexeinek képzddésekor az enantiomerek eltérd kotédése
miatt kiilonb6zd stabilitdsi  diasztereomer komplexpar keletkezhet. A kialakulo
komplexek stabilitdsat a cukoregységek altal alkotott {ireg mérete, a vendégmolekula
tiregbeli elhelyezkedése és az esetleges oldallancokkal kialakuld kolcsonhatasok

erdssége befolyasolja. Az enantiomerek ciklodextrinnel torténd kdolcsonhatasanak
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kovetkezménye (CE szempontbol) a mozgékonysaguk megvaltozasa. Ciklodextrin
tipusu szelektor pufferhez vald hozzaadasaval a mozgékonysag kiilonbség a (2.6)
egyenlet szerint alakul [243].

Az enantiomerek elvalasztasanak jellemzésére leggyakrabban a felbontast (Rs)

alkalmazzuk, mely a gyakorlatban az elektroferogramrol egyszertien szamolhato:

R = p (b)) (2.11)
W, +W,

ahol tgr, ts az enantiomerek migracios ideje; Wr, Ws az enantiomerek csucsanak
extrapolalt szélessége az alapvonalnal.
Annak a szamszer(sitésére, hogy az adott ciklodextrin-szarmazék mennyivel mutat
nagyobb affinitast az egyik enantiomer felé, a szelektivitast (o) hasznaljuk [17]:

Ay, = by (2.12)

sep t_
S

ahol tg, ts az egyes enantiomerek migracios ideje.

Az enantiomerek komplex stabilitasi allandoinak ismeretében a Wren és Rowe altal
kidolgozott egyenlet segitségével jo kozelitéssel becsiilhetd az a szelektor koncentracio,
mellyel adott koriilmények kozott a legteljesebb elvalasztas érhet6 el [136]:

Copt = ; (2.13)

opt {KR ] KS '

Kr és Ks az egyes enantiomerek komplexeinek stabilitasi allandoi.

A kiralis elvalasztast kapillaris elektroforézisben szamos tényezd befolyasolja, ezek
vizsgélata és optimalizaldsa az enantiomerek elvalasztasa sordn sok esetben lehet
indokolt. Ilyen tényez6k az alkalmazott szelektor tipusa és koncentracidja, a hattér
elektrolit 6sszetétele (puffer alapanyag, szerves modositd) és koncentracidja, a kapillaris

belsd hdmérséklete, az alkalmazott fesziiltség és a pH.

3.5 Sav-bazis egyensulyok

Mind a komplexképzés vizsgalata, mind a kiralis elvalasztas szempontjabol alapvetd
fontossagu a jelenlévd gazda- és vendégmolekulak protonaltsagi allapota, toltése.
Kiilonosen igaz ez a kapillaris elektroforézissel végzett kisérletek esetében, ahol a
vizsgalatok szempontjabol 1étfontossagn kovetelmény, hogy legalabb az egyik

kolesonhaté molekula ionizalt llapotban legyen.
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A hidrogénion ¢és egy vegylilet kozotti kolcsonhatast makroszkdpikus és
mikroszkopikus szinten jellemezhetjiik. A globalis, makroszkopikus leiras keretében a
reagald ¢€s keletkezd részecskéket sztochiometriai Osszetételiik szerint definialjuk. A
csoportspecifikus vagy mikroszkopikus jellemzés soran a sztochiometrian kiviil azt is
meghatarozzuk, melyik csoporthoz kotdédik a proton és ekdzben milyen egyéb
csoport(ok) protonalt(ak) [244].

Amennyiben az egyensulyokat a (konjugalt) bazis protonfelvételének iranyabol
szemléljik, egy L protonalatlan ligandum, protonalodasat leir6 folyamat és

protonaldodasi allando (K) a (2.14) egyenleteknek megfeleléen irhato le:

K:[HU]
[L1-[H7]

rrrrr

L+H"— HL' (2.14)

érvényesek ¢és mérésiikhoz az elektrodot a p[H]-skalara kell kalibralni [245]. A
tovabbiakban a logK; jel6lés alatt mindig a (2.14) egyenlet szerinti sztochiometrikus
allandokat értjiik, melyek szdmértékben megegyeznek a megfeleld savi disszociaciods
allandok negativ logaritmusaval: logKi=pKsp.i+1, ahol n a maximalisan felvehetd
protonok szamat jelenti.

Makroszkopikus protonalodasi allandok meghatarozdsara mindazon modszerek
alkalmasak, melyekben a mért fizikai-kémiai mennyiség pH-fiiggd valtozasa a molekula
H'-felvételével egyértelmii kapcsolatba hozhat6. A szamos metodika koziil az
alabbiakban csak azokat tekintjiik at, amelyek a jelen dolgozatban felhasznalasra

keriiltek, a tobbi technika leirasa megfelel6 monografiakban megtalalhato [246].

3.5.1 NMR-pH titrals

Egy NMR aktiv mag ppm-ben mért 6 kémiai eltolodasat a kovetkezd egyenlettel
definialjuk [247]:

5EV_Vref '106[ppm]=0'ref_0'50_ - (215)

re
Vo 1_O-ref
ahol v és v a vizsgalt €s egy referenciaanyag magjanak rezonanciafrekvenciaja
[Hz]; o és opr Ugyanezek arnyékolasi tényezdje; vo pedig a hasznalt spektrométer

alapfrekvencidja [MHz] a mért magra.
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A protonalodas hatdsara a funkcids csoport koriil csokken az elektronstiriiség, ezért a
kozeli NMR magok diamagneses arnyékoldsa, igy kémiai eltoloddsa is megvaltozik.
Mivel a legtobb kismolekula vizben a diffazids limit kozeli sebességgel cserél protont,
ezek a reakciok pillanatszeriien gyorsak a ,.kémiai eltolodas” idéskalan. llyenkor csak
egy kozos rezonanciajel figyelheté meg a részecskék egyedi o és op. kémiai
eltolodasainak moltortekkel stlyozott atlaganal [221, 248]:
S, +6, K[H"]

1+ K[ H" ]

O™ =5 X + Oy Xy = (2.16)

K szamu NMR-aktiv mag kémiai eltolodasat M pH-értéknél megmérve egy M x K
méretli adatmatrixot kapunk, melynek kiértékelése soran a logk makrodllandokat és a
kiilonboz6 protonaltsagi izomerek hatareltolodasait szamithatjuk ki minden vizsgalt
magra. A szupravezetd magnesek térerejének novekedésével a kémiai eltolodasok egyre
pontosabban mérhetd mennyiséggé valnak, igy a szamitott logK pontossagit egyre
inkabb a pH-mérés precizitasa (+0,02) determinalja. Az NMR titralasok kivitelezésének
tobb formaja ismert:

. A munka- és anyagigényes egyedi mintik modszere soran az oldatok pH-jat
nagyobb térfogatt, jol kevert oldatban mérjiik, és a mintakat egyenként toltjiik
NMR csovekbe.

. Az egycsoves technikanal a titrald oldatot pl részletekben adagoljuk egyetlen
NMR csébe és a pH-t mikroelektroddal mérjiikk a csOben adekvat kevertetés
nélkiil, meglehetdsen pontatlanul.

Az egycsoves titralas soran eldnydsebb a pH in situ meghatarozasa egy, az oldatban
jelenlévd indikator molekulaval. Az indikdtor aktualis kémiai eltolédasabol a pH a
(2.16) egyenlet Henderson-Hasselbalch tipusu atrendezésével szamithato ki:
5::3rt — 5Hlnd

H=logK,  =lo ,
P 9 e ’ 5Ind_5lr:§n

(2.17)

ahol ding €s dning az indikator egyes protonaltsagi izomereinek hatareltolodasa; King az
indikator kiilon kisérletbdl ismert protonalddasi allandoja.

A (2.17) egyenletbdl szamitott pH pontossagat (hibaterjedésen keresztiil) a kémiai
intervallumban szamithatd ki elfogadhaté pontossaggal [249]. NMR indikéator

hasznalata mar régota elterjedt biologiai mintak in situ pH mérésére [250], analitikai
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alkalmazasa szintén kézenfekvd, midta rendelkezésre allnak olyan indikator-sorozatok,
melyekkel a teljes (0-14) pH tartomany lefedheto [249, 251].

Fontos szempont végezetiil olyan referensanyag valasztasa az NMR titralashoz,
amely a vizsgalt pH-tartomanyban nem valtoztatja ionizacids allapotat [252]. Erre a
célra kisérleteink soran DSS-t alkalmaztunk.

Az NMR spektroszkopids pKs meghatarozés elényei koz¢ tartozik, hogy a mérendd
zavarnak, ha a rezonanciajelek hovatartozasa egyértelmiien eldonthetd, és a vizsgalando

anyag a szennyezdvel nem 1ép asszociacids vagy egyéb reakcioba.

3.5.2 CE-pH titralas

Kapillaris elektroforézisben a pH megvaltoztatasa befolyasolja a kapillarisfal
protonaltsagi allapotat (valtoztatva az EOF mobilitasat), valamint hatassal van a
vizsgaland6 vegyiilet ionizaltsagi allapotara, igy annak mobilitasara is. A pH
novekedésével az EOF egyre gyorsul, sebessége kb. pH=8 felett valtozatlan, mig kb.
pH=3 alatt sebessége kozelitdleg zérus. A vizsgaland6 anyag az elektroforézis normal
moddjaban minél nagyobb pozitiv toltésstirliséggel rendelkezik, annal gyorsabban halad,
mig minél nagyobb a negativ toltésslirlisége, annal lassabban. Elsddleges valaszként a
CE-pH titralas soran is a migracids idoket (vizsgalando6 vegyiilet és EOF) regisztraljuk,
melyekbdl a (2.4) egyenletnek megfelelden effektiv mozgékonysagot szamitunk. Egy
részecskének az elektroferogramon megfigyelhetd aktualis elektroforetikus mobilitasa
adott pH-n (umerr) Mindig a kiilonb6z6 protonaltsagi izomerek mobilitasanak (ua., Ha)
moltorttel (Xa, Xna) sulyozott Osszegével egyezik meg. Ez az 0Osszefiiggés egy

protonalhat6 csoportot tartalmazo sav esetében a kovetkezoképpen irhato fel:

Mgy = M- X o+ yn - Xpa (2.18)

Az effektiv mobilitast ezutan a pH fliggvényében abrazolva titralasi gorbét kapunk.
Az effektiv mobilitas-pH adatsorokat kiértékelve a vizsgalt vegyiilet logK értékeit,
valamint az egyes protonaltsagi izomerek egyéni effektiv mobilitasat szamithatjuk ki.

A (2.18) egyenlet atrendezéssel olyan formara hozhaté (2.19), mellyel a ues-pH
fliggvény pontjaira gorbe illethetd:
M-+ Hya 107"

14107

Hei = (2.19)
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A CE-pH titralas soran az alkalmazott hattérelektrolitoknak a pH-n kiviil a lehetd
legtobb egyéb paraméterben (ionerdsség, pufferalkotd koncentracidja, pufferalkotod
tipusa) nagy hasonldsagot célszerii mutatni.

A CE-pH titralasnak a gyakorlatban alkalmazott modszerekhez képest szamos elénye
¢s hatranya is létezik. A technika hatuliitdje, hogy reprodukalhatoésaga alacsony, az EOF
¢s a minta migracios ideje is viszonylag nagy tartomanyon beliill ingadozhat a
parhuzamos mérések kozott. Egy titralasbol az NMR-pH titralassal ellentétben csak egy
adatsor készithetd és igy egy allando szamithato, vagyis a megbizhatdo eredményhez
tobb parhuzamos mérés sziikséges. Hatranya ezen feliill az NMR-pH titraldssal szemben,
hogy alkalmazhatésaganak pH tartomanya joval korlatozottabb: kb. 3,5<pK:<9,5
allandok meghatarozasadra alkalmas. A modszer elénye, hogy gyors, konnyen
automatizalhato, Specialis olddszer nem sziikséges hozza és a mintaigénye is rendkiviil

alacsony.
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4. Célkitiuzeések

Munkénk sordn célul tiztik ki szdmos biologiailag aktiv anyag (aszpartdm,
pregabalin, vinka alkaloidok, szitagliptin, imperanén, dapoxetin) ciklodextrin komplex
képzésének vizsgalatat kapillaris elektroforézissel €s magneses magrezonancia
spektroszkopidval.

A vegyiiletek protonaltsdgi allapota mind a szervezetbeni viselkedésiiket, mind a
ciklodextrinekkel szembeni affinitasukat dontéen befolyasolja. Ahhoz, hogy vizsgalni
tudjuk az egyes protonaltsagi izomerek eltérd komplexképzését, célunk volt a
vegyiiletek sav-bazis tulajdonsdgainak behatd jellemzése, melyet kapillaris
elektroforézis- és NMR-pH titralasokkal végeztiink el.

Célul tlztiik ki, hogy meghatarozzuk a fenti vegyiiletek szadmos ciklodextrinnel
képzett komplexének stabilitasat kapillaris elektroforézissel és két vegyiilet esetében ezt
alatdmasztando vagy kiegészitendd, magneses magrezonancia spektroszkopiaval is.

Valamennyi vizsgalt vegyiilet rendelkezik egy vagy tobb kiralitascentrummal,
melynek kovetkezménye, hogy enantiomerjeik bioldgiai aktivitasa eltérd lehet. A
torzskonyvezési eljaras soran ma mar alapvetd kritérium a gydgyszerfejlesztésben a
lehetséges  enantiomer-szennyezOk azonositasa és  izomertiszta hatdanyagok
forgalmazasa. Ezért is elengedhetetlen, hogy gyors és robosztus modszerek alljanak
rendelkezésre a hatdanyagok ilyen jellegli vizsgalatara. Célunk volt ennek megfeleléen
kidolgozni a pregabalin, a vinka alkaloidok, a szitagliptin, az imperanén és a dapoxetin
enantiomerjeinek kirdlis elvalasztdsara konnyen alkalmazhato, ciklodextrin alapt
kapillaris elektroforetikus modszereket.

Célul tliztiik ki, hogy a kidolgozott mddszerek koziil a dapoxetin enantiomerek
elvalasztasat az ICH iranyelveknek megfelelden validaljuk.

Célunk volt végiil, hogy a komplexek jellemzésének teljességét szem elott tartva
meghatarozzuk a zarvanykomplexek sztochiometridjat ¢€s térszerkezetét NMR

spektroszkopia segitségével.
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5. Modszerek

A kisérleti munka sordn hasznalt anyagokat ¢és modszereket az Eredmények,
megbeszélés c. fejezetnek megfeleléen két részre tagoltuk. Kiilon fejezetben targyaljuk a
protonalddasi allandok meghatarozasa, valamint kiilon fejezetben a ciklodextrinekkel
val6 interakciok vizsgélata soran felhasznalt anyagokat és modszereket.

A vizsgalandd anyagok koziil az aszpartamot a Cyclolab Kft. allitotta el6 és
bocsatotta rendelkezésiinkre izomertiszta formaban (csak a széleskortien alkalmazott
enantiomert).

Mivel a pregabilint gyenge UV elnyelése miatt kapillaris elektroforézissel nem
lehetne vizsgalni (diddasoros detektorral), igy annak tozilezett (Tos-preg) és danzilezett
(Dns-preg) szarmazékat dr. Neumajer Gabor PhD hallgatd (Semmelweis Egyetem,
Gyogyszerészi Kémiai Intézet) segitségével allitottuk el6. Ezzel a modositassal a
vegyiilet kiralitasa nem valtozik, azonban UV aktivitadsa az aromas szubsztituenseknek
koszonhetden jelentdsen megnd és a hidrofob csoportok bevitele a molekuldba a
ciklodextrinnel valdé komplexképzésben is elényds. A tozilezett-, illetve danzilezett
pregabalin-szarmazékok szerkezetét a 14. abra mutatja. Az eldallitas a [253] cikkben
publikaltak szerint tortént kisebb modositasokat bevezetve [E2]. A szintézis soran mind
a racém, mind az enantiomertiszta szarmazékokat eldallitottuk mindkét vegytilet

esetében. A szilard vegyiileteket 2-5 °C-on taroltuk.

CH,
t4
t5 t3
t6 2
t1
O=?=O
7 NH
CH,
3 3
H3C54*2 HaC™ 8y %2
6 6
X X
HO o Ho” o
Tos-preg Dns-preg

14. abra. A Tos-preg €s Dns-preg szerkezete és dolgozatban alkalmazott szdmozasa.

Mindharom vinka alkaloidot a Cyclolab Kft. bocsatotta rendelkezésiinkre

enantiomertiszta formaban. A 2.2.3 fejezetben leirtaknak megfeleléen ezen vegyiiletek
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tobb enantiomerparral rendelkeznek. Ezek koziil vizsgalatainkban kizardlag az eutomert
¢s annak enantiomerjét hasznaltuk fel.

A racém és az enantiomertiszta (S)-imperanént Yuichi Kobayashi és munkatarsai
(Department of Biomolecular Engineering, Tokyo Institute of Technology, Yokohama,
Japan) szintetizaltak és bocsatottak rendelkezésiinkre [99]. A szilard forméaban instabil
vegyitileteket MeOH-ban oldottuk (5 mg /1,5 ml), majd -20 °C-on taroltuk.

Az (R)- és (S)-szitagliptint Wen Hui Hu és munkatarsai allitottak elé és bocsatottak
rendelkezésiinkre[115]. Mindkét vegyiiletet metanolban feloldva -20 °C-on taroltuk.

A racém dapoxetint dr. Neumajer Gabor PhD hallgat6 és Darcsi Andras tudomanyos
didkkori hallgato allitottak el a Torre és munkatérsai altal kidolgozott modszer kisebb
modositasaval (a nagyobb hozam érdekében) [120]. Az enantiomertiszta (S)-dapoxetint
Vicente Gotor Fernandez allitotta el ¢és bocsatotta rendelkezésiinkre [120]. A
vegytileteket metanolban feloldva -20 °C-on taroltuk.

A vegyliletek jellemzésére és tisztasaganak vizsgalatara NMR spektroszkopia, LC-
MS vizsgalat, valamint olvaddspont meghatirozas ¢és vékonyréteg-kromatografia
szolgélt. A vegyliletek szerkezetének meghatarozdsa NMR spektroszkdpiaval, a
VNMRIJ 2.2C/Chempack 4.0 szoftverekben megtalalhatd rutin egy- és kétdimenzios
pulzusszekvenciakkal tortént. Az 'H és °C kisérleteket egy 600MHz Varian VNMRS
spektrométeren végeztiik, mely inverz detektaldsu z-gradiens méréfejjel van felszerelve.
Valamennyi NMR Kkisérletet standard 5 mm-es NMR csdvekben, a hdmérsékletet 25 °C-

on tartva hajtottunk végre.

5.1 Protonalédasi allandék meghatarozasa

5.1.1 Anyagok

A protonalddasi allandok meghatdrozasdhoz hasznalt alapvegyszereket (NaOH,
NaCl, tomény sosav, foszforsav, ecetsav) analitikai tisztasagban a Reanal és Sigma-
Aldrich gyartoktol szereztiik be. Az NMR spektroszkdpidhoz referensanyagként a 3-
trimetilszilil-1-propanszulfonsav natriumséjat (DSS, >99%, Fluka) hasznaltuk. A
mintdk megfeleld térfogatszdzalékban >99,8 atom% izotdptisztasaghh D,O oldodszerrel
(Sigma-Aldrich) késziiltek. Az in situ pH méréssel végrehajtott NMR-pH titralast
indikator molekulaként klorecetsavat, ecetsavat, imidazolt és

trisz(hidroximetil)aminometant (Tris) hasznalva végeztikk, melyek mindegyikét a
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Sigma-Aldrich gyartotol szereztiik be. A titralasok oldoszereként kétszer desztillalt
Millipore vizet hasznaltunk, a kereskedelembdl beszerzett anyagokat tovabbi tisztitas
nélkiil alkalmaztuk.

A protonalodasi alland6 meghatarozasat az aszpartdm ¢és a szitagliptin esetében
NMR-pH titralassal végeztiik, melyet az utdbbi vegyiiletnél CE-pH titralassal is
kiegészitettiink. A pregabalin-szarmazékok sav-bazis tulajdonsédgait kizarolag CE-pH
titralassal vizsgaltuk. A vinka alkaloidok, az imperanén és a dapoxetin esetében a
pontos protonalodasi allanddkat nem hataroztuk meg, kizarolag egy elokisérlet sorozatot
hajtottunk végre, amellyel a kapillaris elektroforézis méréseknél alkalmazhatdo pH

tartomany nagysagrend;jét hataroztuk meg.

5.1.2 NMR-pH titralasok

Az aszpartam protonalédasi allandoinak meghatarozasara egycsoves 'H NMR-pH
titralast végeztiink in situ pH méréssel [249], 0,15 M ionerdsség mellett, 25,0 + 0,1 °C
hémérsékleten. A titralast H,O/D,0O 9/1 aranyu oldoszerben végeztiik, referenciaként
DSS-t (0=0,000 ppm) hasznalva. A spektrumokat 128 tranziensbdl vettiik fel 4800 Hz-
es spektralis ablakkal, melyet 32K adatpontba gytijtve 0,3 Hz/pont digitalis felbontést
értiink el. Torzsoldatunk 3 mM Asm-t, illetve a pH 1,7-9,2 tartomanyban pontos in situ
pH mérésre alkalmas indikator molekulakbol (klorecetsav, ecetsav, imidazol, Tris) 2-2
mM-t tartalmazott [254]. Az ionerGsség stabilizalasara (0,15 M) 0,14 M NaCl-t
hasznaltunk. Titralo agensként 0,1 M HCI-t, ill. 0,1 M NaOH-t adagoltunk 5-20 ul
részletekben a mérések kozott Hamilton fecskend6bél, majd a mintakat
homogenizaltuk. Az egyes spektrumokhoz tartozo aktualis pH-t a megfeleld indikator
molekula aktualis kémiai eltolodasabol a (2.17) egyenletnek megfeleléen szamitottuk.
Asm protonok kémiai eltolodasabol és az aktualis pH értékb6l NMR-pH adatsorokat
készitettiink. A vizjel elnyomasara el6telito (presaturation) pulzust alkalmaztunk.
situ, hanem egyedi mintdk modszerével hataroztuk meg. Az *H NMR-pH titralasokat 0,1
M NaCl jelenlétében 30 mM foszfat pufferben végeztiik 6,23-10,15 pH tartomanyban.
A  pH pontos meghatarozdsa kalibralt, kombinalt {ivegelektroddal tortént.
Titraloszerként 0,1 M HCI, ill. NaOH, mig referenciaként DSS (6=0,000 ppm) szolgalt.
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A Kkisérleteket H,O/D,O 9/1 elegyben végeztikk, dpfgse_water pulzusszekvenciat
alkalmazva a vizjel elnyomasara. Mintanként 128-256 tranzienst rogzitettiink 5400 Hz-
es ablakkal, melyet 64K adatpontba gytijtve 0,17 Hz/pont-os felbontast kaptunk. A Sgli
protonok kémiai eltolodasat és az aktualis pH-t felhasznalva NMR-pH adatsorokat
szerkesztettiink.

Az NMR-pH adatsorok egyiittes kiértékelése az OPIUM programmal tortént [255], a
spektrumok feldolgozasara a Mestre-C programot valamint a MestreNova 5.3.1-4825

szoftvert hasznaltuk.

5.1.3 CE-pH titralasok

A vegyiiletek protonalddasi 4llandoinak pontos meghatdrozasat kapillaris
elektroforézissel a két pregabalin-szarmazék (Tos-preg, Dns-preg) illetve a szitagliptin
esetében végeztik el. Kisérleteinket egy diddasoros detektorral felszerelt *°CE
késziiléken (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) végeztiik, adatainkat a HP*P
CE Chemstation szoftverrel dolgoztuk fel. Méréseinkhez valamennyi esetben kezeletlen
szilika kapillarist hasznaltunk (50 um belsé atmérd, 64,5 cm teljes hossz, 56 cm effektiv
hossz), melyet az Agilenttdl szereztiink be. Az 1 kapillarisok kondicionalasat 30 percig
1 M NaOH-dal, majd 60-60 percig 0,1 M NaOH-dal és pufferrel végeztiik. A talcat és a
kapillarist 25 °C-ra termosztaltuk, a mérések soran +30 kV fesziiltséget alkalmaztunk. A
tobb hulldmhosszon torténdé UV detektalas mellett (200, 215, 230 nm) az aramerdsséget
¢s fesziiltséget 1s monitoroztuk. A kapillarist minden kisérlet el6tt két percig vizzel, egy
percig 0,1 M NaOH-dal, egy percig ujra vizzel, végiil két percig a hattérelektrolittal
prekondicionaltuk. A mintakat hidrodinamikai injektalast (50 mbar, 4 mp) alkalmazva
juttattuk a kapillarisba. Minden esetben harom parhuzamost végeztiink.
torzsoldatot készitettiink, melyek az oldodas eldsegitésére 20 V/V% MeOH-t és 0,1
V/V%, EOF markerként szolgalo DMSO-t tartalmaztak. A CE-pH titralasok soran
hattérelektrolitként 50 mM foszfat és acetat puffereket (illetve egyes pH értékeken ezek
keverékeit) hasznaltunk a megfeleld pufferkapacitas fenntartasa érdekében. A pH-t 1,99
és 5,99 kozott valtoztattuk, a pontos értéket kalibralt iivegelektrod segitségével

hataroztuk meg.
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A szitagliptin sav-bazis tulajdonsagait az NMR-pH titralas mellett CE-pH titralassal
is jellemeztiik. A vegyiilet torzsoldata 0,1 mM (R)- és (S)-szitagliptint, 1 V/V% MeOH-t
valamint 0,1 V/V% DMSO-t tartalmazott. A méréseket 30 mM foszfat pufferben, 2,01
¢és 10,56 kozotti pH-n végeztiik, a pH-t kalibralt iivegelektroddal mérve.

A protonalodasi allandok szamitasa a 2.5.2 fejezetben leirtak alapjan tortént. A
migracios idékb6él a (2.4) egyenletnek megfeleléen effektiv mozgékonysagot
szamitottuk, amit a pH fliggvényében abrazolva jutottunk titralasi gérbékhez. A gorbe
pontjait a (2.24) egyenlet segitségével illesztettiik, ehhez a ues-pH adatsorokbol az
OPIUM program segitségével kalkuldltuk a protondlodasi allandokat és az egyes
protonaltsagi izomerek hatarmozgékonysagait [255].

A vinka alkaloidok, az imperanén és a dapoxetin esetében kisérletsorozatokat
végeztiink kapillaris elektroforézissel kiilonb6zé pH-ju és alapu puffereket alkalmazva
annak megallapitasara, hogy milyen hattérelektrolitot alkalmazva lesz a komplex
stabilitasi allandok és a kiralis elvalasztas vizsgalata megfeleld. Ennek kovetkeztében itt
a protondlodasi allandok pontos megallapitdsara nem keriilt sor, annak értékét csak

kozelitdleg hataroztuk meg.

5.2 Ciklodextrinekkel valo kolcsonhatasok vizsgalata

5.2.1 Anyagok

A ciklodextrinekkel valé kolcsonhatasok vizsgalata soran alkalmazott valamennyi
ciklodextrint a Cyclolab Kft-t61 kaptuk. Ezen vizsgalatok kiterjednek a kapillaris
elektroforézissel illetve NMR-rel elvégzett komplex stabilitdsi vizsgalatokra, kiralis
elvalasztasokra, valamint az NMR spektroszkopidval elvégzett sztochiometriai és
komplex térszerkezeti vizsgalatokra. Az 5. tdblazatban a vizsgalataink soran alkalmazott
ciklodextrineket azok roviditésével, szubsztituenseivel és szubsztitucids fokaval egylitt

tuntettuk fel.
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5. tablazat. A munkank sordn alkalmazott ciklodextrinek, azok roviditése, szubsztituensei és

szubsztithcids foka (DS).

CD-szarmazék rovidités szubsztituens DS
a-CD a-CD ) 0
S-CD B-CD ) 0
y-CD y-CD ) 0
Random metil-a-CD RAMEA-CD -CHs3 ~10
Random metil-g-CD RAMEB-CD -CHs3 ~12
Random metil-y-CD RAMEG-CD -CH3 ~14
Heptakisz(2,6-di-O-metil)-f-CD* DIMEB-CD -CH, ~14
Hexakisz(2,3,6-tri-O-metil)-a-CD TRIMEA-CD -CH; 18
Heptakisz(2,3,6-tri-O-metil)-f-CD TRIMEB-CD -CH; 21
Oktakisz(2,3,6-tri-O-metil)-y-CD TRIMEG-CD -CH, 24
2-hidroxipropil-a-CD HP-a-CD -CH,-CH(OH)-CHj; ~3
~3; ~4,5;
2-hidroxipropil-g-CD HP-8-CD -CH,-CH(OH)-CHj s
2-hidroxipropil-y-CD HP-y-CD -CH,-CH(OH)-CH; ~3
Random acetil--CD Ac-5-CD -COCH;3 ~7;~15
6-monodezoxi-6-monoamino-g-CD
MA-5-CD -NH, 1
hidroklorid
6-Monodezoxi-6-mono(2- -CH»-CH(OH)-CH,-
PA-5-CD 1
hidroxi)propilamino-g-CD hidroklorid NH,
Karboximetil-a-CD natrium s6 CM-a-CD -CH,COO’ 3
Karboximetil-$-CD natrium so6 CM-p-CD -CH,COO® 1;~3
Karboximetil-y-CD natrium so6 CM-y-CD -CH,COO 3
Karboxietil-8-CD CE-$-CD -(CH,),COOH ~3
Szulfopropil-a-CD natrium s6 SP-a-CD -(CH,)3S0O54 ~2
Szulfopropil-g-CD natrium s SP-5-CD -(CH,)3S03 ~2;~4
Szulfopropil-y-CD natrium s6 SP-y-CD -(CH,)3S03 ~2
Szulfohidroxipropil-#-CD natrium s6 SHP-4-CD -CH,CH(OH)CH,SO5’ ~2
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Szulfohidroxipropil-y-CD natrium s6 SHP-y-CD -CH,CH(OH)CH,SO5’ ~2
Szukcinil-p-CD Suc-4-CD -CO(CH,),COOH ~4; ~6
Foszfatalt-B-CD natrium so P-5-CD -PO(OH)O ~4
Szulfobutiléter-a-CD natrium s6 SB-a-CD -(CH,),S0Oz5 ~4
Szulfobutiléter-#-CD natrium sé SB-p-CD -(CH,),S0O35 ~4; ~6
Szulfobutiléter-y-CD nétrium sé SB-y-CD -(CH,),S03 ~4

* A metilezett CD szarmazékok trivialis nevében szerepld szorzok és az ezeknek megfeleld

roviditések hagyomanyosan a gliikkopiran6z egységenként el6forduld szubsztituensek szamat jeldlik.

A tablazatban feltiintetett ciklodextrinek nem mindegyikét alkalmaztuk az Gsszes
vegyiiletnél. Az egyes anyagokndl konkrétan hasznalt CD-ket az adott vegyiilet
eredményeinek ismertetésénél pontositjuk.

A kapillaris elektroforézisnél és NMR kisérleteknél a pufferek készitéséhez hasznalt
HCI1, NaOH, NaCl, foszforsav és foszfat sok, ecetsav, HsBOs; és MeOH mind analitikai
tisztasaguak voltak és a Reanal vagy Sigma-Aldrich gyartoktdl szarmaztak. Az
oldatokat minden esetben kétszer desztillalt vizzel készitettiik, az NMR kisérleteknél a

Sigmatol beszerzett D,O-t (>99,8%) alkalmaztunk.

5.2.2 Kapillaris elektroforézis

A kapillaris elektroforézis modszer kivaloan alkalmas mind a ciklodextrin-vendég
zarvanykomplexek stabilitasanak jellemzésére, mind az egyes enantiomerek kiralis
elvalasztasanak tanulmanyozasara. A stabilitasi allandok vizsgalatat valamennyi
vegylilettel elvégeztiik, a kirdlis elvalasztast pedig egyediil az aszpartdm esetében nem
tanulmanyoztuk.

Kisérleteinket egy diodasoros detektorral felszerelt *PCE késziiléken (Agilent
Technologies, Waldbronn, Germany) végeztiik, adatainkat a HP*® CE Chemstation
szoftverrel dolgoztuk fel. Munkdnk soran mindvégig kezeletlen szilika kapillarisokat
hasznaltunk (50 um belsé atméré, 64,5 cm teljes hossz, 56 cm effektiv hossz), melyeket
elsé hasznalt elott és az egyes mérések kozott a 5.1.3 fejezetben leirtaknak megfeleléen
kezeltiink. A méréseket a kapillaris belsd homérsékletét 25 °C-on tartva, +30 kV
fesziiltséget alkalmazva végeztiik, a mintak injektalasa hidrodinamikusan, 200 mbar-s

nyomassal tortént. Az ettdl vald eltéréseket az adott kisérletnél kiilon jelezziik. A
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detektalas harom hullamhosszon, 200, 215 és 230 nm-en tortént. EOF markerként
valamennyi esetben DMSO-t (Reanal) hasznaltunk 0,1 V/V%-ban, oldatainkat kétszer
desztillalt vizzel készitettilk. Valamennyi kisérletb6l harom parhuzamost végeztiink.

Az aszpartam-CD komplex stabilitasi vizsgalatokat CE-vel két hattérelektrolitban
(pH=9,0, 75 mM borat puffer; pH=2,5, 50 mM foszfat puffer) vizsgaltuk, hogy mind a
pozitiv, mind a negativ toltésii részecske komplexképzésérdl informaciot kapjunk. A
stabilitas vizsgalatdhoz a nativ, RAMEB-, DIMEB-, TRIMEA-, TRIMEB-, TRIMEG-,
HP-5- (DS~3, 4,5, 6,3), CM-f-, CE-f-, SP-5- (DS~2), MA-f-, Ac-p- (DS~7) és P-p-
CD-ket hasznaltuk fel. Az Asm torzsoldat 3,4 mM-os volt, valamint 10 V/V% MeOH-t
tartalmazott.

A pregabalin-szarmazékok és valamennyi egyéb vizsgalt molekula esetében a
kialakuld6 komplexek stabilitdsvizsgalata mellett célunk volt a kirdlis elvéalasztas
tanulmanyozasa és megvalositasa is. A Tos-preg €s Dns-preg esetében a kisérleteket
négy (a protonalddasi allandok alapjan kivalasztott) pH értéken (pH=9,2 — 80 mM
borat, pH=7,2 — 50 mM foszfat; pH=4,7 — 50 mM acetat; pH=2,5 — 15 mM foszfat
puffer) végeztik a kiilonb6z6 toltésti gazda- és vendégmolekulak kozotti eltérd
kolesonhatasok tanulmanyozasa érdekében. A harom magasabb pH-n +30 kV, mig a
legsavasabb értéken -25 kV fesziiltséget alkalmaztunk. A vizsgéalatokhoz mindkét
szarmazék esetében 29 kiilonbozo ciklodextrint hasznaltunk fel.

A vinka alkaloidok CD komplexeinek vizsgalatat mindharom nativ ciklodextrinnel,
valamint ezek random metil-, hidroxipropil-, szulfobutil- ¢és karboximetil-
szarmazékaival végeztiik el. A mérésekhez 33,5 cm teljes hosszisagu (25 cm effektiv
hossz), 50 um bels6 atmérdjii kapillarist hasznaltunk, a detektalas 200 nm-en tortént. A
2,5-0s pH-ju hattérelektrolit 15 mM-0s NaOH-bol késziilt 10 m/m%-os foszforsav

Az imperanén, szitagliptin és dapoxetin esetében mind az atlagos komplex stabilitast,
mind a kiralis elvalasztast kizarolag kapillaris elektroforézissel vizsgaltuk. A dapoxetin
esetében az optimalizalt kirdlis elvéalasztast az ICH irdnyelveknek megfeleléen
validaltuk. Mindharom anyag esetén a vizsgalatokat szamos, rendre 27, 29, illetve 22
ciklodextrinnel végeztiik el.

Az Ipn-nek két UV elnyelési maximuma van 210 és 268 nm-en, azonban mivel 268

nm-en a jel/zaj ardny kedvezOtlenebbnek bizonyult, 210 nm-en detektaltunk.
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Hattérelektrolitként pH=9,0-ra bedllitott 75 mM borat puffert hasznaltunk, ebben az
imperanén fenolos OH csoportjai részlegesen deprotonaltak (az eldzetes kisérletek
alapjan pH=7,0-n a vegyiilet semleges ¢s az EOF-fel migral), igy a vegyiilet megfeleld
volt, és az EOF marker mellett 1,5 V/V% MeOH-t tartalmazott.

A szitagliptin torzsoldattal (0,1 mM mindkét enantiomerre, 1 V/V% MeOH) végzett
kisérleteket az elozetes mérések alapjan kivalasztott 6,0 pH-ju 30 mM foszfat pufferben
végeztik.

A dapoxetinnel 50 mM acetat pufferben (pH=5,5) végeztiik az elektroforézist. A
torzsoldat a Dpx rossz vizoldhatésaga miatt MeOH-ban késziilt és a vizsgalando

Az atlagos stabilitasi allandok vizsgalata soran a vendégmolekulat el6szor CD
nélkiili, majd annak noévekvd koncentracioit (5-50 mM) tartalmazéd hattérelektrolitban
futtattuk, ezutan  effektiv = mozgékonysagokat  szamitottunk. Az  effektiv
mozgékonysagbol és az aktualis CD koncentraciobol a 3.4.4.1 fejezetben bemutatottak
szerint X-reciprok modszerrel, grafikus Uton szamitottuk ki az egyes stabilitasi
allandokat.

A kiralis elvalasztas jellemzésére a felbontasi értéket (Rs) hasznaltuk, melyet a (2.11)
egyenletnek megfeleléen szamitottunk. A legjobb felbontast - az egyes enantiomer-CD
komplexek stabilitdsanak ismeretében - legtobbszor a Wren egyenlete (2.13) alapjan
szamolt CD koncentracional tapasztaltuk. Az enantiomerek azonositdsa minden esetben

a racém mintdhoz adott izomertiszta anyaggal tortént.

5.2.3 NMR spektroszkéopia

A kapillaris elektroforézis mellett a CD-vendég komplexek stabilitasanak
megallapitdsira és egyes esetekben a kiralis elvalasztds megfigyelésére az NMR
spektroszkopia is kivaldo modszer. A Kapillaris elektroforézissel szemben a jobb
reprodukalhatosdg mellett nagy elénye, hogy a stabilitdsi allandokat tobb adatsorbol
szamithatjuk, igy pontosabb értéket kaphatunk (igaz némileg eltér6 koriilmények mellett
pl. olddszer), valamint semleges molekuldk komplexei is tanulmanyozhatok ezzel a
modszerrel. Méréseinket ez esetben is a 600MHz Varian VNMRS spektrométeren

végeztiik, azonos mérofejet alkalmazva H,0/D,0 9/1 elegyben, a vizjel elnyomasara

63



DOI:10.14753/SE.2013.1786

pedig eldtelité (presaturation) pulzust alkalmazva. A spektrumokat T=25,0 + 0,1 °C-on,
szamitott mennyiségli NaCl hozzdadasaval 1=0,15 M mellett regisztraltuk. Bels6
referenciaanyagként MeOH-t (6=3,300 ppm) alkalmaztunk. Komplex stabilitasi
vizsgalatokban egy anyag akkor lehet jo referens, ha bizonyithat6, hogy az adott
koncentracioban nem 1ép szamottev$ interakcioba a gazdamolekulaval. Ennek
igazolasara egy kiilon kisérletet végeztiink, melyben insert csében 1€v6, D,O-ban oldott
DSS szolgalt referenciaként a metanol proton kémiai -eltolodasvaltozasanak
vizsgalatahoz. 10 mM f-CD-t adva az oldathoz a MeOH kémiai eltolodasvaltozasa
0,002 ppm-nek adoédott, ami elhanyagolhatd, figyelembe véve a kémiai
eltolédasvaltozas bizonytalansagat (0,002 ppm). Ennek megfeleléen a MeOH
megfeleld referenciaanyag a CD komplexek NMR spektroszkopias vizsgalatahoz [202].
A spektrumokat 32-128 tranziensbdl (kisérlettdl fliggben) vettik fel 4800 Hz-es
spektralis ablakot hasznalva, melyet 32K adatpontba gytijtve 0,3 Hz/pontos digitalis
felbontast kaptunk.

A latszolagos stabilitasi allandok meghatarozasa NMR titralas révén az aszpartam és
a vinka alkaloidok esetében tortént a CD-ek egy sziik korével. A mintdkat a mérés el6tt
12 o6raig allni hagytuk az egyenstly bedllasdhoz. Az egyes adatpontokhoz tartozé
kémiai eltolodast a [CD]/[Asm] arany fliggvényében abrazolva egy telitési gorbét
kapunk valamennyi gazda- illetve vendégmolekula magra. Az adatsorokbol ezutan az
OPIUM program segitségével szamithaté a komplex stabilitasi allanddja, valamint a
komplexalt és szabad részecskék hatareltolodasai a 3.4.4.2 fejezetben bemutatottaknak
megfeleléen. Ezek ismertében a (2.10) egyenlettel a titralasi pontok jol illeszthetok.

Aszpartam esetében a vizsgalatokat pH=5,2-n acetat pufferben (50 mM) végeztiik a
semleges (ikerionos) részecske komplexképzésének tanulmanyozasara, valamint
pH=9,0-n kiilon kisérletet végeztink annak vizsgdlatdra, hogy a Ilagos pH-n
legstabilabbnak bizonyulé komplex allandoja NMR-rel meghatarozva mennyinek
adédik. Az Asm-t (I mM) ¢és CD-t (10 mM) tartalmaz6 torzsoldatokat ugy
elegyitettiink, hogy a vizsgdland6 oldatban a [CD]/[Asm] arany 0,3 ¢és 50 kozott
valtozzon. A vizsgalatot pH=9,0-n Ac-f-CD-nel (DS~7), pH=5,2-n -, TRIMEA-, MA-
[- és Ac-p-CD-nel (DS~7) végeztik el.

A kapillaris elektroforézissel meghatarozott stabilitasi allandokat a vinka alkaloidok

esettben NMR kisérletekkel is alatamasztottuk. A kisérleteket H,O/D,O 9/1
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oldoszerben 15 mM foszfat pufferben (pD=2,5, 1=0,1 M) végeztiikk. Az enantiomerek
azonositasa az izomertiszta (S)-enantiomer hozzaadasaval tortént. Az alkaloid torzsoldat
elegyitve 1,2-166 [CD]/[alkaloid] aranyt értiink el. A stabilitasi allandokat csak
megfeleld intervallumban (K=10-10* M™) lehet NMR spektroszkopiaval meghatarozni,
érdeklédésiink pedig kifejezetten a nagyobb kiilonbséget mutatd, kiralis elvalasztast
okozo6 komplex stabilitasi allanddinak meghatarozasara iranyult, igy ezzel a mddszerrel
a vinkadifformin-CM-y-CD ¢és vinkadifformin-HP-y-CD komplexeket vizsgaltuk,
melyek kivalasztasa az el6zetes CE kisérletek alapjan tortént.

A stabilitdsi allandé meghatdrozasa mellett az NMR spektroszkopia kivaléan
alkalmas a zarvanykomplexek atlagos sztdchiometriajanak meghatarozasara is. Ennek
megallapitasara Job modszere kézenfekvéen alkalmazhato [224]. A gazda-vendég
aranyt a kialakuldé komplexekben az aszpartdm-CD ¢és Dpx-CD kolcsonhatasok
kivételével valamennyi esetben meghatiroztuk 'H NMR titralassal, a szitagliptin
esetében a vegyiilet fluortartalma miatt ez kiegészithetdvé valt F NMR titralassal is. A
titralasokat H,O/D,O 9/1 arany oldoészerelegyben, mindig az adott komplex CE
vizsgalatanak megfeleldé pH-n és pufferalkotoban vizsgaltuk. Referenciaként ezen
kisérletekben is 0,05 V/V% MeOH-t alkalmaztunk. A mérések kivitelezése a 3.4.4.2-
ben leirtaknak megfelelden tortént. A spektrumok felvételehez kisérlettdl fiiggden 32-
256 tranzienst regisztraltunk, a vizjel elnyomasara a presaturation pulzusszekvenciat
alkalmaztuk. A pregabalin-szarmazékok esetében 5 mM Tos-preg ill. Dns-preg és 5 mM
S-CD torzsoldatokbdl indultunk ki, a kisérleteket 7,2 pH-ji foszfat pufferben veégeztiik.
A vinka alkaloid-CD komplexek atlagos sztochiometrajanak megallapitasat
vinpocetin/RAMEB-CD ¢és vinkadifformin/HP-y-CD  rendszerekben végeztik el
mindkét enantiomerrel 15 mM foszfat pufferben (pH=2,5). Mind az alkaloid, mind a
imperanén és 1 mM HP-$-CD illetve 1 mM SB-y-CD torzsoldatokbol kiindulva 50 mM
foszfat pufferben (pH=9,0) végeztiik el. A szitagliptin esetében a sztochiometria
meghatarozasanak a kolcsonhatdo anyagok ((R)-Sgli és S-CD vagy SB-$-CD)
(pH=5,5). A F méréseket Varian Mercury Plus spektrométeren (400 MHz) végeztiik a

Semmelweis Egyetem Szerves Kémiai Intézetében. Ezen kisérletekben a Sgli fluor
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atomjainak jelét kovettik nyomon, referenciaként NaF-ot (6=-122,000 ppm)
CD-k viztartalmat figyelembe vettiik.

A zarvanykomplex szerkezetének meghatarozasara 2D ROESY spektroszkopiat
alkalmaztunk a 3.4.4.2-ben bemutatottak szerint. llyen vizsgalatokat az aszpartam, a
pregabalin-szarmazékok, a vinka alkaloidok, az imperanén ¢és a szitagliptin
komplexeinek esetében végeztiink. A ROESY kisérleteket 256-512 inkrementummal,
16-32 tranziensbdl vettiik fel 100 és 500 ms kozotti keverési idovel 2,2 kHz spinlock
teret alkalmazva. Az oldoszer valamennyi esetben D,O volt. Az adatokat 4000 (F2) *
1000 (F1) adatpontos matrixként dolgoztuk fel a tovabbiakban. Az aszpartam-$-CD
komplexek vizsgalata sordn 1 mM CD-t és 2 mM Asm-0t tartalmazé pD=5,2 acetat
pufferben dolgoztunk. A pregabalin-szarmazékok esetén 70 mM NayHPOy4-ban, tovabbi
pH bedllitas nélkiil végeztik el a kisérleteket. Az egyes mintdk 5 mM Tos-preg vagy
Dns-preg vendégmolekulat és 5 mM f-, y-, illetve PA-S-CD-t tartalmaztak igy Gsszesen
hat komplex térszerkezetét vizsgaltuk. A vinka alkaloidok CD komplexeinek
térszerkezetét pD=2,5 oldatban vizsgaltuk 5 mM alkaloidot és 3 mM CD-t tartalmazo
rendszerekben. Ilyen vizsgalatokat a CE elévizsgalatok alapjan érdekes, migracios
sorrend valtozast okozoé rendszerekben, vagyis vinpocetin - HP-£-CD/HP-y-CD,
vinkadifformin - HP-B-CD/HP-y-CD, vinkadifformin - RAMEB-CD/RAMEG-CD
(iregméretfiiggd  megfordulas) és  vinpocetin -  HP-5-CD/RAMEB-CD
(szubsztituensfiiggd megfordulds) végeztiink. Ipn esetében a ROESY spektrumokat 1
mM (S)-Ipn-t és vagy 3 mM HP-$-CD-t (DS~4,6) vagy 3 mM S-CD-t vagy 3 mM SB-4-
CD-t tartalmazé rendszereket vettiink fel, mely CD-ket a CE kisérletek eredményei
alapjan valasztottuk. A Sgli ROESY kisérleteihez 5 mM (R)-Sgli tartalma 30 mM
NaH,PO, torzsoldatot hasznaltunk sajat pH-n, melyhez vagy 3 mM pS-CD vagy 3 mM
SB-f-CD vagy 2-2 mM S-/SB-4-CD dual CD komplexképzo6t adtunk.
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6. Eredmények, megbeszélés

6.1 Protonalddasi allandok meghatarozasa

A toltésfiiggd komplexképzddési és komplex stabilitdsi vizsgalatok elvégzése
megkoveteli, hogy elsOsorban tisztdban legylink a jelenlévé molekulak atlagos
toltésével. Ennek megallapitasahoz a protonaloddasi allandok meghatarozasa vagy
ismerete 1étfontossagu. A protondlodési allandok nagy pontossdgi meghatirozasat a
vizsgalt vegyiiletek koziil négynél (Asm, Tos-preg, Dns-preg, Sgli) végeztiik el, ezek
koziil a szitagliptin esetében két, egymastol fliggetlen modszert alkalmazva. A tovabbi
vegyiiletek esetében vagy irodalmi adatokra tamaszkodva (vinka alkaloidok, Dpx) vagy
elézetes vizsgalatok alapjan (Ipn és Dpx) allapitottuk meg a késobbi CE és NMR

vizsgélatokra alkalmas pH-t.

6.1.1 CE-pH titralasok

A CE-pH titrdlasok soran a hattérelektrolit pH-jat valtoztatva érhetd el, hogy a
vizsgalt vegylilet eltérd protonaltsagi allapotba keriiljon, €és igy eltérd migracids idével
érje el a detektort. A BGE pH-ja természetesen nem csak a vizsgalt vegyiilet, hanem az
EOF mozgékonysagat is befolydsolja (bizonyos hatarokon beliil), igy a migracios idok
¢s a kapillaris paraméterek ismeretében a protondlodasi allandok meghatarozéasara az
effektiv. mozgékonysagot hasznaljuk, melyet a (2.4) egyenletnek megfelelen
szamithatunk ki. A CE-pH titralasokkal megbizhatéan meghatirozhaté protonalodasi
allandok a kb. 3,5<pK<9,5 tartomanyba esnek. A hattérelektrolitok pH-jat minden
esetben kalibralt iivegelektrod segitségével allitottuk be. A megfeleld pKs értékek
kiszamitasa a ue—pH adatsorokbol, az OPIUM program segitségével tortént. Minden

esetben harom parhuzamos mérést végeztiink.

6.1.1.1 Pregabalin

A protonalddasi allandok meghatarozasat mindkét pregabalin-szarmazeék esetében
CE-pH titralassal végeztiik el. A szarmazékok kozil a Tos-preg egy karboxil, mig a
Dns-preg egy karboxil- és egy tercier aminocsoporttal rendelkezik (14. abra). A titralas
pH tartomanyéat eldzetes kisérletek alapjan Tos-preg esetében pH 3,68-5,78, mig Dns-
preg esetében pH 1,99-5,99 kozottinek valasztottuk. A migraciés 1idOkbol szamolt
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effektiv mozgékonysagokat a pH fiiggvényében abrazolva titralasi goérbékhez jutunk,

melyeket az 15. abran a Tos-preg esetében szemléltetiink.
Mgt

0 -

-0,002 ~

-0,004 -
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-0,008 -
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15. abra. A Tos-preg CE-pH titralasi gorbéje.

A uetr — pH adatsorokbdl az OPIUM program segitségével a vegyiiletek pKs értékeit
¢és az egyes protonaltsagi izomerek egyedi migracios id6it szamoltuk ki. Ezek (2.19)
egyenletbe helyettesitésével valt lehetové a gorbe illesztése a fiiggvény pontjaira. A
Dns-preg esetében, mivel két protonalddasi allandoval rendelkezik, az egyenlet
modositott formajat alkalmaztuk (5.1):

OpKSZ_pH Oszl+pK52_2pH

ILJA*+ILIHA .1 —|_Il’lH2A\Jr .1
14+1QP"s27PH 1 QPR *PHGam20H

A pregabalin Tos-preg és Dns-preg szarmazékaira determinalt savi disszociacios

luef'f = (5 : 1)

allanddkat a 6. tdblazat mutatja.

6. tablazat. A pregabalin-szarmazékok CE-pH titralassal meghatarozott savi disszociacios allandoi.

Sziarmazék pKs1 pPKs2

Tos-preg 4,75+0,02

Dns-preg | 3,47 +0,06 | 4,67 = 0,06

Vagyis a tercier aminocsoport protonalodasa pH=4,67-nél kovetkezik be a Dns-preg
szarmazéknal, mig a karboxilcsoportok pH=4,75-n, illetve pH=3,47-n protonalédnak
rendre a tozilezett és danzilezett vegyiileteknél. Mivel a Dns-preg protonalodasi allandoi
atfednek egymadssal, az allapithaté meg, hogy alacsonyabb pH-n dontden a karboxil,
mig magasabb pH-n dont6en az amino funkcié protonalodasa kovetkezik be. A danzil

molekularészlet aminocsoportjanak protonaldédasat mas, nem-pregabalin szarmazékok
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esetében mar jellemezték, ahol szintén hasonld nagysagrendiinek adodott (pKs=4,1-4,3)
[256]. A kapillaris elektroforézis kisérletekben alkalmazott hattér elektrolitok pH-jat a
fenti allandoknak megfelel6en valasztottuk ki:

. pH=9,2, ahol mindkét szarmazék negativ toltést;

. pH=7,2, ahol a szarmazékok szintén negativ toltésiick, azonban a pozitiv
toltéstt CD-k csak részlegesen protonaltak és az analizis pH-ja jol kozeliti a
biologiailag relevans értéket;

. pH=4,7, ahol a negativ toltésii és semleges részecskék dsszemérhetd aranyban
vannak jelen, vagyis a szarmazékok részlegesen negativ toltéstiek;

. pH=2,5, ahol a Tos-preg csaknem 100%-ban semleges részecskeként, mig a

Dns-preg pozitiv ionként van jelen.

6.1.1.2 Szitagliptin

A szitagliptin esetében a sav-bazis tulajdonsagokat mind kapillaris elektroforézissel,
mind magneses magrezonancia spektroszkopiaval jellemeztiik. A vegyiilet egy, a
protonaldédas  szempontjabol  jelentés primer aminocsoporttal rendelkezik a
kiralitascentrumhoz kapcsoldéddan (8. abra). A vegyiilet CE-pH titralasat a 2,01-10,56
pH tartomanyban végeztiik el foszfat pufferben. A kordbban targyaltaknak megfeleléen
a uerr—pH adatsorokat abrazoltuk filiggvényként és ezekbdl szamoltuk ki a savi
disszociaciés allandokat €és az egyes protonaltsagi izomerek migracios idejét. A

szitagliptin titralasi pontjait és az azokra illesztett gorbét az 16. dbra szemlélteti.

Hegr
0.0] {*+—>—+——+—+—+—

0,008 ~
0,006 -
0,004 -

0,002 A

0 T T T T *
1, 3 5.8 7.8 9,8 pH
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%)

16. abra. A szitagliptin CE-pH titralasi gorbéje.

A titrdlds alapjan a Sgli aminocsoportjanak savi disszociacios allandoja

pKs=7,61+0,07. Ez az alland6 némiképp alacsonyabb, mint a hasonld primer amino
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funkcioké altalaban (pKs~9-10). Ennek a csokkent bazicitasnak magyarazata lehet az
elektronszivo trifluor-aromasgytrti kozelsége illetve az amino- és karbonilcsoportok
kozott esetlegesen kialakuld hidrogénhid. Az alland6 meghatarozasat az eredmény

megerdsitése végett NMR-pH titralassal is elvégeztiik.

6.1.1.3 Imperanén és dapoxetin

Az imperanén és dapoxetin pKs értékeit pontosan nem hataroztuk meg, kizardlag
elozetes kisérleteket végeztiink a hattérelektrolit megfeleld pH-janak kivalasztasahoz.
Az imperanén két fenolos hidroxilcsoporttal rendelkezik (7. abra), a dapoxetin toltését
pedig a tercier aminocsoport protonaltsagi allapota hatarozza meg (9. abra).

Az imperanén esetében az elzetes vizsgalatokat nyolc kiilonbozé pH-ju (pH: 5,2-
10,0) és pufferalapt (acetat, foszfat, borat) rendszerben végeztiik el. A vegyiilet pH 7,0-
n még nettd semleges toltésli, az EOF-fel vandorol, ezutan kezdédik meg a fenolos
hattérelektrolitként pH=9,0 borat puffert valasztottunk, ahol a vegyiilet mar dominansan
negativ toltésli részecskeként van jelen és az EOF-t6l kelld tavolsagra haladt. Az Ipn
protonalddasi allandoéit a Marvinsketch program pKg=9,81 és pKs=10,45 értékeknek
prediktalta.

Irodalmi adatok alapjan a dapoxetin pKs értéke 8,6, ennek megfelelden végeztiik el
az elézetes vizsgalatokat CE-vel [257]. Mivel pH 7,5-nél a Dpx még az EOF-fel
migralt, a késébbi kisérletek soran acetat puffert alkalmaztunk pH=5,5-n, ahol a

vegyliletnek mar bizonyosan a protonalt, pozitiv toltésii forméja dominal.

6.1.2 'H NMR-pH titralasok

A protonalodasi allandok meghatarozasara az NMR-pH titralds nagy pontossagu
modszer, melynek kiilonleges eldnye a tobbi technikdval szemben, hogy megfelelé pH
meghatarozast alkalmazva széles skalan (akar 0-14) meghatarozhatok az allandok. A két
vizsgalt vegyiilet koziil az aszpartam két protonalodasi allanddjat in situ pH mérést
alkalmazva indikator molekuldk segitségével, mig a szitagliptin aminocsoportjanak
bazicitdsat hagyoméanyosan, a pH-t kalibrélt iivegelektroddal mérve hataroztuk meg.

Referenciaként mindkét kisérlet soran DSS-t (0=0,000 ppm) alkalmaztunk.
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6.1.2.1 Aszpartam

Az aszpartam (3. abra) egy karboxil- és egy primer aminocsoporttal rendelkezik, igy
két protonalodasi 1€pcsot kell a titralas soran meghatarozni. Ezen disszocidcios allandok
meghatarozasa soran az egycsoves titralas modszerét alkalmaztuk in situ pH méréssel.
Az egycsOves titralas soran alkalmazott in situ pH-mérésnek eléfeltétele, hogy a
megfelel6 indikator molekula g és Juing hatareltolodasai, valamint logKing
protonalddasi  allanddja pontosan ismertek legyenek, ugyanis a (2.17) egyenlet
segitségével csak ezen paraméterek ismeretében szamithato a titralas tetszéleges pontjan
felvett NMR spektrumhoz tartozd6 pH. A 7. tdblazatban foglaljuk Ossze a fiiggetlen
potenciometrids mérésekkel meghatarozott indikator protonalodasi allandokat. Az
indikatorok hatareltolédasai az NMR titralas soran a kisérleti hiba (+0,002 ppm) hataran
belil maradtak. Ezzel bizonyitottnak tekintettik az indikdtor —molekulak
alkalmazhatdsaganak azon feltételét is, miszerint semmilyen specifikus kolcsonhatas

nem Iépett fel a vizsgalt vegyiilet és az indikator molekula k6zott [254].

,,,,,

tartomany ¢€s a kémiai hatareltolédasok (o) [ppm] (T=25,0+0,01 °C; 1=0,15 M NacCl).

alkalmazhato6sagi
indikator molekula | logK|.q ) Oind | OHind
pH-intervallum

klorecetsav (CIAC) 2,70 1,7-3,7 4,049 | 4,280
ecetsav 451 3,5-5,5 1,907 | 2,086
o 7,766 | 8,677

imidazol 7,08 6,0-8,0
7,128 | 7,472
Tris 8,13 7,1-9,1 3,509 | 3,733

A kisérletet pH=1,7-9,2 Kkozott végeztik el, az indikdtor molekulak
alkalmazhatosagara vald tekintettel. A titralds sordn az aszpartdm egyes protonjainak
kémiai eltolodasvaltozasat rogzitettik a megfeleld indikator aktudlis eltolodasabol
szamolt pH fliggvényében. A kémiai eltolodasvaltozas a legtobb protonon szembet{ind
volt, a legkifejezettebb azokon, melyek a protonaldédasban részt vevd csoportok
kozelében tartozkodnak. Ennek megfelelden az aszpartim H' metin protonjanak
eltolodasat a pH fliggvényében dabrdzolva mindkét protonalodasi 1épcsd jol
megfigyelhet6, azonban a kozelebb 1évé primer aminocsoport protonalddasara
érzékenyebb (17. abra).
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43
4.2 -
41 -

3 (ppm)

3,9 A

3,7 A
3,6 T T T T
15 3,5 55 7,5 9,5
pH

17. dbra. Az aszpartam H* protonjanak kémiai eltolodas-pH gorbéje az NMR-pH titralas alapjan.

Az OPIUM program segitségével szamolt protonaldodasi allandok és az egyes
protonaltsagi izomerek hatareltolodasainak segitségével a titralasi gorbe pontjaira a

(5.2) egyenletnek megfelelden gorbét illesztettiink.
log K;—pH

SAsm_ + O pqm (LO79P) + 6H2Asm*

1 + 10Iog K;—pH + 10Iog K;+logK,—-2pH

A szamos magra meghatarozott NMR-pH adatsorok alapjan az aszpartdm

(1olog K;+logK,—-2pH )

Sobs _

(5.2)

aminocsoportjanak protonalddasi allandoja logK;=7,83+0,02, mig a karboxildtcsoporté

logK,=2,96+0,03. A protonalodasra legérzékenyebben a H' és H%#b

protonok
reagaltak, rendre Ad=0,623; 0,336 ¢és 0,454 ppm kémiai eltoldédasvaltozasokkal, mig az
aromas gylrli és metoxicsoport protonjainak kémiai eltolodasa alig mutatott valtozast.
A H' proton kémiai eltolodas-valtozasat szemléltetd, kiilonbozé pH-kon felvett

spektrumsorozat a 18. abran lathato.

ClAc
pH

8,95

—_—

7.88 ,

6,76 JJ%L
s L

4.3 4.1 3.9 3,7 35

& (ppm)

18. abra. Az Asm H* protonjanak pH-fiiggd kémiai eltolodasvaltozasat szemléltets spektrumsorozat.
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A meghatarozott allandok Osszhangban vannak az irodalomban korabban, mas
modszerekkel megallapitott konstansokkal [38-40]:
o Kholeif és Anderegg (logK1=7,39; logK,=3,01),
o Scriba és munkatarsai (logK,=7,87; logK,=3,04 (CE),
e Scriba és munkatarsai logK;=3,19 (potenciometrias titralas),
e Maheswaran és munkatarsai (logK;=7,49; logK,=3,20).

A protonalédasi  allandok  ismeretében  megszerkeszthetd a  vegyiilet
részecskeeloszlas-gorbéje, mely szemlélteti, hogy az adott pH-n a részecske mely
protonaltsagi izomere milyen ardnyban van jelen. Az aszpartdm allandéi alapjan
szerkesztett gorbéket a 19. abra mutatja.

1 -
09 1
08 A
07 A
06 1
05 A
04 1
03 A
02 A

0,1 1
0

részecskék aranya

0 2 4 6 8 10 12
19. abra. Az aszpartam pH-fliggd részecskeeloszlas gorbéi.

A gorbékrdl leolvashatd, hogy az egyes protonaltsagi izomerek vizsgalatdra mely pH
értékek a legalkalmasabbak. Ezt 6sszevetve a kapillaris elektroforézis 6nmagabol adodo
korlataival a pozitiv toltésti részecske komplexképzését pH=2,5, az ikerionosét pH=5,2,

mig a negativ toltéstiét pH=9,0 kozegben vizsgaltuk.

6.1.2.2 Szitagliptin

A szitagliptin primer aminocsoportjanak bazicitasat CE-pH titralas segitségével mar
meghataroztuk (pKs=7,61+0,07), azonban mivel ez varatlanul alacsonynak adédott,
sziikséges volt egy masik, az el6z6tdl fiiggetlen technikaval is megéllapitani az allandot.
Erre a célra szintén NMR-pH titralast alkalmaztunk, az egyes oldatok pH-jat ez esetben
kalibralt tivegelektréddal kdvetve nyomon. A mérést 6,23-10,15 pH tartomdnyban
végeztiik el, a CE-pH titralds eredményére hagyatkozva 30 mM foszfat pufferben az
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ionerdsséget allando értéken (0,1 M) tartva. Az eldzéekhez hasonldan az egyes magok

kémiai eltolodasanak pH-ra vonatkoztatott fiiggvényét abrazoltuk. Az NMR-pH

adatsorokbdl az OPIUM program segitségével szamitottuk a hatareltolédasokat és a

disszociacios allandot. A fiiggvény adatpontjaira az (5.3) egyenlet alapjan illesztettiink

gorbét.

_ SSin +6H5glilolog e
1410/°9K-pH

Az NMR-pH titralasok alapjan a Sgli disszociacios konstansa pKs=8,03+0,05-nek

obs

(5.3)

adodott, mely a CE-pH titralas eredményével jol korreldl. A kisebb eltérések oka a
kiilonb6zé mérési koriilmények (oldoszer, hdmérséklet, ionerdsség) vagy a moddszer
pontossaga lehet.

A mérések eredményei alapjan a szitagliptinnel folytatott vizsgalatokat a
késdbbiekben pH=6,0-n vagy attol savasabb kozegben végeztiik, ahol a vegyiilet mar

dominéansan pozitiv ionként van jelen.

6.2 Ciklodextrinekkel valo kolcsonhatas vizsgalata

6.2.1 Komplex stabilitas és kiralis elvalasztas vizsgalata

6.2.1.1 Aszpartam

Az enantiomertiszta aszpartam esetében a ciklodextrin komplexek stabilitasat
vizsgaltuk két pH értéken (9,0; 2,5) kapillaris elektroforézissel és két pH értéken (9,0;
5,2) magneses magrezonancia spektroszkopiaval.

Komplex stabilitasi vizsgalatok CE-vel. A CE vizsgalatokat pH 9,0 és pH 2,5
hattérelektrolitban végeztiik, ahol az Asm dominansan rendre negativ illetve pozitiv
toltésii részecskeként van jelen. A futtatds sordn az Asm effektiv mobilitdsat az aktualis
CD koncentracio fliggvényében vizsgaltuk. Az egyes mérések sordan alkalmazott
novekvd CD koncentracié mind az Asm, mind az EOF mozgékonysagat befolyasolja a

komplexképzddés és a hattérelektrolit egyre nagyobb viszkozitasa révén. A kiillonbozd

crer
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EOF

26 28 3 32 34 36 38 4 42 44 46
t (perc)

20. abra. A névekvé CD koncentracid hatasa az Asm és az EOF migracios idejére.

Az effektiv elektroforetikus mobilitas értéket az Asm és az EOF markerként
alkalmazott DMSO migracios id6ibdl és a kapillaris paramétereibdl a (2.4) egyenletnek

megfelelden szamitottuk, majd a linearizacids X-reciprok modszert alkalmazva a

Hett — Hszabad

[CD] t (L — Hogag) fliggvényében abrazoltuk. A fliggvény pontjaira egyenest

illesztve a komplex stabilitas a 21. abran bemutatottaknak megfeleléen, az egyenesek
meredekségébdl szadmithatd, és az Asm-HP-4-CD komplex esetében 4tlagosan
44,95+0,9 M *-nek adodik.

0,2 ~
0,18 A
0,16 -
0,14 A
Hett ~ Hoganaa0,12. 1
[CD] o1 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 A
0 T T 1
0 0,002 0,004 0,006

Heff = Uszabad

y1=-43,949x +0,2517
y2 = -44,97x +0,2589
y 3= -45,633x + 0,2594

21. abra. Az Asm-HP-4-CD komplex stabilitdsanak meghatarozasa x-reciprok modszerrel.

Mivel az x-reciprok modszer alkalmazasa soran szerkesztett egyenesek nagy
pontossaggal illeszkedtek a fiiggvény pontjaira, a kialakuldé komplex sztochiometridja

1:1-nek tekinthetd, hiszen a szamitas ebbdl a feltevésbol indul ki. A kisérletek soran
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pH=9,0-n valamennyi alkalmazott CD komplexét vizsgaltuk, mig savas tartomanyban
csak azokat, amelyek stabilitdsa ligos tartomanyban relative magas volt. A CE
kisérletek alapjan szamitott atlagos stabilitasi allandokat a 9. tablazat tartalmazza.
Komplex stabilitasi vizsgalatok NMR-rel. NMR-rel azon komplexek stabilitasat
hataroztuk meg, melyek a CE mérések alapjan magas stabilitdsi alland6juk miatt
igéretesnek bizonyultak, igy a nativ -, TRIMEA-, MA-f- és Ac-f-CD komplexeket. A
vizsgalatokat pH=5,2 acetat pufferben végeztik (H,O/D,O 9/1), ahol az Asm
domindnsan ikerionos formaban van jelen. Végeztiink emellett egy kiegészitd
vizsgalatot a CE mérések alapjan legmagasabb stabilitdst mutaté Asm-Ac-S-CD
komplex stabilitdsdnak jellemzésére a CE méréseknek megfelelé pH=9,0 borat
pufferben is. A titrdlds sordn az Asm valamennyi protonja kémiai eltolodésvaltozast

szenvedett, ezt az 22. abra mutatja be kiilonb6z6 ccp/Casm aranyok mellett.

Cop' Casm
H™ Hl5a H15%®

MM’\_ 7.4

AT -

3.04 2,94 2.84 2,74 2.64 2,54 2.44
6 (ppm)

22. abra. Az Asm H'**® ¢s H™® protonjainak kémiai eltolodasvaltozasa a ndvekvé komplexaltsagi fok

hatasara "H NMR spektrumokon.

A titralas soran valamennyi CD protonon és az Asm metilén és metin protonjainak
kémiai eltoloddsa nd, mig az aromas és metil protonok jelei alacsonyabb ppm értéknél
jelennek meg. A CD protonok koziil a legmarkansabb valtozason az iireg belsejében
talalhaté H-3 és H-5 protonok mennek at, mely a vendégmolekula tliregbe illeszkedését
sugallja. Az Asm esetében meglepd modon a legnagyobb véltozast a H™*, H™ és H*
protonok szenvedték el, annak ellenére, hogy az iiregbe illeszkedést az aromas gytir(itdl
varnank. Ennek kovetkeztében a zarvanykomplex térszerkezetének vizsgalata
elengedhetetlennek bizonyult. Az Asm H® protonjanak tripletje a titralds sorn nem volt

kovethetd a maradék vizjellel valo atfedés kovetkeztében. Az Asm és f-CD protonok
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szabad illetve komplexalt forméaban leolvasott kémiai eltolodasat az 8. tablazat

szemlélteti.

8. tablazat. A szabad és komplexalt Asm és f-CD protonok kémiai eltolodasa pH=5,2 acetat pufferben

25 °C-on.

Asm proton| Szabad | Komplexalt | f-CD proton | Szabad | Komplexalt
H*® 7,144 7,120 H-1 4,928 4,934
H*® 7,255 7,202 H-2 3,512 3,517
H* 7,196 7,180 H-3 3,881 3,938
H™ 3,195 3,210 H-4 3,710 3,713
H™ 2,933 3,074 H-5 3,599 3,647
HY 4,027 4,164 H-6 3,826 3,833
H>? 2,615 2,750
H%P 2,515 2,624
HY 3,596 3,556

A titralas eredményeképpen Ao VS. Ccp/Casm adatsorokat rogzitettiink az Asm HZ'G,
H*®, H* H™® H¥ HY™® ¢ H protonjaira, melyekbdl az OPIUM program
segitségével szamitottuk ki a stabilitasi dllandokat és a szabad illetve komplexalt formak

hatareltolodésait. Adatainkat a (2.10) egyenletbe helyettesitve tudtunk a titralasi

15b

pontokra telitési gorbét illeszteni, melyet a H™ proton esetében a 23. 4bran

szemléltetunk.
2,58 -

2,57 A

2,55 A

2,54 A

d(ppm)

2,53 A

2,52 4

2,51

8 10 12 14 16 18
cCD/cAsm

23. abra. Az Asm H'*® protonjanak kémiai eltolodasvaltozasa az egyre teljesebb komplexképzddés

0 2 4 6

hatédsara a titralasi pontokra illesztett gérbével.
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A CE-vel valamint NMR-rel meghatarozott stabilitasi allandokat a 9. tablazat

tartalmazza.

9. tablazat. Az Asm-CD komplexek atlagos stabilitasi allandoi (M™) harom pH értéken, 25°C-on.

CcD KAsm’—CD KHAsmj_CD KHZAsm+ -CD
a-CD 83+04
p-CD 111+4 123+1 94 +£2
»-CD 17,8+ 0,8
RAMEB-CD 523+£5 349+6,4
DIMEB-CD 61,1 +4,1 372+8,2
TRIMEA-CD 21,6+0,1 34,1+1,1
TRIMEB-CD 133+1,6
TRIMEG-CD <5
HP-5-CD ~3 68,6 + 3,3 74+1,2
HP-4-CD ~4.5 20,6+04 192+7.2
HP-4-CD ~6.3 45+0,9 26,9+ 0,6
CM-4-CD <5 <5
CE-8-CD <5 19,1+0,9
SP-5-CD 10,4 + 1,4 <5
MA-3-CD 94+9 1186+ 1,1 82+ 7
Suc-B-CD~4 <5 115+22
Suc-p-CD~6 <5 40=£10
Ac-p-CD~7 333+5" 253+ 1 163 £17
Ac-$-CD~15 <5 <5
P-5-CD 29,8+ 8,5 <5

*A komplex stabilitist "H-NMR titralassal is meghataroztuk, ami 560 + 2 M -nek adédott.

A fenti stabilitasi allandok alapjan a kovetkezd kovetkeztetések vonhatok le:

. Az Asm a legstabilabb komplexet a f-CD szarmazékokkal képezi, ez az
iregméret a legmegfeleldbb az illeszkedéshez.

. A p-CD metilezése a szubsztitucios fok novekedésével a komplex
stabilitasanak fokozatos csokkenéséhez vezet. Ennek oka a metilezés folytan az
tiregméret ,,novekedése” lehet.

. A nativ CD-k permetilezése az a-CD esetén a komplex stabilitas erdsodését, a
masik két esetben csokkenését vonja maga utan. Ennek oka szintén az, hogy a
metilezés kapcsan a ciklodextrin lirege kvazi megnovekszik, igy az eredetileg

kis iiregli a-CD esetén a komplexképzésre pozitiv hatdssal van a véltozas.
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. A legstabilabb komplexet az Ac-f-CD-nel (DS~7) képezte a vegyiilet
mindharom pH értéken, a tovabbi acetilezés azonban latszélag meggatolja a
komplexképzodést.

. A MA--CD kiemelkedd stabilitdsat okozhatja a hidroféb mellett kialakuld
esetleges ionos kolcsonhatas.

. A toltésfiiggd komplex stabilitast vizsgalva megéllapithat6, hogy a legstabilabb
komplexeket altalaban az ikerionos Asm képezi.

A legstabilabb komplex (pH=9,0 Asm-Ac-4-CD) NMR-rel és CE-vel meghatarozott
allandoja kozotti kiilonbség adodhat az egyensuly beéllasaig bekdvetkezd id6 (percek
vs. 12 ora), a homérséklet eltéré kontrollja vagy az eltéré olddszerekbdl fakaddan. Az
altalunk meghatarozott allandok az irodalomban leirtakkal j6 egyezést mutatnak [40, 42,
45].

6.2.1.2 Pregabalin

A két, kordbban szintetizalt pregabalin-szarmazék, a Tos-preg és Dns-preg
ciklodextrin komplexeinek stabilitasat és enantiomerjeik elvalaszthatdsagat négy, a CE-
pH titralasok alapjan kivalasztott pH értéken (9,2; 7,2; 4,7 és 2,5) vizsgaltuk szamos
ciklodextrinnel. Lugos és semleges kozeli pH-n mindkét szarmazék negativ toltési,
pH=4,7-n a semleges és negativ izomerek Osszemérhetd aranyban vannak jelen, mig
er6sebben savas tartomanyban a Tos-preg semleges, a Dns-preg pedig pozitiv toltést
ion. Ennek megfeleléen pH=2,5-n a tozilezett szdrmazék komplexképzését és kiralis
elvalasztasat kizarolag ionizalt CD-kel vizsgaltuk. pH=7,2-n, csak azon CD-k kiralis
elvalasztasat vizsgaltuk, melyek pH=9,2-n részleges vagy teljes elvalasztast okoztak.

Komplex stabilitas és Kkiralis elvalasztas vizsgalata. A kialakuld komplexek
stabilitasat a korabban bemutatottakkal anal6g mdodon, x-reciprok modszerrel hataroztuk
vizsgalt vegyiileteket. A kirdlis felismerést nem mutatdé CD-k esetében az enantiomerek
jelei azonos migracids iddével érik el a detektort, mig ha a CD szelektiv az
enantiomerekre, azok elvalnak. Ilyen esetben a komplex stabilitdst az egyes
enantiomerekre kiilon-kiilon szdmitjuk. Wren elmélete szerint az egyes enantiomerek

CD komplexei stabilitasabol egyszerii képlettel (2.14) szamithatdé az az optimalis CD
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koncentracio, mellyel az adott koriilmények kozott a legteljesebb elvalasztas érhetd el
[136].

Kisérleteink sordn el0szor megallapitottuk az egyes enantiomerek stabilitasi
alland6it, majd amennyiben érdemesnek taldltuk, tovabb vizsgéaltuk az izomerek
elvalaszthatosagat a Wren képletével szamolt optimalis CD koncentraciot alkalmazva.
A vizsgalat soran alkalmazott CD-ket, a kialakult komplexek stabilitasat valamint az
elvalasztast jellemz6 felbontast (Wren képlete szerint szamolt CD koncentracional) (Rs)
a 10-13. tablazatban foglaltuk Ossze.

10. tablazat. A pregabalin-szarmazékok CD-fiiggé komplex stabilitasa (K), valamint a kiralis elvalasztas

hatékonysaga (Rs) pH=9,2-n.

Komplex stabilitas és kiralis elvalasztas
CD Tos-preg Dns-preg
K(M™) Rs K (M%) Rs
a-CD 63,8 (1)* 51,6 (6)
B-CD 286 (2) 365,1 (3)
y-CD 169 (1) 426 (20)
S: 43,7 (5)
HP-a-CD 42 (1) Rs= 0,40
R: 48,0 (6)
HP--CD~3 | 291 (3) 261 (8)
S: 270 (3)
HP-B-CD ~4,6 | 265 (2) Rs= 0,54
R: 309 (4)
HP-g-CD~6,3 | 177 (5) 414 (1)
S: 91 (1)
HP-y-CD Rs=0,65 | 365 (3)
R: 82 (1)
TRIMEA-CD | 201 (10) 86 (2)
TRIMEB-CD | 73 (3) 65 (10)
TRIMEG-CD | 41(2) 25 (3)
S:406 (3)
DIMEB-CD 249 (6) Rs=1,11
R:270 (1)
RAMEB-CD | 248 (1) 325 (18)
Ac--CD~7 | 505 (7) 527 (3)
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S: 117 (2) S:70 (2)
MA-4-CD Rs=0,98 Rs=1,03
R: 116 (2) R: 63 (1)
S: 277 (1) S: 184(1)
PA--CD Rs=1,45 Rs=1,21
R: 242 (1) R: 141(1)
Suc-B-CD ~4 0** 0
Suc-B-CD ~6 0 0
CM--CD ~1 0 0
CM--CD~3 | 62(2) 85 (1)
$:297 (3) S: 26,1 (5)
CE-5-CD Rs=0,87 Rs=0,61
R: 14,3 (2) R: 10,4 (2)
SP-a-CD 28 (1) 48 (1)
SP-5-CD~2 | 182(1) 128 (4)
SP-g-CD~4 | 14,8 (5) 0
S: 35 (3)
SP-y-CD Rs=0,33 | 90(2)
R: 38 (3)
P--CD 0 0
SHP-4-CD 17,8 (8) 22 (1)
SHP-y-CD 0 67 (3)
SB-g-CD~4 | 46 (5) 0

* A stabilitasi allandok esetén zarojelben az utolso értékes jegy szorasa all.

s ey

A mérési eredményekbdl lathatd, hogy pH=9,2-n mindkét szarmazék affinitasa
jelentds a f-CD szarmazékok irant, Dns-preg esetében tobb y-CD szarmazék irant is, de
szinte valamennyi ciklodextrin tobbé-kevésbé stabil komplexet képez a vegyiiletekkel.
A Tos-preg kiilonosen stabil komplexet képez a nativ, hidroxipropilezett é¢s metilezett f-
CD szarmazékokkal, valamint a PA-S-CD-vel, mig a Dns-preg esetében ezek mellett a
nativ y-CD komplex is jelentds stabilitdst, melyet a hidrofob naftol gyiiri nagyobb
mérete magyardz. Az enantiomerek részleges vagy teljes elvalasat az elébbinél a HP-y-,
MA-S-, PA-f-, CE-f- és SP-y-CD-k, mig a Dns-preg esetében a HP-a-, HP-$- (~4.6),
DIMEB-, MA-$-, PA-f- és CE-f-CD-k okoztdk, igy pH=7,2-n ezeket vizsgaltuk. Ezek
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kozil mindkét szarmazék esetén a PA-S-CD-vel sikeriilt elérni a legjobb, rendre
Rs=1,21 ¢és Rgs=1,45 felbontast. A PA-S-CD eltéré koncentracidinak felbontést

befolyasolo hatasat a 24. dbra szemlélteti.

Ccp =50 MM
R¢=0,31
CCD:25 mM / \ /‘A R3:1,12
EOF ® ) ®
Cep =10 MM / \ Rs=1,45
3,3 3,8 43 48 5,3 t(perc)

srer

11. tablazat. A pregabalin-szarmazékok CD-fiiggd komplex stabilitasa (K), valamint a kiralis elvalasztas
hatékonysaga (Rs) pH=7,2-n.

Komplex stabilitas és kiralis elvalasztas
CD Tos-preg Dns-preg
K(M™) Rs K (M%) Rs
HP-a-CD 28 (1)
HP-4-CD ~4,6 89 (4)
S:57 (5)
HP-y-CD Rs = 0,54
R: 49 (5)
S: 151 (2)
DIMEB-CD Rs=0,57
R: 147 (2)
S:361 (1) S: 305 (2)
MA-A-CD Rs=1,72 Rs=1,17
R: 324 (1) R: 204 (1)
S: 502 (4) S: 399 (5)
PA--CD Rs=2,32 Rs=2,85
R: 358 (4) R: 292 (4)
CE-5-CD 47 (2) 42 (3)
SP--CD 14.7 (5)
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A lugos pH-n bekdvetkez6 kiralis elvalasztasok pH és pufferalkoto fliggését pH=7,2-
n foszfat pufferben vizsgaltuk. Semleges (HP- és DIMEB-CD-k) és negativ (CE- és SP-
CD-k) esetében a hattérelektrolit megvaltozasa kevésbé hatékony elvalasztast
eredményezett. Mivel ezen a pH-n a MA-f- és PA-4-CD-k mar részben protonaltak, igy
elektrosztatikus kolcsonhatasok erdsithetik a kialakuld komplexek stabilitdsat és
javithatjak a ciklodextrinek szelektivitasat. Ezt igazolja, hogy a pozitiv CD-k stabilabb
komplexeket képeztek és hatékonyabban valasztottadk el az enantiomereket. Kiilon
kisérletet végeztiink azt vizsgalva, hogy a Wren képletével szamolt optimalis CD
koncentraci6 mennyiben kiilonbozik az empirikus uton megallapitottol. A stabilitasi
allandok alapjan a Dns-preg enantiomereket 3,15 mM PA-S-CD valasztja el a
leghatékonyabban. Ez az érték kivaléan megfelel a ciklodextrin koncentracid

Kismértékii (0,2 mM) valtoztatasaval meghatarozott 3,2 mM-os koncentracionak.

12. tablazat. A pregabalin-szarmazékok CD-fiiggd kompleX stabilitasa (K), valamint a kiralis elvalasztas
hatékonysaga (Rs) pH=4,7-n.

Komplex stabilitas és kiralis elvalasztas
CD Tos-preg Dns-preg
K (M%) Rs K (M™) Rs
a-CD 64 (4) 0
S-CD 252 (19) 195 (11)
S: 242 (2) S:42,2 (3)
y-CD Rs=0,55 Rs=0,56
R: 230 (2) R:34,1(2)
HP-a-CD 55,4 (7) 40 (4)
S: 365 (6)
HP--CD ~3 Rs=0,56 252 (6)
R:363 (6)
HP--CD ~4,6 | 427(30) 141(6)
HP-5-CD ~6,3 297(2) 142(3)
S:181 (1) S: 261 (25)
HP-y-CD Rs=0,55 Rs=0,36
R: 165 (1) R: 218 (19)
S:109 (3)
TRIMEA-CD 210 (2) Rs=2,30
R: 130 (4)
TRIMEB-CD 16,8 (6) S:33,7(7) | Rs=1,0
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R: 52 (1)
S<10
TRIMEG-CD Rs=1,68 0
R<10
DIMEB-CD | 721 (34) 893 (75)

RAMEB-CD | 420 (2) 283 (4)

Ac-p-CD~7 | 144(1) 79(13)
MA-4-CD 0 0
PA-B-CD 0 0

Suc-g-CD ~4 | 29,7 (8) 41 (5)

Suc-p-CD ~6 | 29,3 (8) 44 (8)
CM-4-CD ~1 0 0
CM-p-CD ~3 0 0

CE-5-CD 47 (5) 71 (5)
SP-0-CD 0 0
SP-g-CD~2 | 36 (8) 0
SP-p-CD ~4 0 0
SP-y-CD 17(2) 0
P--CD 0 0
SHP-4-CD 0 0
SHP-y-CD 0 0
SB-4-CD ~4 0 0

4,7-es pH-n 50 mM acetat puffert hasznaltunk hattérelektrolitként, igy itt a negativ és
nettdé semleges toltésii pregabalin-szarmazékok Osszemérheté koncentracioban vannak
jelen. Az 12. tablazatbol kitiinik, hogy a lugos pH-n stabil komplexet képezd negativ
toltésit CD-k affinitasa a Preg szarmazékok irant alacsony, kiralis elvalasztast pedig
egyetlen ionos CD-vel sem tudtunk elérni. Kimagaslo stabilitdst mutat ugyanakkor
mindkét szarmazék DIMEB-CD-vel képzett komplexe. Az enantiomerek
elvalasztasanak szempontjabol Tos-preg esetén a y-, HP-$- (~3) és HP-y-CD-k okoztak
részleges, a TRIMEG-CD pedig alapvonal elvalasztast. Meglepd, hogy ezen
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koriilmények kozott az a TRIMEG-CD valasztotta el leghatékonyabban a Tos-preg
izomerjeit (Rs=1,68), amely komplexének stabilitasa kiemelkedden alacsony volt (K<10
M™). Ennek megfelelden megallapithatod, hogy az elvalasztasnak a magas stabiltasu
komplex képzése nem, csak a CD szelektivitasa a feltétele. A Dns-preg enantiomerek
elvalasztasara a y-, HP-y-CD, TRIMEA- és TRIMEB-CD-k voltak alkalmasak. A Tos-
preghez hasonldan a permetilezett CD-k bizonyultak itt is hatékonyabbnak.

13. tablazat. A pregabalin-szarmazékok CD-fiiggé komplex stabilitasa (K), valamint a kiralis elvalasztas
hatékonysaga (Rs) pH=2,5-n.

Komplex stabilitas és kiralis elvalasztas
CD Tos-preg Dns-preg
K (M) Rs K (M) Rs
a-CD 96 (4)
B-CD 550 (20)
y-CD 220 (10)
HP-a-CD 38 (3)
S: 489 (7)
HP-5-CD ~3 Rs=1,05
R: 470 (5)
S:191 (4)
HP-5-CD ~4,6 Rs=1,16
R: 182 (5)
S: 424 (2)
HP-5-CD ~6,3 Rs=1,36
R: 426 (2)
S: 154 (3)
HP-y-CD Rs=0,39
R: 159 (1)
S: 125 (3)
TRIMEA-CD Rs=7,38
R: 133 (4)
S:21,7(9)
TRIMEB-CD Rs=7,74
R: 18,7 (6)
S: 40,4 (8)
TRIMEG-CD Rs=1,05
R: 42,2 (6)
DIMEB-CD S:372(5) | Rs=3,87
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R: 360 (4)
S: 436 (8)
RAMEB-CD Rs=0,7
R: 428 (5)
Ac-p-CD ~7 198 (14)
S<10 S<10
MA-B-CD Rs=0,52 Rs=10,59
R <10 R<10
S<10 S<10
PA-p-CD Rs=1,19 Rs=1,37
R<10 R<10
Suc-g-CD ~4 230 (20)
Suc-g-CD ~6 300 (30)
CM-p-CD ~3 0
S: 336 (4)
CE-g-CD Rs=1,15
R: 340 (5)
S: 24 (1)
SP-a-CD Rs=1,05 0
R:27 (1)
S:288(2) S: 329 (12)
SP-p-CD ~2 Rs=1,02 Rs=1,00
R: 302 (2) R: 408 (14)
S: 716 (16)
SP-B-CD ~4 Rs=0,89 | 1286(11)
R: 760 (18)
S: 29,5 (2)
SP-)-CD 189(8) Rs=1,38
R: 38,2 (3)
S: 680 (20) S: 379 (13)
P-5-CD Rs=1,16 Rs= 1,20
R: 620 (20) R: 368 (12)
S: 376 (15) S: 110 (3)
SHP-4-CD Rs=0,98 Rs=1,83
R: 398 (16) R: 131 (3)
S:73(2)
SHP-y-CD 284(12) Rs=1,10
R: 79 (2)
S: 946 (5) S: 672 (12)
SB-4-CD ~4 Rs=1,92 Rs=2,29
R: 1014 (8) R: 756 (15)
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pH=2,5-n 15 mM foszfat puffert alkalmaztunk. Ebben a kozegben mar szamos,
pH=4,7-n még negativ toltésii CD (CM-, CE-, Suc-CD szarmazékok) protonalodik, igy
azok Tos-preg-gel vald vizsgalata CE-vel mar nem lehetséges. A Dns-preg CD
komplexeit valamennyi szelektor esetében lehetett tanulmanyozni, hiszen a
vendégmolekula itt pozitiv toltéssel rendelkezik. A komplexek stabilitdsarol
altalanossagban elmondhat6, hogy ezen a pH-n képezték a legstabilabb komplexeket a
pregabalin-szarmazékok. A tozilezett szarmazéknak az SB-f-CD, mig a danzilezettnek
az SP-f-CD DS~4 irant volt a legnagyobb az affinitasa. Altalanossagban elmondhat6
tovabba az is, hogy ilyen koriilmények kozott volt a legtobb szelektor kirdlisan aktiv.
Az ionos CD-k koziil valamennyi elvalasztotta legalabb az egyik szarmazék
enantiomerjeit és a semleges szelektoroknak is nagy hanyada ismerte fel szelektiven a
Dns-preg enantiomereket. Tos-preg esetében a legjobb elvalasztast az igen stabil
komplexet képzé SB-p-CD-nel sikeriilt elérni (Rs=1,92), mig a Dns-pregnél a
permetilezett a- és f-CD kivalo (Rs=7,38, ill. Rs=7,74) szeparaciot eredményezett (25.
abra).

[ T T I 1

20 22 24 26 28 t(perc)

25. abra. A vizsgalatok soran a Dns-preg szarmazékot leghatékonyabban elvalaszté (50 mM TRIMEB-
CD, pH=2,5) rendszer elektroferogramja.

A komplex stabilitas €s kirdlis elvalasztas eltéré kozegben torténd nyomon kovetése
lehetové teszi, hogy tanulményozzuk az elvalasztas pH fiiggését is. A pH hatdsat az
enantiomerek elvalasztdsara és migracids sorrendjére a 26. abran a Dns-preg-DIMEB-
CD rendszer példdjan szemléltetjiik, melyrdl latszik, hogy a pH nemcsak a felbontasra,
hanem a migracios sorrendre is nagy hatassal lehet. Lugos pH-n még az (S) enantiomer

halad elébb, pH=4,7-n, nincs kiralis felismerés, mig er6sebben savas tartomanyban mar
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az (R) izomer éri el hamarabb a detektort. A folyamat soran a CD enantiomerek iranti
affinitdsa nem valtozik meg, mindvégig az (S) forma képezi a stabilabb komplexet. A
migraciés sorrend megvaltozasa a molekula toltésének megvaltozasa miatt kovetkezik
be, vagyis a negativ toltésii Dns-preg szarmazék (S) enantiomerjének migraciojat a
DIMEB-CD jobban gyorsitja, mig pozitiv toltésii izomer esetében jobban lassitja, mint a
masik enantiomert. A migracids sorrend iiregméret fiiggd valtozasa kovetkezik be a
Dns-preg permetilezett CD szarmazékokkal torténd elvalasztasakor: az a- és y-

szarmazék esetében az (S), mig f-szarmazék alkalmazasakor az (R) enantiomer halad

gyorsabban.
EOF
Dng-preg
pH=972 S R
R,= LIl
pH=72 A A R,=0.57
pH=4.7 R,<0.1
3.3 3,8 4.3 4.8 5.3
R S
pH=2.5 /\ j\ R.=3.75
28 30 32 34 36 t(perc)

26. abra. A pH hatésa az elvalasztas felbontasara és az enantiomerek sorrendjére a DIMEB-CD-Dns-preg

rendszerek (Wren képlete szerint szamolt optimalis CD koncentraciot alkalmazva) példajan bemutatva.

Optimalizalas egyvaltozos mddszerrel. A 10-13. tablazatok eredményeit
Osszefoglalva megallapithat6, hogy a pH=7,2 hattérelektrolitban alkalmazott PA-5-CD
az egyetlen olyan rendszer, amely mindkét pregabalin-szarmazék esetében jelentds
hatékonysagu elvalasztast produkalt. Tovabbi eldnye ennek a rendszernek, hogy a CD
mindkét enantiomerrel magas stabilitdsu komplexet képez, igy alacsony CD
koncentraciot alkalmazva megoldhatd az izomerek gazdasagos elvalasztasa. Ennek
megfelelden ezt a rendszert valasztottuk ki tovabbi elvalasztisi paraméterek minor
valtoztatasainak tanulméanyozasara. Az optimalizalas soran a pH, a puffer és szelektor
koncentraci6 és az alkalmazott fesziiltség valtoztatasanak a felbontasra gyakorolt

hatasat vizsgaltuk egyvaltozos modszerrel. A moédszer alapja, hogy a fentiek koziil
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egyszerre csak egy paramétert valtoztatunk megkeresve annak optimalis értékét, majd
azt a kovetkezd kisérletek sordn ezen az értéken tartva a kovetkezd paramétert
vizsgaljuk. A modszer eldénye, hogy egyszeri, mind tervezése, mind kiértékelése
konnyen megvaldsithatd. Hatranya, hogy Sok mérést igényel és a paraméterek egymasra
kifejtett hatasa nem tanulmanyozhat6 a modszer segitségével. Az optimalizalas soran az
egyes paramétereket az aldbbiaknak megfeleléen vizsgaltuk mindkét szarmazék
esetében:

. CD koncentracio: 2,0-4,0 mM kozott 0,2 mM-os 1épésekkel,

. pH: 6,20-8,40 kozott 0,3 egység 1épésekkel,

. pufter koncentracio: 20-120 mM kozott 10 mM-os 1épésekkel,

. alkalmazott fesziiltség: 15-30 kV kozott 2,5 kV-os 1épésekkel.

Az optimalizélds eredményeképpen a Tos-preg enantiomerek elvalasztdsara
leginkabb alkalmas rendszer a pH=6,80-ra beallitott 100 mM foszfat puffer, mely 3,4
mM PA-4-CD-t tartalmaz (Rs=2,76), mig a Dns-preg izomereket legeredményesebben
pH=7,10, 100 mM foszfat pufferben, 3,2 mM PA-£-CD mellett lehetett elvalasztani
(Rs=4,35). Az elvalasztashoz mindkét esetben +17,5 kV fesziiltséget alkalmaztunk. Az

optimalizalt rendszerek okozta kiralis elvalasztasokat az 27. abra szemlélteti.
(A) ®B)

115 12,0 125 130 13.2 14,2 152 t(perc)

27. abra. A Tos-preg (A) és Dns-preg (B) enantiomerek optimalizalt elvalasztasa PA-B-CD-nel.

Az optimalizalt rendszer hatékonysagat bizonyitja, hogy segitségével 0,1%

enantiomer-szennyezés is meghatarozhatova valt (28. abra).
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r T T T 1
7.5 7,7 7.9 8.1 8.3
t (perc)

28. abra. (R)-Tos-preg nyomszennyezés detektalasa az optimalizalt PA-S-CD alapu rendszerrel 1:1000

enantiomer arany mellett.

6.2.1.3 Vinka alkaloidok

A vinka alkaloidok CD komplexeit erésen savas, pH=2,5 tartomanyban vizsgaltuk,
ahol mindharom molekula pozitiv ionként van jelen, mivel mindegyik vegyiilet
tartalmaz egy bazikus tercier aminocsoportot. Irodalmi adatok szerint a vinpocetin
nativ, karboximetilezett (DS~3), hidroxipropilezett (DS~3), és random metilezett
(DS~12) szarmazékat, valamint SB-f- és SB-y-CD-ket (DS~4) hasznaltunk fel. A
vizsgélatok sordn a vinka alkaloidok szdmos sztereoizomere koziil kizarolag az
eutomert €s annak enantiomerjét alkalmaztuk.

A komplex stabilitast ¢és az elvalasztas hatékonysagat a korabbiakban
bemutatottakkal analog médon szamitottuk és jellemeztiik K (M™) illetve Rs értékekkel.
Az atlagos komplex stabilitasi allandok szamitasakor azzal a feltételezéssel éltiink, hogy
a kialakulé komplexek 1:1 sztdchiometridjuak, melyet a vinpocetin-f-CD és SB-4-CD
komplexekre mar igazoltak [84, 85], illetve szdmos mas komplex esetében a
késObbiekben mi is igazoltunk. Az elvalasztas hatékonysagat ez esetben is a Wren
képlete alapjan szdmolt optimalis CD koncentracional hataroztuk meg. A 14 kivalasztott
ciklodextrin vinka alkaloidokkal képzett atlagos komplex stabilitasi allandoit és az
optimalis koncentracional tapasztalhatd elvalasztasi hatékonysagot az 14. tiblazat

tartalmazza.
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14. tablazat. A vinka alkaloid-CD komplexek CE kisérletek alapjan meghatarozott atlagos komplex

stabilitasi allandéi (K) és az elvalasztas hatékonysaga (Rs). (K az elol, mig K, a hatul migrald

enantiomert jeldli).
Alkaloid CD — HP RAME SB CM
Ki=33,7 (3)* | Ki=36(1) | K;=115(2) — K;=41 (5)
a-CD | K,=33,7(3) | K,=38(1) | K,=115(2) — K,=41 (5)
Rs=1,16 —
K< 0,5 K;=13 (1) K;=35 (1) | K;=1130 (2) | K;=162,0 (1)
Vinpocetin p-CD K,< 0,5 K,=14 (2) K,=52 (1) | K,=1130 (2) | K,=163,7 (1)
Rs=1,51 Rs=2,84 Rs=1,01
Ki=7 (2) Ki=6,2 (2) | K;=7,1(2) | K;=8500 (5) | K;=127 (1)
y-CD K,=13 (1) K,=6,9 (4) | K;=8,8(3) | K,=9500 (4) | K,=137 (1)
Rs=1,84 Rs=0,91 Rs=0,91 Rs= 4,08 Rs= 3,81
K1=9,0 (2) Ki=6 (2) K;=41 (1) — Ki=32 (1)
a-CD | K,=11,3 (1) K>=9 (3) K,=49 (1) — K,=40 (1)
Rs= 0,97 Rs=1,78 Rs=1,11 — Rs=7,78
K< 0,5 Ki=7 (1) K;=14 (1) | K;=880(4) | K;=191(1)
Vinkamin p-CD K,< 0,5 Ko=7 (1) Ky=14 (1) | K,=1110 (5) | K,=198 (1)
Rs= 3,86 Rs= 2,05
Ki=8(1) K< 0,5 Ki<0,5 K;=1600 (4) | K;=275 (3)
y-CD K,=8 (1) K,< 0,5 K,< 0,5 K,=2800 (6) | K,=292 (2)
Rs= 7,84 Rs= 3,39
Ki=18,2(2) | Ki=35(1) | Ki=72(1) — K;=21 (5)
a-CD | Ky=18,2(2) | K,=35(1) | K,=72(1) — K,=26 (6)
— Rs=3,3
K< 0,5 K.=27 (2) Ki=16 (1) | K;=1360 (2) | K;=72 (1)
Vinkadifformin | g-CD K,<0,5 K,=28 (1) Ky=23 (1) | Ky=1360 (2) | K,=79 (1)
Rs=0,5 Rs= 2,09 Rs= 4,05
Ki=20 (1) | Ky=12,7 (4) | K;=10,2 (2) | Ky=4300 (1) | K;=94 (2)
y-CD K,=38 (1) Ky=51 (1) | K,=21,2(5) | K,=7500 (1) | K,=128 (1)
Rs=2,22 Rs= 8,54 Rs= 4,08 Rs=5,39 Rs= 251

* A stabilitasi allandok esetén zardjelben az utolso értékes jegy szorasa all.
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A nativ CD-kel esetén tapasztalt atlagos stabilitasi allandok alapjan a vinpocetin és
vinkamin az a-CD, mig a vinkadifformin a y-CD iiregének méretét preferalja. A nativ
CD-k szarmazékai esetén az alacsony stabilitasi allandok majd minden esetben
novekedtek, ez legjelentdsebben a permanens negativ toltésti SB-CD szarmazékok
esetén volt észrevehetd. Ekkor a feltehetden ionos kolcsonhatdsokkal stabilizalt
komplex atlagos stabilitasi allanddja a semleges CD-kel meghatarozott értéknek
gyakran tobb, mint szdzszorosara nétt. A CM-CD szarmazékok ezen a pH-n mar
részben protonaltak ¢és szubsztitucios fokuk is alacsonyabb a szulfobutilezett
szarmazékokénal, igy ionos kolcsonhatdsok kialakuldsara kevesebb lehetdség adodik.
Ennek ellenére a CM-CD komplexek a nativ, HP- és RAME-CD szarmazékokkal
Osszehasonlitva jelentdsen stabilabbak. Ez utobbi tendencia a f- és y-szdrmazékok
esetében figyelhetd meg, az a-szdrmazékokra nem minden esetben all fenn. A semleges
szarmazékokat Osszevetve a random metil szubsztitici6 a kedvezébb a
vinkadifformintol eltekintve, ahol a HP-f- és HP-y-CD komplexek stabilabbak, mint a
megfeleld random metilezett szarmazékok asszociatumai. A kordbban publikalt
eredményekkel Osszevetve [85, 86] a vinpocetin - és HP-B-CD komplexek altalunk
meghatarozott stabilitasa jelentésen alacsonyabb (K=75 M™ vs. K<0,5 M, ill. K=286
M™ vs. K=14 M), mig az SB-B-CD-re meghatérozott alland6 szignifikansan magasabb
(K=340 M vs. K=1130 M™) a publikaltnal. Ezen eltéréseket a kisérleti koriilmények
(pH, puffer koncentracido, homérséklet) és az alkalmazott moddszerek (CE wvs.
oldékonysag vizsgalat) kiilonbozdsége vagy a szubsztitualt szarmazékok esetében az
eltérd szubsztitucios fok é€s tisztasag okozhatta.

A vizsgalatok soran alkalmazott ciklodextrinek koziil szamos mutatott
enantioszelektivitast a vinka alkaloid szarmazékok irant. A leghatékonyabb szeparaciot
az ionizalhato CM- és SB-CD-kel sikeriilt elérni. A legmagasabb Rg értékeket
vinpocetin esetében SB-y- (Rs=4,08) és CM-y-CD-t (Rs=3,81) vinkamin esetében SB-y-
CD-t (Rs=7,84), vinkadifformin esetében pedig CM-y-CD-t (Rs=25,1) alkalmazva
sikertilt elérni. A nativ CD-k koziil egyediil a y-CD tudta a vinpocetin és vinkadifformin
enantiomereket elvalasztani, vinkaminra egyik nativ szelektor sem volt szelektiv. A
vinpocetin és a vinkadifformin enantiomereket valamennyi y-CD szarmazék, a vinkamin
izomereit pedig valamennyi o-CD szarmazék elvalasztotta. A komplexek szamos

esetben alacsony stabilitdst mutattak, ennek megfelelden (Wren elméletét igazolva) az
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crer

abra), azt mutatva, hogy az optimalis CD koncentraciot még nem sikertilt elérni [163].

Cep
(=) (H)

75 mM - N N\Rg=275
50 mM \ ' \ Rg=2.09
25 mM J\f\ Rg=1.70
10 mM ’N\ Rg=1.12

1.0 L5 2.0 2.5 3.0 t(perc)

29. abra. Az elvalasztasi hatékonysag valtozasa a CD koncentraci6 fliggvényében vinkadifformin-

RAMEB-CD rendszerben.

Sok esetben a ciklodextrin kis szerkezeti vagy kémiai valtozasa is nagyban
befolyasolhatja a kirdlis felismerést, és megfordithatja az enantiomerek iranti affinitast.
Vizsgalataink soran harom esetben tapasztaltunk tiregméretfiiggd, egy esetben pedig
szubsztituensfliggé migracios sorrend valtozast. A vandorlasi sorrend {iregméretfiiggd
valtozasa figyelhetd6 meg a vinpocetin-HP-f-/HP-y-CD, a vinkadifformin-HP-4-/HP-y-
CD ¢és vinkadifformin-RAMEB-/RAMEG-CD rendszerekben, melyek koziil az utobbit
az 30. abra szemlélteti. Az elvéalasztast savas pH-n végezve a vinkadifformin
enantiomerek pozitiv toltésii részecskeként vannak jelen az oldatban. A semleges metil
CD-vel képzett komplex fajlagos toltésiiket csokkenti, igy lassitja 0ket. Az 30. abra (A)
esetében a RAMEB-CD-nel a (+)-enantiomer képezi a stabilabb komplexet, annak
lassul jobban a migraciés ideje, RAMEG-CD-t alkalmazva (B) mar ez a komplex a

kevésbée stabil, igy ez éri el elébb a detektort.
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+
(A)
+ -
(B)
1.5 1.7 1.9 2.1 2.3 2.5 2.7 2.0 t(perc)

30. abra. A vinkadifformin enantiomerek iiregméret-fliggd megfordulasa 75 mM RAMEB-CD (A), ill.
50 mM RAMEG-CD (B) alkalmazasakor.

Az enantiomerek sorrendjének szubsztituens-fiiggé megfordulasa vinpocetin-y-/HP-
y-CD rendszerekben kovetkezett be. y-CD-t alkalmazva (-), (+) volt a migracids sorrend,
mely HP-y-CD-t alkalmazva megfordult, vagyis az el6bbivel a (+), az utobbival a (-)
enantiomer képezett stabilabb komplexet.

Bizonyos latszolagos komplex stabilitasi tartomanyon beliil (10<K<10%) az NMR is
alkalmas technika a zarvanykomplexek stabilitasanak vizsgalatara, mint azt az 6.2.1.1
fejezetben bemutattuk. Hasonldé vizsgalatot néhany vinka alkaloid-CD komplex
esetében is elvégeztiink az eredmények Osszehasonlitasa végett. A vizsgalathoz olyan
rendszereket valasztottunk ki, ahol a stabilitasi allandok a fent megadott tartomanyba
esnek, €s viszonylag nagy a kiilonbség a diasztereomer asszocidtumok stabilitasa kozott.
Ennek megfeleléen a vinkadifformin enantiomerek HP-y- és CM-y-CD komplexeinek
stabilitasat hataroztunk meg. A méréseket pD=2,5-n végeztiink H,O/D,0 9/1 elegyben,
referenciaként MeOH-t alkalmazva (6=3,300 ppm). A stabilitasi allandokat az 6.2.1.1
fejezetben bemutatottak alapjan az OPIUM program segitségével szamitottuk ki. Az
NMR-titralasok alapjan kalkulalt stabilitasi 4llanddkat a 15. tablazat foglalja 6ssze.

15. tablazat. A vinkadifformin-CD komplexek NMR-titralassal meghatarozott stabilitasi allandoi.

Alkaloid CD szarmazék | K(+) | K(-)

Vinkadifformin HP-y-CD 74(9) | 10 (2)

Vinkadifformin CM-y-CD 85(5) | 19 (4)
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A tablazatbol kitiinik, hogy az igy meghatdrozott allandok jobban -eltérnek
egymastol, mint azt a CE mérések alapjan szdmitottuk. Az eltérések lehetséges okait az
6.2.1.1 fejezetben targyaltuk. Az allandok ilyen mértékii eltérésének hatasara az NMR
spektrumokon is egyre Kkifejezettebben elkiiloniilnek egymastol a diasztereomer
komplexek jelei, amely jelenséget a racém vinkadifformin kiilonb6zé CD/alkaloid

aranyu mintdinak spektrumén szemléltetjiik (31. &bra).
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H' (+) |i H'(-) f |,|'l
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31. dbra. A racém vinkadifformin ‘*H NMR-titralasa HP-y-CD-nel.

6.2.1.4 Imperanén

Az imperanén CD komplexképzését és enantiomerjeinek kiralis elvalasztasat az
elozetes vizsgalatok alapjan megallapitott pH=9,0 értéken, 75 mM borat pufferben
végeztiik, amely koriilmények kozott a vegyiilet részleges negativ toltéssel rendelkezik.
A komplexképzd ¢és elvalasztasi tulajdonsagokat 27 kiilonbozé CD szarmazékkal
vizsgaltuk.

Komplexképzés és elvalasztas vizsgalata CE-vel. Az Ipn-CD komplexek
stabilitasat a korabbiakkal megegyezdé modon, x-reciprok modszerrel kalkuldltuk a
szamitas sordn feltételezve, hogy a komplex 1:1 sztochiometridju. Az atlagos stabilitasi
allandok meghatarozasa utan a kirdlis elvalasztast a Wren képlete alapjan szamitott
optimalis CD koncentraciondl vizsgaltuk. Az igy meghatarozott éatlagos komplex

stabilitasi allandokat (K) és a felbontasi értékeket (Rs) az 16. tablazat tartalmazza.
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16. tablazat. Az Ipn enantiomerek komplex stabilitasi allandoi és a kiralis elvalasztas hatékonysaga.

CD szarmazék

Stabilitasi allando,

felbontasi érték

4-CD K<5
A-CD K<5
,-CD K<5
HP-oCDDs-3 | o= 0@ Ke=32(3)
Rs = 0,53
pcoosa | ) Kn=13 (3)
Rs = 0,61
HP-3-CD DS~4,6 K =190 (3)
HP-4-CD DS~6,3 Ks=36 (1) Ke=4(1)
Rs = 0,57
HP--CD DS-3 K =39 (4)
TRIMEA-CD K=27 (4)
TRIMEB-CD K=32(3)
DIMEB-CD K =23 (4)
RAMEB-CD K=6(2)
Ac-CD DS~7 K =46 (5)
MA-3-CD K =26 (4)
PA-ACD K=49 (1)
Suc-5-CD DS~6 K<5
CM-3-CD D5~3 K=14 (2)
CM--CD K=7Q)
CE-fCD K<5
SP-0-CD D5~2 K =85 (4)
Sp D D54 | o7 1000 @ Ke=1990(3)
Rs = 0,62
SP--CD D52 K =168 (1)
SHP-3-CD D53 K =710 (5)
SHP-;-CD DS~3 K=91(1)
B oo | CTIBOK=107E)
Rs = 0,57
SB-A-CD DS54 K = 2500 (6)
S5 coDs4 | 72 (2) Kr = 330 (4)
Rs=1,26

* A stabilitasi allando utan zarodjelben az utolso értékes jegy bizonytalansaga all.
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A tablazatbdl lathato, hogy a legtdbb, ezen a pH-n semleges és szamos negativ
toltésti CD affinitasa igen gyenge a vegyiilethez, a stabilitasi allandok nem érik el a 100-
t. Semleges CD-k koziil a HP-B-CD (~4,6) stabilitdsa szamottevd, negativak koziil a SP-
p-CD, SHP-p-CD, SB-f-CD és SB-y-CD kiemelkedéek. A kiralis elvalasztas
szempontjabol az alkalmazott rendszerek nem érnek el 4tiitd eredményt: minddssze hat
CD rendelkezik enantioszelektiv felismeréssel, ezek koziil pedig csak SB-y-CD-t
alkalmazva sikeriilt alapvonal elvalasztast elérni. Az enantiomereket ebben az esetben is
izomertiszta anyag hozzaadasaval azonositottuk. Az SP-4-CD és az SB-y-CD erdsebben
hat kolcson az (R) izomerrel, a tobbi négy esetben az (S) enantiomer komplexe a
stabilabb. Ennek megfeleléen az SB-a-CD/SB-y-CD esetben ismét egy tiregméretfiiggd
migracios sorrend megfordulést fedezhettiink fel.

Dual CD rendszerek alkalmazasa. Mivel az egy CD-t tartalmaz6 rendszerekkel
kielégité elvalasztast nem sikeriilt elérni, behatéan tanulményoztuk a dual CD
rendszerek hatasat. A dual CD rendszerek kedvez6 esetben egy ionos és egy semleges,
ellentétes kiralis felismerésii ciklodextrint tartalmaznak. Kézenfekvd volt tehat ionos
CD-ként az 6nmagéban is legjobb elvalasztast produkalo, a semleges szarmazékokkal
ellentétes kiralis felismerésii SB-y-CD-t alkalmazni. A megfeleld rendszer kivalasztasa
soran ehhez parként szamos semleges (HP-a-CD, HP-4-CD ~3, HP-4-CD ~4,6, HP-f-
CD ~6,3), és ionos (SHP-4-CD ~3, SB-5-CD ~4, SB-a-CD ~4, PA-$-CD) szarmazékot
probaltunk ki, melyek nem mindegyike okozott onmagaban elvalasztast. A felsoroltak
koziil a HP-a-, HP-4- (~3; ~6,3) és SB-a-CD-k kiralis felismerése ellentétes a SB-y-CD-
vel. Bar a PA-f-CD onmagaban nem okozott elvalasztast, de kationos ciklodextrinként
befolyasolhatja az Ipn-SB-y-CD kolcsOnhatast, igy esetlegesen javitva a felbontast. Az
17. tablazatban a dudl CD rendszerként letesztelt nyolc CD-part soroltuk fel. Minden
par esetén tobb, a stabilitdsi allandok nagysagrendjének megfelelden kivalasztott
koncentracion teszteltiik a rendszereket. A tablazatban lathato felbontési értekek az elért
legjobb elvalasztashoz tartoznak (a CD-k utan zarojelben az ekkor alkalmazott szelektor

koncentracio van feltiintetve).
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17. tablazat. Az Ipn-dual CD rendszerek elvalasztasi hatékonysaga.

Cbh-1 Cbh-2 Felbontasi érték
SB-y-CD (5 mM) HP-a-CD (30 mM) 1,45
SB-y-CD (5 mM) HP-4-CD DS~3 (50 mM) 0,69

SB-y-CD (7,5 mM) | HP-4-CD DS~4,6 (30 mM) 1,73
SB-y-CD (5 mM) HP-5-CD DS~6,3 (50 mM) 2,22
SB-y-CD (12,5 mM) PA--CD (10 mM) 4,47
SB-y-CD (10 mM) SB-a-CD (5 mM) 1,72
SB-y-CD (7,5 mM) SB--CD (5 mM) 0,88
SB-y-CD (12,5 mM) SHP-4-CD (10 mM) 1,04

Az alkalmazott dual CD rendszerek koziil az optimalizalt SB-y-CD/PA-S-CD
rendszerrel kiemelkedéen jo (Rs=4,47) felbontast sikeriilt elérni (32. abra). A
hattérelektrolit ekkor 12,5 mM SB-y-CD-t és 10,0 mM PA-$-CD-t tartalmazott.

©) (R)

R=4,47

52 57 6,2 t(perc)
32. abra. Az Ipn enantiomerek optimalizalt elvalasztasa 12,5 mM SB-y-CD-t és 10,0 mM PA-4-CD-t

tartalmaz6 dual CD rendszerrel.

6.2.1.5 Szitagliptin

A szitagliptin enantiomerek komplexképzd tulajdonsagait és kiralis elvalasztasat az
elézetesen NMR-rel és CE-vel meghatarozott savi disszociacids allandok alapjan
kivalasztott pH=6,0 érteéken vizsgaltuk kapillaris elektroforézissel 29 kiilonb6z6
ciklodextrint alkalmazva. Ezen a pH-n a szitagliptin primer amino funkcidja protonalt
allapotban van, igy a vegyiilet pozitiv toltése révén alkalmas a CE vizsgalatra. Az
atlagos komplex stabilitasi allandok szamitdsat eztttal is x-reciprok modszerrel
végeztikk, az elvalasztas felbontasat pedig az ezek alapjan Wren képlete szerint
meghatdrozott optimalis CD koncentraciondl tanulméanyoztuk. A meghatarozott atlagos

komplex stabilitasi allandokat és felbontasi értékeket a 18. tablazat tartalmazza.
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18. tablazat. A szitagliptin-CD komplexek stabilitasi allandéi (K) és az enantiomerek kiralis

elvalasztasanak hatékonysagat jellemz6 felbontasi értékek (Rs).

Stabilitas Stabilitas
Ciklodextrin Rs Ciklodextrin Rs
KM (KM
a-CD 47 (7)* Suc-p-CD DS~4 39 (6)
B-CD 62 (4) CM-p-CD DS~3 <5
S: 120 (3)
y-CD 10 (2) CM-y-CD DS~3 0,50
R: 125 (4)
S: 119 (4)
HP-a-CD 16 (2) CE-g-CD 0,74
R: 124 (8)
S: 48 (2)
HP--CD DS~3 7)) SP-a-CD DS~2 0,81
R: 50 (1)
HP-3-CD DS~4,6 31 (6) SP-4-CD DS~4 <5
HP-3-CD DS~6,3 66 (9) SP-y-CD DS~2 51 (5)
HP-y-CD DS~3 <5 P-p-CD DS~4 285 (3)
S: 49 (2)
TRIMEA-CD 50 (3) SHP-g-CD 0,42
R: 52 (3)
TRIMEB-CD <5 SHP-y-CD 22 (9)
S: 312 (4)
TRIMEG-CD <5 SB-a-CD 0,77
R: 320 (8)
S: 105 (8)
DIMEB-CD 40,9 (6) SB-$-CD DS~4 1,02
R: 115 (8)
RAMEB-8-CD 29 (3) SB-4-CD DS~7 <5
Ac-p-CD DS~7 56 (9) SB-y-CD DS~4 114 (9)
MA-4-CD <5

* A stabilitasi allandok utan zardjelben taldlhatd szdmok az utolso értékes jegy szorasat jelolik.

A tablazatbdl kitlinik, hogy a Sgli affinitdsa a legtobb CD felé az Ipn-hez hasonldan
alacsonynak mondhat6. A semleges CD-k egyikével sem képez 100 M™-nél stabilabb

komplexet, a pozitiv CD-nel pedig gyakorlatilag nem képez komplexet. Viszonylag
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erésebb kolcsonhatasokat alakit ki a negativ CD-ekkel, koziiliik is a P-5-CD ¢és SB-a-
CD komplexe a legstabilabb. Mig kiralis elvalasztast semleges és pozitiv toltésii
szelektorokkal nem sikeriilt elérni, a negativ CD-k koziil hat, a CM-y-CD, CE-f-CD,
SP-a-CD, SHP-B-CD, SB-a-CD ¢és SB-f-CD (DS~4) ismerte fel szelektiven a Sgli
enantiomereket. A legjobb elvalasztast az 5 mM SB-4-CD-t tartalmazo
hattérelektrolittal sikeriilt elérni (Rs=1,02), azonban ez az eredmény messze nem
kielégitd. Az CE-f-CD ¢és SB-p-CD optimalis (Wren képletével szamolt)

koncentracioinal felvett elektroferogramokat a 33. abra szemlélteti.

(A) (B)
S R
S (R ® ®
.«Mﬁm—u-a.-\»m vt
32 34 36 38 4 6 6.2 6.4 6.6 6.5 t (perc)

33. abra. Az Sgli enantiomerjeinek kiralis elvalasztasa 10 mM CE-f-CD (A) és 5 mM SB-$-CD (B)

jelenlétében.

Az enantiomerek sorrendjének megallapitasa izomertiszta (S)-Sgli hozzaadasaval
tortént. Mind a 18. tablazatbol, mind a 33. abrarol latszik (a Sgli pozitiv toltését
figyelembe véve), hogy kiralis felismerés esetén valamennyi CD az (R)-enantiomerrel
képezte a stabilabb komplexet. Mivel az egy ciklodextrint tartalmazd rendszerekkel
megfeleld elvélasztdst nem sikeriilt elérni, behatdan tanulmanyoztuk a dudl CD
rendszerek alkalmassagat a felbontés javitasara.

Az eldzetes kisérletekkel 0sszhangban a dual CD kisérletekhez 12 par ciklodextrint
valasztottunk ki. Semleges CD-ket tekintve olyanokat szelektaltunk, amelyek a Sgli-vel
stabilabb komplexet képeztek, igy a -, HP-f- (DS~6,3) és DIMEB-CD-ket. Az anionos
CD-k koziil azt a négyet valasztottuk, amelyek a legjobb felbontast mutattak 6nallo
rendszerben, tehat a CE-f-, SP-a-, SB-a- és SB-f-CD-ket. Az igy kivalasztott CD-ek
valamennyi lehetséges kombindciojaval végeztiink méréseket és bar az esetek
tobbségében az egy CD-vel elért felbontast javult, 4tiitd eredményt nem sikeriilt elérni.
A legjobb felbontast az 5 mM SB-S-CD-t és 5 mM nativ f-CD-t tartalmaz6 rendszer

eredményezte, amely mar alapvonal elvalasztasnak bizonyult (Rs=1,51). A még jobb
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elvalasztas elérése érdekében a rendszert harom paraméter, a pH, a puffer koncentracio
¢s a homérséklet fliggvényében optimalizaltuk (a CD koncentraciok optimalizalasa a
rendszer fejlesztése soran mar megtortént). A megfeleld paraméterek kivalasztasahoz
egyvaltozos modszert alkalmaztunk. A BGE pH-jat 3,90 €s 6,17 kozott kb. 0,25 egység
valtoztattuk, mig a hdmérséklet hatasat 10 és 45 °C kozott 5 °C egységeket valtoztatva
vizsgaltuk. A paraméterek hatasanak tanulmanyozasa utdn a pH=4,4 40 mM foszfat
puffer bizonyult optimalis hattérelektrolitnak, a kapillaris hdmérsékletét pedig 10 °C-on
tartottuk az elektroforézis alatt. Ilyen koriilmények kozott Rs=2,24 felbontasi értéket

sikeriilt elérni, melyet a 34. dbra mutat be.

©) (R)

Rs= 2,24

12,5 13 13,5 14 14,5 15 t(perc)

34. abra. A Sgli enantiomerek elvalasztasa optimalizalt dual-CD rendszerrel (5 mM SB-4-CD, 5 mM
nativ f-CD, pH=4,4, 40 mM foszfat puffer, 10 °C).

6.2.1.6 Dapoxetin

A dapoxetin CD komplexeinek vizsgalatat az eldzetes kisérletek alapjan 50 mM
acetat pufferben (pH=5,50) kezdtiik meg. Ilyen koriilmények kozott a Dpx protonalt
formaban, pozitiv ionként van jelen az oldatban. A mérések soran 22 CD komplexképzd
tulajdonsagait és kiralis elvalasztasi potencialjat vizsgaltuk meg a Dpx enantiomerekre a
korabban bemutatott modszereknek megfeleléen. A kisérletek alapjan meghatarozott

atlagos komplex stabilitasi allandokat és felbontasi értékeket a 19. tablazat tartalmazza.

19. tablazat. A Dpx enantiomerek CD komplexeinek stabilitasi allandoi (K) és a kiralis elvalasztasok

felbontasi értékei (Rs) a Wren képlete szerinti optimalis szelektor koncentracional.

Stabilitasi allando,
CD szarmazék
felbontasi érték

a-CD K<5

B-CD K =379 (9)

y-CD K =225 (6)
HP-0-CD K =40 (3)
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HP--CD DS~3 K =193 (2)
HP-5-CD DS~4,6 K = 360 (2)
HP-5-CD DS~6,3 K = 330 (4)

Ks = 240 (4) Ky = 290 (5
rco | @K =290
Rs = 0,50
Ks = 95 (4) Kg = 118 (3)
TRIMEB-CD
Rs = 1,54
TRIMEG-CD K=73(7)
DIMEB-CD K = 340 (4)
RAMEB-CD K =510 (1)
Ks = 360 (2) Kr = 590 (8
RAMEG-CD | = (@) Ke ®)
Rs = 3,32
CM-5-CD DS~3 K<5
Ks =54 (5) Kn = 61 (3
e | ORI
RS = 1,38
CE-f-CD K<5
SP-0-CD D5~2 K<5
Ks = 280 (6) Kr = 310 (8
spp.cpDs-4 | o 20 O Ka=300)
Rs = 1,01

SP-)-CD DS~2 K<5
SHP-;-CD DS~3 K<5

SB-0-CD DS~4 K=28(1)

Ks = 610 (1) Kr = 690 (2

SB-3-CDDS~4 | @ K @

Rs = 0,62

A tablazat alapjan levonhat6 az érdekes kovetkeztetés, mely szerint a pozitiv toltésti
Dpx altalanosan sokkal nagyobb affinitdst mutat a semleges, mint az ellentétes toltésti
negativ CD-k felé. Ennek ellenére legstabilabb komplexet a negativ toltésti SB-S-CD-
vel képezi, de jelentds stabilitasu emellett a nativ -, y-, a legtobb HP-CD, az SP-4-,
RAMEG-, RAMEB- és DIMEB-CD komplexe is. Az alkalmazott CD-k viszonylag kis
hanyadanal, hat szarmazéknal tapasztaltunk kiralis felismerést. Ezek koziil a HP-y-, SP-
p- és SB-B-CD esetén részleges, mig TRIMEB-, RAMEG- és CM-y-CD esetén
alapvonal-elvalasztas volt tapasztalhat6. A leghatékonyabb az enantiomereket Rs=3,32
felbontassal elvalaszté random metilezett y-CD volt 3 mM-os koncentracioban. A

csticsok azonositdsat ez esetben is izomertiszta anyag hozzdadasaval végeztiikk. Minden
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kiralis elvalasztas esetén az (S) enantiomer migralt el6l, mely alapjan a vegyiilet
toltésének ismeretében kimondhatjuk, hogy az (R) forma komplexe a stabilabb. A
kovetkezOkben az elvalasztas hatékonysaganak novelése végett szamos paraméter
hatasat tanulmanyoztuk.

Optimalizalas. Egy elvalasztastechnikai modszer fejlesztése sordn a legjelentésebb
kisérleti paraméterek optimalizalasa alapvetd fontossagl. Erre az irodalomban szamos
modszer 1étezik, melyek koziil a taldn legegyszeriibb, egyvaltozés moddszert annak
elényeivel ¢és hatranyaival mar bemutattuk. A kiralis elvalasztas paramétereinek
optimalizéldsdt a Dpx enantiomerek esetében az ortogondlis kisérlettervezés
segitségével végeztiik el. A mddszer soran tobb alapvetd elvalasztasi paraméter hatasat
is vizsgaljuk a felbontasra, valamint lehetdségiink van ezek interakcioit is
tanulmanyozni [258-260]. Tovabbi elénye a technikdnak az egyvaltozos modszerrel
szemben, hogy nem sziikséges olyan nagyszamu kisérletet elvégezni, valamint, hogy
segitségével az elvalasztas szempontjabol 1ényeges és kevésbé 1ényeges paraméterek jol
megkiilonboztethetdk, esetleges sorrend allithatdo fel. Az optimalizalas sordn hat
paramétert, a hdmérsékletet (°C), az alkalmazott fesziiltséget (kV), a ciklodextrin és a
valamint a pH-t vettiik figyelembe. Valamennyi valtozét 3-3 értéken tanulmanyoztuk az
elvalasztas soran, melyeket az elOzetes kisérletek alapjan hatdroztunk meg. Ezen
valtozokbol egy standard ortogonalis tablat készitettlink, mely 18 kisérletben
tartalmazza az egyes paraméterek szisztematikusan parositott értékeit (20. tablazat). A
kiértekelés sordn az egyes kisérletekben mért felbontasi értékeket elemeztiik. A
felbontasi értékek segitségével megallapithatd, hogy mely paraméterek befolyasoljak
jelentésen az elvalasztast €s melyek kevésbé. A tablazatban szerepld K1, K2, K3
értékek azt az atlagos felbontasi értéket jelzik, melyet az adott paraméter adott értékénél
a mérések soran elértiink. Tehat példaul a hOmérséklet oszlop K1 értéke a
legalacsonyabb homérsékleten, 15 °C-on lefuttatott valamennyi mérés soran elért
atlagos felbontast jelenti. A tablazatban R-rel a harom K érték koziil a legnagyobb és
legkisebb kiilonbségét adtuk meg (Kyax—Kmin) minden paraméterre. Minél magasabb R
értéke, annal nagyobb befolyassal bir az adott tényezd az elvalasztas hatékonysagara
nézve. A mérések kielemzésével felallithatd a sorrend a vizsgalt paraméterek

felbontéasra gyakorolt befolyasa kozott.
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A hémérsékleti értékek kivalasztasa soran az eldzetes kisérletben alkalmazott 25 °C
mellett 15 €és 35 °C-on végeztiink méréseket. Az alkalmazott fesziiltséget 15-20-25 kV-
nak valasztottuk meg. A legjobb elvalasztdst a RAMEG-CD-nel 3 mM koncentracio
mellett értik el, ezen érték mellé az 1, ill. 5 mM Kkoncentracidt valasztottuk a
vizsgalathoz. Szerves additiv hozzaadasa a hattérelektrolithoz jelentésen befolyasolhatja
az elvalasztds hatékonysagat a viszkozitds és a zarvanykomplex stabilitasanak
megvaltoztatasa révén [164, 260]. Az eldzetes kisérletek soran két szerves adalék, a
metanol €s az acetonitril hozzdadasanak hatasat vizsgaltuk. A két anyag koziil az elobbi
javitotta az elvalasztasi hatékonysagot, mig az acetonitril kedvez6tlen hatassal volt a
MeOH koncentraciojanak hatasat 0-10-20 V/V% mellett tanulmanyoztuk. A kordbban
alkalmazott 50 mM-os puffer koncentracio és pH=5,5 mellett 30 és 70 mM-0S
pufferekkel, illetve pH=4,5 és pH=6,5 kozegben is dolgoztunk. Az egyes kisérletek

paramétereit illetve a szamitott felbontasi értékeket a 20. tdblazat foglalja 6ssze.

20. tablazat. Az ortogonalis kisérlettervezés paraméterei €s a felbontasi értékek a Dpx enantiomerek

elvalasztasa soran.

Kisérlet | T (°C) | U (kV) | ccp (MM) | Corg (VIV) | Cge (MM) | pH | Rs
1 15 15 1 0 30 45 | 4,92
2 15 20 3 10 50 55 | 574
3 15 25 5 20 70 6,5 | 6,45
4 25 15 1 10 50 6,5 | 4,46
5 25 20 3 20 70 45 | 581
6 25 25 5 0 30 55 | 4,01
7 35 15 3 0 70 55 | 3,68
8 35 20 5 10 30 6,5 | 2,35
9 35 25 1 20 50 45 | 2,39
10 15 15 5 20 50 55 | 4,61
11 15 20 1 0 70 6,5 | 4,31
12 15 25 3 10 30 45 | 4,27
13 25 15 3 20 30 6,5 | 2,55
14 25 20 5 0 50 45 | 3,26
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15 25 25 1 10 70 55 | 2,74

16 35 15 5 10 70 45 | 3,03

17 35 20 1 20 30 55 121

18 35 25 3 0 50 6,5 | 2,16

K1 5,05 3,88 3,34 3,72 3,22 3,95

K2 3,81 3,78 4,04 3,77 3,77 3,67

K3 2,47 3,67 3,95 3,84 4,34 3,71

R 2,58 0,21 0,7 0,12 1,12 0,28
Optimum | 15°C | 15kV 3 mM 20% 70 MM 4,5

Amint a tablazat adataibdl kitlinik az elvalasztdshoz a legmegfelelébb rendszer a 20
V/IV% MeOH tartalma 70 mM acetat puffer (pH=4,5), mely 3 mM szelektort tartalmaz.
A mérés soran 15 kV fesziiltséget célszerti alkalmazni a kapillaris hdmérsékletét 15 °C-

n tartva. Az ilyen paraméterek mellett felvett optimalis elvalasztast a 35. abra mutatja.

9 9,5 10 10,5 11 t(perc)

35. abra. A Dpx enantiomerek elvalasztasa optimalis paraméterek mellett.

Az eredmények ravilagitanak arra is, mely paraméterek jatszottak nagyobb szerepet
az elvalasztas nagymértékli (Rs=7,01) javulasaban. A paraméterek koziil ez alapjan a
legjelentdsebb hatdssal a kapillaris hdmérséklete, majd a puffer és CD koncentracid
valtozasa bir, mig a pH, az alkalmazott fesziiltség és a szerves adalék koncentracioja
kevés befolydst gyakoroltak a hatékonysagra ebben a tartomanyban. A mérési
eredményeken variancia analizist végezve (21. tablazat) belathatd, hogy mindezek
ellenére egy paraméter sincs szignifikdns hatdssal az elvélasztds hatékonysagara. A
tablazatban szereplé SSD értekek az egyes adatok atlagtél wvalo eltérésének

négyzetosszegét jelolik. SSD belsé alatt azt értjiik, hogy egy adott paraméter bizonyos
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érteke (pl. 3 mM CD koncentracio) mellett regisztralt felbontdsok mennyivel térnek el
(négyzetesen) az ennél az értéknél atlagosan tapasztalhatotol, vagyis ez a csoporton
beliili eltérés négyzetosszege. SSD kiils6 alatt az egyes értékek (pl. 20 kV fesziiltség)
alkalmazasa mellett szamitott atlagos felbontds teljes atlagtol wvald eltérésének
négyzetosszegét értjiik. F értékét az (5.4) egyenlet alapjan szamitottuk:

SSD 55

szf,
SSD

belsé

szf,

F= (5.4)

szfy és szf, az F-proba két szabadsagi foka, rendre 2 és 12.

21. tablazat. A kisérleti paraméterek variancia analizise (ANOV A tablazat).

Paraméter | SSD (bels6) | SSD (kiils6) | F* Hatas
Homérséklet 14,782 3,330 1,351 | nem szignifikans
Fesziiltség 34,633 0,021 0,004 | nem szignifikans
CD konc. 33,023 0,289 0,053 | nem szignifikans
MeOH konc. 34,720 0,007 0,001 | nem szignifikans
Puffer konc. 31,007 0,625 0,121 | nem szignifikans
pH 34,487 0,045 0,008 | nem szignifikans

* P<0,05 esetén a szignifikancia szint kritikus értéke 3,89 (a szabadsagi fokok 2 és 12).

Validalas. Az optimalizalt modszert a Nemzetkozi Harmonizaciés Konferencia
(International Conference of Harmonization, ICH) analitikai modszerek validalasara
vonatkoz06 iranyelve alapjan validaltuk [264, E6], vizsgalva a modszer ismételhetoségét
(repeatability), pontossagat (precision), linearitasi tartomanyat (linearity range),
helyesség (accuracy), kimutatasi és mennyiségi meghatarozhatosagi hatarat (limit of
detection, limit of quantification) valamint robosztussagat (robustness).

A migracios idok, a csucsteriiletek és az elvalasztas felbontasanak ismételhetdségét
egy nyolc parhuzamosbol all6 méréssorozattal vizsgaltuk. A mérés soran mindkét
izomer koncentracidja 90 pg/ml volt. A migracidés idok szorasa 2,63 és 2,67%, a
csucstertileteké 3,72 és 4,06% volt rendre az (R) és (S) enantiomerekre, mig a felbontas
szorasa 3,74%-nak adodott. Ezek alapjan a mddszer ismételhetdsége és precizitasa is

megfeleld.
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A mérés linearitasi tartomanyat a racém minta tiz kiilonb6zé koncentracidoban (1-
1000 pg/ml) felvett elektroferogramjabol szamitottuk a cstcs alatti  teriiletek
felhasznalasaval. A linearitasi tartomanyt az alapjan allapitjuk meg, hogy az ismert Dpx
koncentracid a csucs alatti teriilettel milyen koncentracié tartoméanyban valtozik
egyenesen aranyosan. A detektalast a jobb jel/zaj arany végett 215 nm-en végezve a
modszer 2-1000 pg/ml kdzotti koncentracioban linedrisnak bizonyult racém mintara. A
kalibracids egyenes korrelacios koefficiense (r°) az S-enantiomerre 0,999, az R-izomerre
0,998 folottinek adodott. A csucs alatti teriiletet a koncentraci6 fliggvényében abrazolva
egyenesek illesztheték a mérési pontokra, melyek egyenletei a két enantiomerre
ys=0,3773x+4,0137, valamint yr=0,4069x+4,0362, ahol X a racém minta
elektroferogramon.

A linearitdsi tartomany vizsgalata soran meghataroztuk az enantiomerek
kimutathatosaganak (LOD, 3/1 jel/zaj) és meghatarozhatosaganak (LOQ, 10/1 jel/zaj)
hatarat is. Méréseink alapjan az LOD mindkét enantiomerre 1,5 pg/ml, mig az LOQ
értéke 5,0 pg/ml-nek adodott.

A mérés helyességét az alapjan validaltuk, hogy milyen aranyu a visszanyerés, ha a
50 pg/ml) oldatat adjuk. A visszanyerési érték (recovery) mindkét enantiomerre 95%
folotti volt (S: 95,58%, R: 96,68%), mindkét esetben 3% alatti szorassal (S: 2,50%, R:
1,60%).

Robosztussag tesztelése soran bizonyitani kell, hogy a kidolgozott moddszer a
paraméterek kismeértékli, szdndékosan eldidézett valtoztatdsa esetén tovabbra is
alkalmas az enantiomerek elvalasztasara. Amennyiben a paraméterek ilyen valtoztatasa
jelentésen befolyasolja a felbontast, valtoztatni kell a moddszeren, vagy a kisérleti
protokollt szigoruan kell érvényesiteni a végrehajtas soran. A robosztussag vizsgalatat
korabban megallapitott optimalis értékek kozelében tartva. Olyan statisztikai
modszereket, mint a Plackett-Burman vagy a részleges faktorialis kisérlettervezés
gyakran alkalmaznak a kisérletek szamanak minimalizalasara [261]. A moddszer
robosztussagat Plackett-Burman kisérletterv alapjan vizsgéltuk. Mivel a paraméterek

értékeit csak kismértékben valtoztattuk, a koztik 1évo kolcsOnhatasok valtozasait

107



DOI:10.14753/SE.2013.1786

elhanyagolhatonak tekintettiik [262, 263]. A kisérlet soran a hat, korabban optimalizalt
valtozot vizsgaltuk, valaszként a csucs alatti teriileteket, a migracios idoket és az
elvalasztas felbontasat kovetve nyomon. A vizsgalt valtozokat a kisérlet sordn egy, az
optimalistol magasabb (+) és egy alacsonyabb (-) értéken alkalmaztuk. A hat valtozo
tehat ezuttal is a hémérséklet, az alkalmazott fesziiltség, a CD, MeOH ¢és puffer
koncentraci6 valamint a BGE pH-ja voltak. Ezeken kiviil bevezettiink tovabbi két,
véletlenszert faktort (Vél-1, VéI-2), melyek a kisérleti hiba becslésére szolgalnak. Ezek
képzeletbeli valtozok, melyek megvaltozasa a modszer paramétereiben nem jelent
valtozast. A robosztussag vizsgalatakor alkalmazott Plackett-Burman kisérlettervet a 22.

tablazat szemlélteti.
22. tablazat. A Dpx enantiomerek elvalasztasara optimalizalt modszer robosztussagat vizsgald Plackett-

Burman tablazat.

Kisérlet | 1% | 2° | 3° | 4% | 5° | 6" | VéI-1 | Vél-2
1 32|72 4422|1414 1 1
2 28(68|44|22(16|16| -1 1
3 28(68|44|18|14 14| -1 -1
4 32|72|46|18|16 16| -1 1
5 3268|4618 |14 |14| 1 1
6 28(68|46|22]16|14| 1 1
7 32|68 |44|18|16|16| 1 -1
8 32|68|46|22|14(16| -1 -1
9 28|72 4418|1416 | 1 1
10 |28|72|46|22]|14]16]| 1 -1
11 |32|72|44|22|16|14]| 1 -1
12 |28|72|46|18|16|14| -1 -1

2CD koncentracio (mM), ® BGE koncentracié (mM), ¢ pH
¢ MeOH koncentracio (V/V%), ¢ hémérséklet (°C), " fesziiltség (kV)

Vilaszként ebben a kisérletben is a csucs alatti teriileteket, a migracios idoket és a
felbontasi értéket regisztraltuk. Adatainkon ezutan statisztikai analizist végezve
vizsgaltuk, van-e valamely paraméter eltérésének szignifikdns hatdsa az elvalasztas

jellemz6 értékeire. A kiértékelés alapjan megallapitottuk, hogy egyik paraméter
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kismértékii valtoztatasa sincs szignifikans hatassal a cstcs alatti teriiletekre, migracios
idokre és az elvélasztas felbontasara, igy a modszerrdl kijelenthetd, hogy kelld

robosztussaggal bir.

6.2.2 A komplexek sztochiometridjanak vizsgalata

A zarvanykomplexek sztochiometridjat a stabilitdsi allandok mind kapillaris
elektroforézissel, mind NMR-rel torténd kalkulalasakor 1:1 aranyanak tekintettiik. Ezt a
feltételezést indirekten igazolja CE esetén a mérési pontokra illesztett egyenesek nagy
korrelacios koefficiense, NMR kisérletekben a titralasi pontokra a stabilitasi allandok
segitségével szerkesztett gorbék jO  illeszkedése. A  komplexek atlagos
sztochiometridjanak direkt meghatirozasara, illetve szamitasaink helyességének
alatamasztasara Job médszerét alkalmazva "H NMR titralasokat végeztiink az aszpartam
¢s a dapoxetin kivételével valamennyi vegyiiletnél. A szitagliptin esetében, 1évén a
vegyliilet fluor atomokat is tartalmaz, lehet6ség nyilt ezt F NMR titralassal is
kiegésziteni.

A modszert a 3.4.4.2 fejezetben leirtak szerint végeztik el, majd a moltorttel
sulyozott kémiai eltoldodasokat a moltort fliggvényében abrazolva szerkesztettilk meg a
Job gorbéket (36-37. abra).

AS-X

0,02 4

0,015 4

0,005 +

0

0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1 X
36. abra. A Tos-preg (H?, H®, H' - négyzet) és Dns-preg (H* - haromszdg) B-CD-nel (H-3 - kor) végzett
"H NMR titralasai alapjan szerkesztett Job gorbék.
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AS - X
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03 -

37. abra. A szitagliptin f-CD-nel végzett °F NMR titralasa alapjan szerkesztett Job gorbék (F°, F*2).

A fent bemutatott gorbékkel analég mddon vizsgaltuk még a vinpocetin/RAMEB-
CD, vinkadifformin/HP-y-CD, szitagliptin/SB-£-CD valamint az 1pn/HP-4-CD és SB-y-
CD komplexek sztochiometriajat. Adataink elemzése alapjan kijelenthetd, hogy a
komplexek valamennyi esetben atlagosan 1:1 sztochiometridjliak, igy a szadmitasok

soran az alkalmazott képleteket jogosan alkalmaztuk.

6.2.3 A komplexek térszerkezetének vizsgalata

A zarvanykomplexek haromdimenzios szerkezetét 2D NMR spektroszkopiaval,
ROESY szekvenciat alkalmazva hataroztuk meg. Mivel a technika segitségével az
egymas térkozelségében 1évdé magokrol kaphatunk informéciot, a mddszer alkalmas az
intramolekularis keresztcsucsok segitségével a molekuldk szerkezetének, mig CD
zarvanykomplexek esetén az intermolekuldris keresztcsiicsok —segitségével a
vendégmolekula behatoldsi irdnyanak, mélységének és a feltételezhetéen kolcsonhatd
csoportoknak a megallapitasdra. A ciklodextrin komplexek szempontjabol elsddleges
jelentdsége az iireg belsejében talalhato H-3 és H-5 hidrogénatomoknak van, de fontos
informaciot szolgaltathatnak a gytirtialkotd cukrok oldallanc-protonjai altal adott
keresztcsticsok is.

ROESY kisérleteket a Dpx kivételével valamennyi vizsgalt molekulan végeztiink,
szdmos esetben tobb, kiilonbozé CD komplexet is vizsgalva. A 38. abra egy

reprezentativ ROESY spektrumot mutat be Tos-preg/f-CD mintan, melyen a szamos
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intramolekularis keresztcsucs mellett a komplex térszerkezetének megallapitasat segitd

intermolekularis keresztcsucsok kiemelve 1athatok.
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38. abra. A Tos-preg/f-CD komplex (5-5 mM) 2D ROESY spektruma (D,0O, 300 ms keverési id6),
melyen felfedezheték a belsé CD protonok (H-3 és H-5) a Tos-preg aromas (H?®, H®?) és dimetil (H*”)

protonjaival adott keresztcsucsai.

Hasonld spektrumok alapjan deritettiik fel az Asm-$-CD, mindkét pregabalin-
szarmazék f-, y- és PA-f-CD, a Sgli f-CD/SB-f-CD, illetve az Ipn S-/HP-f- és SB-y-
CD komplexeinek térszerkezetét. A vinka alkaloidok esetében azt is vizsgaltuk, vajon
az Uregméret €s szubsztituens-fliggd enantiomer sorrend megfordulasok mogott a
kialakuld6 komplexek eltéré szerkezete all-e, igy a vinpocetin-HP-4-CD/HP-y-CD,
vinkadifformin-HP-5-CD/HP-y-CD, vinkadifformin-RAMEB-CD/RAMEG-CD
(tiregméretfiiggd) valamint a vinpocetin-HP-5-CD/RAMEB-CD (szubsztituens fiiggd)
komplexek térszerkezetét vizsgaltuk.

Az NMR spektrumok alapjan megéllapitottuk, hogy az Asm az aromas gytriijével
illeszkedik a f-CD iiregébe a szekunder, szélesebb nyilas felél (39. abra). Erre a
megallapitasra az Asm H?®, H*® valamint H* protonjainak a H-3 ¢és H-5 CD
protonokkal adott keresztcsucsainak intenzitdsabol tudtunk kovetkeztetni. Ezen

megallapitasok az irodalomban leirtakkal 6sszhangban vannak.

111



DOI:10.14753/SE.2013.1786

o)
o :/[ko'
/[k/H ?
HsC N .
\O \H/\NH.?

(OH); o (OH),

(OH),

39. abra. Az Asm-$-CD komplex szerkezete a ROESY adatok alapjan.

A pregabalin-szarmazékok komplexképzésének érdekes, de nem egyedi jelenséggel
talalkozhattunk: a korabban megallapitott 1:1 atlagos sztochiometria ellenére a
keresztcsticsok alapjan két lehetséges szerkezet is megvaldsulhat a komplexképzés
soran: vagy az aromas (tozil vagy danzil) molekularész illeszkedik az tiregbe (el6bbi a
kisebb, utobbi a nagyobb nyilason at), vagy a pregabalin izobutilcsoportja hatol az
tiregbe a tdgasabb nyilas felél. A korabbi Job kisérletek alapjan ez a két, eltérd
szerkezetll komplex egyensulyban van egymadassal, az NMR iddskalan gyors
kicserélddésben léteznek. Egy sor, valtozo keverési idével (100-300 ms kozott, 50 ms
léptékkel) elvégzett kisérlet alapjan megallapithatd volt, hogy a két lehetséges szerkezet
koziil az aromas molekularészek illeszkedése a preferalt. A Tos-preg szarmazékok
zarvanykomplexének ROESY adatok alapjan megallapitott két lehetséges szerkezetét a

40. abra szemlélteti.

(OH); (OH); (OH);

40. abra. A Tos-preg-CD komplexek két lehetséges térszerkezetének sematikus abrazolasa.
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A vinka alkaloidokkal végzett kisérletek a vinpocetin esetében azt igazoltak, hogy az
alkaloid aromas gylriije hatol be a CD iiregébe a szélesebb nyilas fel6l, mely a
korabban publikalt adatokkal egyezik [84, 85]. A vinpocetin egyes CD szarmazékokKkal
képezett komplexei kozott jelentés kiilonbséget nem sikeriilt Kimutatni, a
keresztcsucsoknak kizardlag az intenzitdsaban voltak kiilonbségek (azonos paraméterek
mellett vizsgélva), a jellegében nem. Ezek alapjan azt lehet kovetkeztetésként levonni,
hogy az illeszkedés modja minden esetben azonos, eltérés esetleg a mélységében
lehetséges. A vinkadifformin esetében a pregabalinnal bemutatottaknak megfeleléen
két, eltérd szerkezetli komplex alakulhat ki: vagy az aromas gylrli, vagy az etil
oldallanc illeszkedik a CD {iiregébe a szélesebb nyilas fell. Az intermolekularis
keresztcsticsok alapjan CD szarmazéktol fiiggetleniil mindkét forma létezik, azok
eléfordulasanak aranya azonban eltér6. A  vinkadifformin HP-g-/HP-y-CD
komplexeinek vizsgélatabdl a csucsok intenzitasa alapjan kideriilt, hogy a f-szarmazék
esetében a két forma eléfordulasi valdszintisége dsszemérhetd (az alkil lancé preferalt),
mig a nagyobb iiregméret esetében az aromds gylirli illeszkedése erésen dominal. Az
alkil molekularész kifejezettebb részvétele a komplexképzésben magyarazhatja a
migracids sorrendben bekovetkezd valtozdsokat. Hasonld kovetkeztetés vonhatd le a
vegyillet RAMEB-/RAMEG-CD komplexeinek vizsgalatabol, ahol a nagyobb
iregméretli gazdamolekulanal a két forma jelenléte Osszemérhetd, mig a f-
szarmazéknal az aromas illeszkedés dominancigja jelentés. A vinka alkaloidok

ciklodextrin komplexeinek feltételezett szerkezetét a 41. abra mutatja be.

vinkanun-CD vimpocetin-CD vinkadifformin-CD

41. abra. A vinka-alkaloid-CD komplexek szerkezete a ROESY adatok alapjan.

A Sgli CD komplexeinek térszerkezetét [-CD és SB-p-CD szarmazékokkal

vizsgaltuk. Keresztcsiicsokat mindkét esetben az aromds vendég és belsé iiregbeli CD
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protonok kozétt lehetett felfedezni. A legintenzivebbnek a H® és H'® Sgli és H-3, ill. H-
5 CD protonok kozétti keresztesucsok bizonyultak. Kevésbé intenziv keresztcsucs jelent
meg a H'° szitagliptin és H-3 ciklodextrin protonok kozott, mely értékes informéaciokat
szolgaltatott az illeszkedés iranyar6l €s megerdsitette az aromas gyurli szerepét a
komplexképzddésben. Mindezek alapjan a Sgli a 42. dbranak megfeleld modon, a

trifluoraromas gyturivel illeszkedik a CD iiregébe a tagabb nyilas iranyabol.

42. abra. A Sgli molekula illeszkedése a ciklodextrin iiregébe a ROESY adatok alapjan.

Az imperanén CD komplexei kozil a f-, HP-f- és SB-5-CD komplexeinek 2D
ROESY spektrumait tanulmanyoztuk. A spektrumokon valamennyi esetben alacsony
intenzitasu keresztcsticsok figyelhetok meg, melyek alapjan megéallapithatdé az aromads
gylirti illeszkedése a CD-k iiregébe, azonban az illeszkedés irdnya, illetve, hogy a két

aromas gylrl koziil melyik vesz részt a komplexképzésben, nem igazolhato.
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7. Kovetkeztetések

Doktori munkdm soran kilenc vegyiilet ciklodextrin komplexeinek behatd
jellemzését, ezek koziil nyolc enantiomerjeinek kiralis elvalasztasat végeztiik el.
preg és Dns-preg pregabalin-szarmazékok protonaldodasi allandoéit CE-pH titralassal,
valamint két fiiggetlen modszerrel, CE-pH és 'H NMR-pH titralassal a szitagliptin
aminocsoportjanak protonalddasi allandojat. Ezen, eddig nem publikalt eredmények
alapjan valasztottuk ki a kés6bbi vizsgalatok soran alkalmazott pH értékeket.

Behatéan tanulmanyoztuk valamennyi vegyiilet CD komplexeinek stabilitasat
kapillaris elektroforézissel, az aszpartam és a vinka alkaloidok vizsgélatanal néhany
esetben NMR-rel is. Az aszpartam esetében harom pH értéken vizsgaltuk a komplexek
stabilitasat (ligos pH-n elséként), és sikeriilt a korabban publikaltaknal jelentésen
stabilabb, Asm-Ac-$-CD komplexet jellemezni. A pregabalin-szarmazékok toltésfiiggd
komplex stabilitasi vizsgalatat els6ként, négy pH értéken végeztik el, valamennyi
esetben kiemelkedd stabilitasi komplexeket sikeriilt detektalni. A vinka alkaloidok
komplexeit a korabban publikéltabbnal joval tobb CD-nel vizsgaltuk, jelentds stabilitast
komplexeket felfedezve. A szitagliptin, imperanén és dapoxetin CD komplexeit
elsoként vizsgaltuk, mindharom esetben szdmos olyan gazdamolekulat talaltunk,
amellyel jelentds stabilitast komplexet képeztek a vegyiiletek.

Az aszpartam kivételével valamennyi esetben megvalositottuk a vegyiiletek
enantiomerjeinek kiralis elvalasztasat kapillaris elektroforézissel, a vinka alkaloidok
kivételével minden esetben elséként. A pregabalin-szarmazékok elvalasztasat mind a
négy pH értéken megvalositottuk, majd pH=7,2-n az elvalasztast szdmos paraméter
hatasat vizsgalva egyvaltozos modszerrel optimalizaltuk PA-B-CD-nel. Hatékonyan,
kordbban nem vizsgalt CD-kel is megvalositottuk mindhdrom vinka alkaloid kiralis
elvalasztasat behatdoan tanulmanyozva a kisérletek soran felfedezett iiregméret- és
szubsztituensfiiggd enantiomer-sorrend megfordulasokat. Az imperanén enantiomerjeit,
miutan az egyféle ciklodextrint tartalmazo rendszerekkel nem értiink el megfeleld
eredményt, 12,5 mM SB-y-CD-t és 10,0 mM PA-f-CD-t tartalmazé dual CD rendszert
alkalmazva valasztottuk el. Szitagliptin esetében az eldzetes kisérletek utan szintén dual
CD rendszert haszndlva (5 mM SB-$-CD ¢és 5 mM p-CD) értiink el megfeleld

elvalasztast, melyet egyvaltozés moddszert alkalmazva a pH, puffer koncentracio és
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hémérséklet fiiggvényében optimalizaltunk. A dapoxetin enantiomereit RAMEG-CD-t
alkalmazva szeparéltuk, majd az elvélasztdst hat alapvetd fontossag elvalasztasi
paraméterre az ortogonalis Kkisérlettervezés segitségével optimalizaltuk. Az igy
kidolgozott mddszert a tovabbiakban az ICH iranyelveknek megfelelden validaltuk.

A stabilitdsi allandok meghatdrozédsa soran a komplexek 1:1 sztochiometridja
indirekten bizonyitasra keriilt, ezt az Asm és a Dpx kivételével valamennyi esetben *H
NMR kisérlettel, Job mddszerét alkalmazva igazoltuk. Ezt a legtobb vegylilet esetében
tobb, az elvalasztas vagy komplexképzés szempontjabodl relevans CD-nel is elvégeztiik.
Szitagliptin esetében a vegyiilet fluortartalménak kdszonhetSen ezt lehetéség volt *°F
NMR titralassal is alatamasztani. A sztochiometria meghatarozasa koradbban csak az
Asm és a vinka alkaloidok egyes CD komplexeinek esetében keriilt publikalasra.

A komplexek jellemzésének kiegészitésére a Dpx kivételével térszerkezeti
vizsgalatokat végeztiink 2D ROESY NMR spektroszképiaval. Ezen vizsgélatok soran
feltérképeztiik a kialakuldo komplexek 3D szerkezetét az elvalasztas és komplexképzés
szempontjabol fontos ciklodextrinekkel. Korabban az Asm, a vinpocetin valamint a

danzilcsoport ciklodextrin komplexeinek térszerkezetét igazoltak.
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8. Osszefoglalas

Doktori munkam soran szamos gyogyszerhatéanyag és gyogyszerszerl vegyiilet, igy
az aszpartam, a pregabalin, harom vinka alkaloid, az imperanén, a szitagliptin és a
dapoxetin  ciklodextrin =~ komplexeit  vizsgaltuk  magneses  magrezonancia
spektroszkopiaval kiegészitett kapillaris elektroforézissel.

A ciklodextrinek mind a gydgyszeriparban, mind az analitikdban kiemelkedd
jelentdséggel bird vegyliletek. Az iparban hagyomanyosan, mint oldékonysagot ¢és
stabilitast noveld segédanyagok szerepelnek, az analitikai kémidban, mint
zarvanykomplex képzo kiralis szelektorok vannak jelen.

Munkank els6 1épéseként jellemeztiik a vizsgalt vegyiiletek sav-bazis tulajdonsagait
kapillaris elektroforézis vagy NMR titralas segitségével.

Nagyszamu ciklodextrinnel valamennyi vegyiilet CD komplexeinek atlagos komplex
stabilitdsat meghataroztuk, az aszpartam és a pregabalin-szarmazékok esetében tobb pH
értéken is. Megvalositottuk - az aszpartam kivételével - valamennyi vegyiilet
enantiomerjeinek kiralis elvalasztasat. A pregabalin, a szitagliptin és a dapoxetin
izomerek elvalasztdsdt egyvaltozos modszerrel vagy ortogondlis kisérlettervezés
segitségével optimalizaltunk. A pregabalin-szarmazékok esetén a pH-fliggd kiralis
elvalasztast, mig az imperanén ¢és szitagliptin esetében a duidl CD rendszerek
alkalmazhatdsagat tanulmanyoztuk behatéan. A dapoxetin elvalasztasat az ICH
iranyelveknek megfelelden validaltuk.

A zarvanykomplexek sztochiometridjat "H NMR titralassal Job modszerével,
szitagliptin esetében YF NMR titralassal is megallapitottuk. A szupramolekuldk

térszerkezetét 2D ROESY NMR spektroszkopiaval vizsgaltuk.
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9. Summary

In this work the behavior of several drugs and drug-like analytes, as aspartame, two
pregabalin derivatives, three vinca alkaloids, sitagliptin, imperanene and dapoxetine are
reported in terms of cyclodextrin complexation. The experiments were carried out with
capillary electrophoresis and nuclear magnetic resonance spectroscopy.

Cyclodextrins are widely used oligosaccharides by both pharmaceutical industry (as
stabilizers and solubility enhancers) and analytical chemistry (as chiral selectors). Due
to their favorable structure they form inclusion complexes with a great variety of
organic molecules.

First, the acid-base profiling of the analytes were carried out. The dissociation
constants of aspartame, pregabalin derivatives and sitagliptin were determined with
either CE-pH or NMR-pH titration or both.

Averaged stability constants of the analyte-CD complexes were determined using
numerous CDs with capillary electrophoresis. The stabilities of some analyte-CD
complexes were also determined with NMR titration.

Enantioseparation of the analytes were carried out in all cases, except aspartame. The
separations were optimized in terms of several crucial enantioseparating parameters in
all cases. The optimized separation of dapoxetine isomers was validated according to
the ICH guidelines.

The averaged stoichiometry of inclusion complexes were determined in case of
pregabalin, vinca alkaloid, sitagliptin and imperanene complexes with the continuous
variation method using *H NMR titration and for sitagliptin also *°F NMR titration.

The structures of the complexes were determined by 2D ROESY NMR experiments.
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Koszonom Dr. Kovacs Zsuzsanna egyetemi tanarsegédnek a kapillaris elektroforézis
kisérletekben nyujtott segitségét.

Koszonom tovabba Yuichi Kobayashi-nak és munkatarsainak az imperanén, Wen Hui
Hu-nak és munkatarsainak a szitagliptin és Vicente Gotor Fernandeznek az
enantiomertiszta dapoxetin szintézisét és rendelkezésre bocsatasat.

Ko6szonom az ELTE Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén oktato kollégdimnak és
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barati, inspiral6 atmoszférat.

Végezetiill kiilon koszonet illeti sziileimet €s bardtndmet tiirelmiikért €s allando

tamogatasukeért.
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