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Roviditések jegyzéke

ACE: acetildenafil

ACN: acetonitril

BGE: hattérelektrolit (background electrolyte)

CAD: kisiiléses aeroszol detektor (charged aerosol detection)
CD: ciklodextrin

CE: kapillaris elektroforézis

CEC: kapillaris elektrokromatografia

CE-a-CD: karboxietil-alfa-ciklodextrin natirum so6

CE-B-CD: karboxietil-béta-ciklodextrin natirum s

CZE: kapillaris zonaelektroforézis

CID-MS: iitkozések-indukalta disszociacid révén kapott tomegspektrum
CM-a-CD: karboximetil-alfa-ciklodextrin natirum soé

CM-B-CD: karboximetil-béta-ciklodextrin natirum s6

CM-y-CD: karboximetil-gamma-ciklodextrin natirum s6

DAD: didédasoros detektor (diode-array detector)

DIME-B-CD: heptakisz(2,6-di-O-metil)-béta-ciklodextrin

DMS: dimetilszildenafil

DMSO: dimetil-szulfoxid

DPP-IV: dipeptidil-peptidaz-4

DS: szubsztitucios fok (degree of substitution)

DSS: 4,4-dimetil-4-szilapentan-1-szulfonsav

ED: erektilis diszfunkcid

EMO: enantiomer migracios sorrend (enantiomer migration order)
EOF: elektroozmotikus aramlas (electroosmotic flow)

ESI: elektrospray ionizéacio

FAB: gyorsatom bombazasos ionizacio (fast atom bombardment)
FDA: amerikai gydgyszer- és élelmiszerellen6rz6 hatosag (Food and Drug Administration)
FT-IR: Fourier-transzformacios infravoros spektroszkopia

GC: gazkromatografia

GIP: gliikéz-fiiggd inzulinotrop polipeptid
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GLP-1: glukagon-szerti peptid-1

HE-B-CD: hidroxietil-béta-ciklodextrin

HHS: hidroxi-homoszildenafil

HILIC: hidrofil kélcsonhatas kromatografia (hydrophilic interaction chromatography)
HP-B-CD: 2-hidroxipropil-béta-ciklodextrin

HP-y-CD: 2-hidroxipropil-gamma-ciklodextrin

HPLC: nagyhatékonysagu folyadékkromatografia

HPTLC: nagyhatékonysagu vékonyréteg kromatografia

HR-MS: nagy felbontasu tomegspektrometria (high resolution MS)

HS: homoszildenafil

HTHS: hidroxi-tiohomoszildenafil

HTV: hidroxi-tiovardenafil

HV: hidroxivardenafil

ICH: Nemzetkozi Harmonizaciés Konferencia (International Conference on
Harmonisation)

IPA-B-CD: 6-monodezoxi-6-mono(2-hidroxi)propilamino-béta-ciklodextrin hidroklorid
LC: folyadékkromatografia

LOD: kimutatasi hatar (limit of detection)

LOQ: meghatarozhatdsagi hatar (limit of quantitation)

MA-B-CD: 6-monodezoxi-6-monoamino-béta-ciklodextrin hidroklorid

MEKC: micellaris elektrokinetikus kromatografia

MeOH: metanol

MES: 2-(N-morfolino)etanszulfonsav

MS: tomegspektrometria

MS": tandem témegspektrometria

NDV: N-dezetilvardenafil

NIR: kozeli infravords spektroszkopia

NMR: méagneses magrezonancia spektroszkopia

PA-B-CD: 6-monodezoxi-6-mono(2-hidroxi)propilamino-béta-ciklodextrin hidroklorid
PDE-5: foszfodiészteraz-5 enzim

Phos-B-CD: foszfatalt-béta-ciklodextrin natrium so
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PV: pszeudovardenafil

RAME-B-CD: random metil-béta-ciklodextrin
RAME-y-CD: random metil-gamma-ciklodextrin

RP-LC: forditott fazist folyadékkromatografia

S-0-CD: szulfatalt-alfa-ciklodextrin natrium so6

S-B-CD: szulfatalt-béta-ciklodextrin natrium so

S-y-CD: szulfatalt-gamma-ciklodextrin natrium so
SBE-a-CD: szulfobutiléter-alfa-ciklodextrin natrium so
SBE-B-CD: szulfobutiléter-béta-ciklodextrin natrium sé
SBE-y-CD: szulfobutiléter-gamma-ciklodextrin natrium so
SFC: szuperkritikus fluid kromatografia

SHP-B-CD: szulfohidroxipropil-béta-ciklodextrin natrium s
SHP-y-CD: szulfohidroxipropil-gamma-ciklodextrin natrium s6
SIL: szildenafil

SP-a-CD: szulfopropil-alfa-ciklodextrin natirum sé
SP-B-CD: szulfopropil-béta-ciklodextrin natirum so6
SP-y-CD: szulfopropil-gamma-ciklodextrin natirum so6
Suc-B-CD: szukcinil-béta-ciklodextrin natirum so6

TAD: tadalafil

TDS: tiodimetilszildenafil

THS: tiohomoszildenafil

TLC: vékonyréteg kromatografia

TRIME-B-CD: heptakisz(2,3,6-tri-O-metil)-béta-ciklodextrin, permetil--CD
TRIME-y-CD: oktakisz(2,3,6-tri-O-metil)-gamma-ciklodextrin permetil-y-CD
Tris: trisz(hidroximetil)aminometan

TOF(-MS): repiilési id6 analizator (time of flight)

TS: tioszildenafil

UHPLC: ultra-nagyhatékonysagu folyadékkromatografia
VAR: vardenafil

UV: ultraibolya

UV-VIS: ultraibolya-lathato (ultraviolet-visible)
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1. Bevezetés

Az utdbbi 40 évben jelentdsen megnovekedett az igény a hagyomanyos gyogyszerek
mellett az alternativ terapiak irant, az étrend-kiegészitok és a gyogyndvény alapt
készitmények szama évrdl évre nd. Ez foként annak koszonhetd, hogy a szintetikus
hatoanyagot tartalmazo készitményekkel szemben a természetes alapu készitményeket
tévesen sokkal biztonsagosabbnak, egészségesebbnek ¢és mellékhatasoktol mentes
alternativanak vélik a fogyasztok. Azonban ezek a készitmények sem artalmatlanok, sét, az
elényds tulajdonsagaik -mint a konnyti, anonim hozzaférés- mellett a lehetséges kockazatok
szinte végtelenek. Gyartasuk és forgalmazasuk kevésbé szabalyozott és ellendrzott, igy
biztonsagossaguk és toxicitasuk is kérdéses: szennyezd anyagok (nehézfém, peszticid),
hamisitasok (a hatékonysdg novelése érdekében illegalisan hozzdadott szintetikus
vegyiiletek) gyakran el6fordulnak.

A szexudlis zavarok —mely gyakran tabu téma- kezelésére alkalmazott étrend-kiegészitok és
gyogynovény alapi készitmények szdma, és ezzel parhuzamosan azok hamisitisa is
intenziven nd. A szexualis teljesitéképesség hatékony novelése érdekében az erektilis
diszfunkcio kezelésére torzskonyvezett készitmények hatéanyagait, a foszfodiészteraz-5
(PDE-5) enzim gatlé szildenafilt (Viagra™), vardenafilt (Levitra®) és tadalafilt (Cialis®),
illetve ezek szintetikus modositasaval eldallitott dizdjner analdgjait adjak illegalisan a
készitményhez a gyartok. Az étrend-kiegésziték €s gyogyndvény alapa készitmények
foszfodiészteraz-5 enzim gatlokkal torténd hamisitasa kiilonds veszElyt jelenthet a
gyanutlan, alternativ terdpidhoz nyuld betegekre, ahol azok alkalmazasa kontraindikalt.
Tovabba arrdl sem szabad elfeledkezni, hogy a diz4jner analdgok artalmatlansaga,
biztonsadgossaga €s toxicitdsa nem ismert, igy hatasuk megjosolhatatlan. Végezetiil fontos
szem el6tt tartanunk, hogy ezek legtobbszor gyogyndvény alapt, komplex készitmények:
Osszetételiik, hatasuk és vizsgalatuk is Osszetett, bonyolult. A PDE-5 inhibitor gyogyszerek
¢s a hamisitott készitmények nagy szdmanak és népszeriiségének kdszonhetden a vizsgalo
laboratoriumoknak sziiksége van megfeleld, olcso, egyszertien kivitelezhetd rutin vizsgalo
modszerekre, mellyel az étrend-kiegészitd készitmények PDE-5 inhibitorral torténd
hamisitasa kimutathato, és a hozzaadott potenciandveld vegylilet azonosithatd, mennyisége

pedig becsiilhetd.
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Doktori munkam egyik f6 célja egy egyszerii, olcs6, MS kompatibilis HPLC-UV modszer
fejlesztése volt, mely egyetlen szildenafil kiilsé standardot alkalmazva a PDE-5 inhibitorok
¢s dizajner analdgjaik mindségi és mennyiségi meghatarozasara egyarant alkalmas gyantis
étrend-kiegészitok és gyogynovény alapi készitmények vizsgalata soran. Az optimalizalt
modszer validalasara és valos mintakon torténd alkalmazasara is nagy hangsulyt kivantunk
fektetni.

A disszertdcid masik témdja az optikailag aktiv vegyiiletek sztereoizomerjeinek
elvalasztasa. A biologiai rendszerek az optikai izomereket sztereospecifikusan ismerik fel,
igy azok rendkiviil hasonld szerkezetiik ellenére gyakran igen eltérd élettani hatastiak. A
Contergan-botrany (talidomid gyoégyszerbotrany) megrenditve a bizalmat a hatéanyagot
racém formdban tartalmazé gyogyszerek irant forradalmi valtozast idézett el a
gyogyszeriparban. Az enantiomertiszta hatéanyagot tartalmaz6 készitmények bevezetése
Ota a kirdlis anyagok vizsgalata, az enantiomerek elvélasztasa €s az enantiomerarany
meghatdrozasa igen gyakori analitikai feladat. A gydgyszerkonyvi és hatosagi eldirasok
megkovetelik a legalabb tized szadzalékban jelenlevd szennyezések meghatarozasat,
beleértve az enantiomer szennyezéseket is. A kirdlis elvalasztasokat bonyolultta teszi, hogy
a kolcsonhato csoportoknak nemcsak fizikailag és kémiailag kell egymasnak megfelelnitik,
hanem térbeli elrendezésiikben is. A kirdlis tisztasdg meghatarozdsara napjainkban a
kromatografia (folyadékkromatografia (HPLC), gazkromatografia (GC), szuperkritikus
fluid kromatografia (SFC)) mellett a kapillaris elektroforézis (CE) nyujtja a
legvéltozatosabb lehetdségeket. A CE elénye a kiemelkedd hatékonysag, a rovid
analizisidé, az egyszerli mintaelOkészités, a gyors, egyszerli moddszerfejlesztés és az
automatizalhatosag, melynek koszonhetden kis mennyiségli mintabol néhany perc alatt akar
0,1%-nal kevesebb kiralis szennyezd is meghatarozhato, akar tobb enantiomer parra,
bonyolult matrixokban is. CE-ben az enantiomerek megkiilonboztetéséhez kiralis
szelektorra van sziikség, erre a célra a leggyakrabban ciklodextrineket (CD-k) alkalmaznak,
mivel relative olcsok, és alacsony az UV-elnyelésiik, tovabba semleges ¢és toltéssel
rendelkezd szarmazékaik igen széles vélasztékdnak koszonhetden egyszerii és gyors
modszerfejlesztés érhetd el segitséglikkel. A ciklodextrinek alapvetd tulajdonsidga a
zarvanykomplex képzés, melyhez elengedhetetlen a vendégmolekula pontos sztérikus

illeszkedése az tiregiikbe. Ez az iireg a CD szdmos kiralitdscentruma altal kialakitott kiralis
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mikrokonyezetként foghatd fel, melynek koOszonhetéen Iétrejohet a sztereoszelektiv
komplexképzés (kirdlis felismerés). Abban az esetben, ha az enantiomerek és a CD kozott
kialakulo nem-kovalens kolcsonhatas kiilonboz6 mértékben stabilizalja a két enantiomer
zarvanykomplexét, 1étrejohet a kiralis elvalasztas. A CD kiralis felismerd képessége tovabb
novelhetd kiillonbozé semleges, illetve pozitiv és negativ toltésii szubsztituensek
bevitelével.

A ciklodextrin-alapa kapillaris elektroforézissel rutinszerien alkalmazhato, validalt
elektroforetikus moddszerek kidolgozasa lehetséges, mellyel tobb kiralis hatoanyag
analitikai vizsgdlata megvalosithatd; a moddszerek késObbi gydgyszerkdnyvi vizsgalatok
alapjaul szolgalhatnak. Doktori munkdm soran ciklodextrin-alapu kapillaris elektroforetikus
modszer fejlesztését tliztiik ki célul harom optikailag aktiv vegyiilet: az antidiabetikus
hatast alogliptin enantiomerjeinek, az analgetikus hatdsu tapentadol, valamint a szexudlis
diszfunkcio kezelésére hasznalt tadalafil sztereoizomerjeinek elvalasztasara. A
modszerfejlesztés soran vizsgalni kivantuk a kiilonb6zé CD szarmazékok kiralis elvélaszto
képességét, a vizsgalt vegyiletek ciklodextrinekkel képzett zarvanykomplexeinek
stabilitdsat, valamint az enantiomerek migracids sorrendjét. Az eredményeket figyelembe
véve ¢s a legmegfelelobb CD-t tartalmazé rendszert kivalasztva a modszer tovabbi
optimalizalasat, és az alogliptin illetve a tapentadol esetében validalasat terveztiik

megvaldsitani, a dolgozatban ezt a két témat fejezetenként kiilon-kiilon targyalom.

1.1. Rokon szerkezeti PDE-5 giatld potenciandvel6o  vegyiiletek
folyadékkromatografias elvalasztasa

1.1.1. Az erektilis diszfunkcio és a PDE-5 gatlo hatoanyagok

A merevedési zavar, erekcios zavar vagy erektilis diszfunkcio (ED) a kielégitd szexualis
aktivitdshoz sziikséges merevedés elérésének és/vagy fenntartasanak elmaradasa. Eredete
alapjan megkiilonboztethetd szervi, illetve pszichogén eredetli ED. A merevedési zavarok
csoportjaba tartoz6 készitmények jelentik. Hatdsmechanizmusukat tekintve a barlangos
testekben talalhaté ciklikus guanozin-monofoszfat, cGMP-specifikus, 5-6s tipusu
foszfodiészteraz enzim szelektiv és hatasos inhibitorai. Mivel a PDE-5 enzim a cGMP

lebontéséaért felelds, a cGMP-metabolizmus gatlasanak kdszonhetéen a cGMP szint megnd,
9
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ami a barlangos testek simaizmait ellazitja, megnoveli a pénisz véraramat ¢s a barlangos
testekben a nyomast. Ezen hatasok ereddje az erektilis diszfunkcio javulasa, a szexualis
potencial novekedése [1]. Jelenleg harom PDE-5 gatld hatéoanyag van forgalomban: a
szildenafil (Viagra®), a vardenafil (Levitra®) és a tadalafil (Cialis®) [2]. Az elsé PDE-5
inhibitor hatéanyagot, a szildenafilt a pulmonaris hipertenzié kezelésére fejlesztették
(jelenleg is forgalomban 1év0 szildenafil hatdanyagu készitmény a pulmonaris hipertenzid
kezelésére a Revatio™), szexualis teljesitménynoveld hatasanak felfedezése csak a
véletlennek volt koszonhets. A Viagra® 1998-as forgalomba hozatala forradalmasitotta a
merevedési zavarok kezelését az egész vildgon. A betegek igen széles kore szamara jol
alkalmazhatd, jol toleralhatd, gyors, biztos és tartds hatast gydgyszeres beavatkozasra nyilt
lehetdség. Per os alkalmazésa utan gyorsan felszivodik és 4-5 oran keresztiil fejti ki hatasat.
25, 50 és 100 mg-os tablettaként van forgalomban.

A Viagra® forgalomba hozatalat néhany évvel késébb, 2003-ban a Levitra® és a Cialis®
kévette. Vardenafil (Levitra®) esetén a hatés és a hatas idStartama hasonlo a szildenafilhez.
5 mg, 10 mg és 20 mg hatéanyag tartalmu tablettadk vannak forgalomban.

A tadalafil erdésen szelektiv PDE-5 bénito. A szildenafilhez képest lassabban szivodik fel,
2 6ra alatt éri el maximalis plazmakoncentracigjat, de hosszii felezési idejének
koszonhetden tag idohatarok kozott érvényesiilhet erekcid fokozo hatasa, akar 24-36 6ran
keresztiil is hatékony. Eldsegitheti a szexualis €let intimitdsdnak megorzését, a tablettahoz
¢s id6hoz valo kotottség megsziintetését [3]. A tadalafil kétfajta adagolasi modszere
lehetséges: az egyik szerint a betegek alkalmilag, a szexudlis egyiittlét el6tt 6 oraval veszik
be a gyogyszert, a masik szerint pedig rendszeresen, akar naponta 5-10 mg-ot vagy heti 3
alkalommal meghatarozott napokon 10-20 mg-ot. A gyakorlatban mindkét adagolasi
modszer egyforma hatékonysaggal alkalmazhato [4, 5]. A tadalafil 10 és 20 mg-0s
kiszerelésben all rendelkezésre.

A PDE-5 inhibitorok vénykételes készitmények, mivel jelentds mellékhatasokkal
rendelkeznek (hipotenzid, fejfajas, hatfajas, az arc kipirosodasa, orrfolyas, latasi zavarok)
[6], mely mellékhatasok fokozodhatnak (jelentds hipotenzid, ajulas) abban az esetben, ha
nitratokkal vagy a-blokkolokkal egyiitt alkalmazzak oket [7]. Diabétesz, hipotenzio illetve
hiperlipidémia esetén alkalmazasuk kontraindikalt. Azok a betegek, akik nem szedhetnek,

illetve nem kivannak ilyen gyogyszereket szedni gyakran alternativ gyogymodok felé

10
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fordulnak. A szexualis zavar gyakran tabu téma, mely még inkabb megndveli az alternativ
megoldasok népszeriiségét. Az erektilis diszfunkcio ,terapidjaként” szamos étrend-
kiegészitd, természetes, gyogyndvény alapu potenciandveld készitmény ismeretes, melyek
vény nélkiil kaphatéak a gydgyszertarakban, vagy akar anonim megrendelhetéek az
interneten. Ezen készitmények szama és a kereslet irantuk egyre né konnyl
hozzéaférhetdségiik és természetesnek vélt eredetiiknek koszonhetden, ugyanis a naturlis,
gyogynovény alapt készitmények irant az emberek bizodalma gyakran nagyobb, mint a
szintetikus hatoanyag alapu gyogyszerek felé: biztonsagosabbnak, mellékhatasoktol
mentesnek és egészségesebbnek hiszik dket. Az étrend-kiegészitok gyartasa/forgalmazasa
ugyanakkor a torzskdnyvezett gyogyszerekhez képest sokkal kevésbé szabalyozott és
ellendrzott. Biztonsdgossaguk és toxicitdsuk kérdéses: szennyezé anyagok (nehézfém,
peszticid), hamisitdsok (illegalisan hozzdadott szintetikus vegyiiletek, pl.: szildenafil,
vardenafil, tadalafil) gyakran el6fordulnak. Tovabba profit- és hatékonysagnovelés céljabol
a gyartok nem csak szildenafilt, vardenafilt vagy tadalafilt adnak a készitményhez [2, 8-11],
hanem uj, gydgyszerhatdoanyagként nem elfogadott, a szerkezetek apré modositasaval
kapott dizajner analogjaikat is [11-23] — esetenként tobbet is [11, 20, 24] — mely vegyiiletek
szama egyre né [25-27]. Az elsé szildenafil analog vegyiiletet, a homoszildenafilt 2003-ben
irtak le [12], majd egy évvel késébb a hidroxi-homoszildenafil és az acetildenafil kovette
[13, 14]. 2004-ben jelentek meg a tio szarmazékok, melyek a szildenafil analégokhoz
hasonloan modosithatoak, viszont azoknal hatasosabbak [28]. A vardenafil szarmazékok
[21, 23, 29-32] a szildenafilhez képest nem rendelkeznek jelentés elonyokkel, viszont a
tadalafil hosszl hatastartama és rovid totalszintézise miatt idealisnak bizonyult az analdgok
szempontjabol is [33]. Az eldallitaisahoz azonban a 3,4-metiléndioxi-metamfetamin
(MDMA, ecstasy) szintézis¢hez is hasznalt, ellendrzott alapanyagra, a piperonalra volna
szlikség, igy a tadalafil szarmazékok [24, 34-40] szama elényos tulajdonsagai ellenére igen
csekély [41, 42]. A tadalafil kiralis molekula, a sztereoizomerek hatékonysaga jelentds
kiilonbségeket mutat [43]. gy a tadalafil esetén meg kell még emliteni, hogy annak optikai
izomereivel torténd hamisitas is eléfordult [37, 40]. Napjainkban tobb mint 50 PDE-5
inhibitor analog vegyiiletet irtak le, melyek nagy része szildenafil szarmazék [15, 44-53],
csupan 7 vardenafil és 9 tadalafil analog ismeretes [26]. Ezek az ,,egzotikus” analégok az

origindlis gyogyszerkutatds melléktermékeinek 1s tekinthetdek, az alapvegyiilet

11



DOI:10.14753/SE.2016.1886

szerkezetének apro, a hatast kevéssé befolyasold valtoztatasaval vezethetdk le. A szerkezet
modositasaval azonban valtozhat a hatas, a mellékhatas és a toxicitas. Az acetildenafil
példaul gyakran latasi zavarokat okoz, mivel nem rendelkezik megfelel6 PDE-5/PDE-6
szelektivitassal. A PDE-6 enzim a retindban helyezkedik el, gatlasa latasi zavarokhoz
vezethet [54-56]. Az étrend-kiegészit6k ¢és gyogynovény alapt készitmények PDE-5
gatlokkal torténd hamisitésa kiillonds veszélyt jelenthet a gyanutlan, alternativ terapidhoz
nyuld, esetleg nitratokkal vagy a-blokkolokkal kezelt, diabéteszben, hipotenzidban vagy
hiperlipidémiaban szenvedd betegek esetén, vagyis akiknél a PDE-5 inhibitorok
alkalmazdsa kontraindikalt. Tovabba arr6l sem szabad elfeledkezni, hogy a dizajner
analogok artalmatlansagat, biztonsagossagat és toxicitasat klinikailag nem vizsgaltak, igy
hatasuk megjosolhatatlan lehet. Végezetiil fontos szem el6tt tartanunk, hogy ezek
legtobbszor gyogyndvény alapu, komplex készitmények: 0Osszetételiik, hatasuk ¢és
vizsgalatuk (analitikajuk) is Osszetett, bonyolult. A PDE-5 inhibitor gydgyszerek és a
hamisitott készitmények nagy szamanak és népszeriiségének koszonhetden a vizsgald
laboratériumoknak sziiksége van megfeleld, olcsd, egyszeriien kivitelezhetd rutin vizsgalod
modszerekre, mellyel az étrend-kiegészitd készitmények PDE-5 inhibitorral torténd
hamisitasa kimutathat6, és a hozzaadott potenciandveld vegylilet azonosithatd, mennyisége

pedig meghatarozhat6 vagy nagy pontossaggal becsiilhetd.

1.1.2. A vizsgalt vegyiiletek

Az altalunk vizsgalt vegyiiletek egy része a gyodgyaszatban is széleskorlien alkalmazott,
torzskonyvezett készitmények hatdoanyagai voltak: a szildenafil, a vardenafil és a tadalafil.
A masik csoportot a hatésagilag nem elfogadott dizajner analdgok alkottak. Ezen
vegyiiletek kivalasztasa az OGYI laboratoriumaban eldzetesen vizsgalt étrend-kiegészitok
¢s gyogynovény alapi készitmények koziil PDE-5 gatlé analdg vegyiiletek eldfordulasa
alapjan tortént. A viszonylag olcson és egyszerlien hozzaférhetd, forgalombahozatali
engedéllyel rendelkezd gyogyszerek hatdanyagaival szemben a kiilonb6z0 diz4jner
analogok referencia standardjai nehezen és dragan (vagy egyaltalan nem) szerezhetdk be.
fgy 14 vegyiilet elvélasztasa, valamint a szildenafil kiilsé standardra vonatkoztatott
mindségi €s a mennyiségi elemzés megvaldsitasa volt a célunk. A 14 altalunk vizsgalt

vegyiiletet és a neviik dolgozatban hasznalt roviditését az 1. abra mutatja be.
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-R:-CH, szildenafil (SIL); tioszildenafil (TS)
-CH,CH, homoszildenafil (HS); tiohomoszildenafil (THS)
- CH,CH,0H hidroxi-homoszildenafil (HHS); hidroxi-tiohomoszildenafil (HTHS)
HN dimetilszildenafil (DMS); tiodimetilszildenafil (TDS)
o
Ny
//S\

-R: - CH,CH, vardenafil (VAR)
-H N-dezetilvardenafil (NDV)
- CH,CH,0H hidroxivardenafil (HV)
o pszeudovardenafil (PV)
N._//

/7T
o]

1. abra: Az altalunk vizsgalt vegyliletek szerkezete €s elnevezése

A vizsgalt vegyiileteket 5 csoportra oszthatjuk: a szildenafil alapvazas, a tioszildenafil
alapvazas, a vardenafil alapvazas vegyliletek, az acetildenafil és a tadalafil. Az egy
csoporton beliili kiilonbségeket a piperazin gylirlthz kapcsolddo szubsztituensek adjak:
metil- (SIL, TS), etil- (HS, THS, VAR), illetve hidroxietil-piperazin (HHS, HTHS, HV)
esetén a molekula bazicitasat a tercier amin funkcids csoport biztositja. N-dezetil- (NDV),
illetve a dimetil- szarmazékok (DMS, TDS) esetén a piperazin gylri nitrogénje
szubsztitualatlan, itt szekunder amin csoport felelds a bazicitasért. PV esetén a piperazin
gyurit piperidin helyettesiti, igy a tobbi vardenafil szarmazékhoz képest eggyel kevesebb
protonalhatd csoportot tartalmaz a molekula. Elmondhaté azonban, hogy az egyes PDE-5
inhibitor vegyiiletek csoportjai kozotti hasonlosag igen nagyfoku. A szildenafil alapvazas
vegyliletek pirazolo-pirimidin szerkezeten elhelyezkedd karbonil csoportjanak tionil

csoportra torténd szubsztitiicigjaval jutunk el a tioszdrmazékokhoz. Fontos kiemelni, hogy a
13
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szildenafil alapvéazas ¢és a tioszildenafil alapvazas vegyiiletek kozott is talalhatd egy-egy
molekulapar (HS-DMS, THS-TDS), melyek 0Osszegképlete és a kromofor csoportot
tartalmaz6 alapvaza (vagyis molekulatomege és UV-spektruma) megegyezik. A harmadik
csoportot alkotd vardenafil analégok pirazolo-pirimidin helyett imidazo-triazino alapvazat
tartalmaznak, ezzel egyiitt eggyel tobb protonalddasra képes csoporttal rendelkeznek. Az
illegalis készitményekben leggyakrabban eléforduld dizdjner analdg, az acetildenafil a
szildenafil alapvazas homoszildenafil szulfonsavamid csoportjanak modositasaval
vezethetd le: esetében a piperazin gylrii masik nitrogénje is kozéperds bazis lesz. A
tadalafil az el6zdektdl jelentdsen eltérd szerkezettel rendelkezik, a vizsgalt vegyliletek
koziil az egyediili, mely nem tartalmaz protonalhatd csoportot. A gyogyszervegyiilet
fizikai-kémiai tulajdonsagai (pl. ionizécids profil, lipofilitds) meghatarozoak mind a
farmakokinetika, mind a gydgyszeranalizis teriiletén. Az analitikai mddszerek tervezésénél
segitséget nydjt a molekula sav-béazis tulajdonsdgainak, lipofilitdsdnak ismerete. A
vegytiletek Marvin programmal [57] becsiilt savi disszociacios allandoit (pK,), valamint az

n-oktanol-viz megoszlasi hanyados értékeit (logP) az 1. tablazat foglalja Ossze.

1. tablazat: A vizsgalt vegyiiletek prediktalt savi disszociacios allandoéi és
oktanol-viz megoszlasi hanyadosai

vegyiilet neve PKa1 | PKa2 | PKas logP
szildenafil 5,99 10,92 1,35
homoszildenafil 6,21 10,92 1,71
hidroxi-homoszildenafil 5,83 10,92 0,66
dimetilszildenafil 7,34 10,92 1,80
tioszildenafil 5,99 12,45 2,24
tiohomoszildenafil 6,22 12,45 2,60
hidroxi-tiohomoszildenafil 5,83 12,45 1,55
tiodimetilszildenafil 7,34 12,45 2,69
vardenafil 2,48 6,21 10,73 1,11
N -dezetil vardenafil 2,49 7,16 10,73 0,37
hidroxivardenafil 2,48 5,83 10,73 0,06
pszeudovardenafil 2,49 10,73 1,76
acetildenafil 5,63 7,50 10,92 2,10
tadalafil 1,64
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Az 1. tablazat adatai, valamint az ionizalt forméak prediktalt megoszlasi hanyadosainak
ismeretében megszerkeszthetok az egyes vegyiiletekre vonatkozé logD-pH gorbék, melyek
segitségével a vizsgalt vegyliletek pH fliggd kromatografias elvalaszthatdsaga becsiilhetd
(2. abra). Ahol az egyes logD-pH gorbék metszik egymast, ott a vegyiiletcsucsok
koelucidja véarhatd az adott pH-n. Abban az esetben viszont, ha a két gorbe tul tavol fut
egymastol, akkor a két vegyiiletcsucs is igen nagy retencid kiilonbséggel fog megjelenni a
kromatogramon. A gorbék lefutdsa alapjan lathato, hogy az altalunk vizsgalt vegytiletek
elvélasztasa csupan hidrofobicitdsuk alapjan nem lehetséges, mivel nem taldlhatd olyan pH,
ahol a gorbék egymashoz képest megfeleld tdvolsagban futnanak. A logD értékek jelentds
eltérése (széls6 gorbék kozti nagy tavolsadg) gradiens modszer alkalmazasanak

sziikségességét vetiti eldre.

pH

2. abra: Az éltalunk vizsgalt PDE-5 inhibitorok és dizajner analdgjaik prediktalt
logD-pH gorbéi

Az illegalis szexualis teljesitményfokozd készitmények PDE-5 inhibitor (analdg)
tartalméanak detektdldsara, azonositasdra tobb kromatografidas modszert is leirtak mar,
koztiik vékonyréteg-kromatografias (TLC), gazkromatografias, de foként forditott fazisu
folyadékkromatografias modszereket (RP-LC).
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A mar ismert analégok gyors, referencia standardok segitségével torténd eldzetes
azonositasara jol alkalmazhat6 a vékonyréteg kromatografia. Elénye, hogy egyszerli és
olcso technika, azonban a szelektivitasa és a beldle nyerhetd informacidtartalom alacsony
¢és a mérésekhez minden esetben sziikség van referencia standardokra. A klasszikus
vékonyréteg kromatografias modszerek [58-60] mellett nagyhatékonysagth TLC (HPTLC)
[61, 62] és preparativ TLC [35] modszerek is megtalalhatéak az irodalomban.
Gazkromatografids mérések esetén a vizsgéalt komponensek illékonysdga ¢és termikus
stabilitasa alapvetd kritérium. A PDE-5 inhibitororok (és analogjaik) termikus instabilitasa
miatt ezek a modszerek nem terjedtek el, ugyanis a mintaelokészités kiboviil egy
szarmazékképzési (szililezési) 1épéssel, mely tovabb bonyolitja a moddszert. Ennek
koszonhetd, hogy tomegspektrometrids detektalasi GC modszert foként a torzskonyvezett
PDE-5 inhibitorok vizsgalatara dolgoztak ki [63-66]. Azok az analogok, melyek
szulfonamid kotést tartalmaznak vizsgdlhatoak savas hidrolizist kovetden GC-MS
modszerrel: ezt alkalmaztak a pszeudovardenafil szerkezetének meghatarozasakor is [15].
A GC-MS alacsony koltségének koszonhetéen a PDE-5 inhibitorok vizsgalatara igen
sz¢éleskorlien alkalmazott, mindségi analizist biztosit6 LC-MS modszerek alternativ,
kiegészitd megoldasa lehet.

A nagyhatékonysagu folyadékkromatografias modszerek a legfontosabb ¢€s leggyakrabban
alkalmazott modszerek a gydgyszeranalizisben és a PDE-5 inhibitorok vizsgéalata esetén is.
A HPLC-UV, diddasoros detektort (DAD) alkalmazva az eldzetes vizsgalatok esetén nyujt
nagy segitséget. Referencia standardok segitségével ismert analdgokbol 4llo6 UV-
spektrumkonyvtar hozhatd 1étre, mely a retencios id6k és relativ retenciok segitségével
torténd mindségi azonositast segiti és egésziti ki [11, 67]. Hou és munkatarsai azt
tapasztaltak, hogy az altaluk vizsgalt vegyiilet (hidroxi-acetildenafil) UV-spektruma az
acetildenafiléval megegyez0, azonban attol eltéré retencidos id6ét mutatott [51]. Ehhez
hasonloan, ezek a mddszerek elézetes mérésekként segitenek tajékozodni a szerkezetiikben
hasonlosagot hordozé 1) dizdjner analogok esetén is. A HPLC-UV tehat jol hasznalhat6
ismert analogok azonositdsara, de ismeretlen szarmazékok eldzetes becslésére is alkalmas
lehet, tovabba a mennyiségi meghatarozasokhoz is megbizhatdéan alkalmazott modszer. A
leggyakrabban alkalmazott allofazisok a C18-modositott forditott fazisu toltetek, mig

mozgofazisként acetonitril és (hangyasav vagy ammonium-formiat tartalmu) viz elegyeit
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hasznaljak leginkabb [25, 26]. A HPLC mérések tobbsége azonban MS detektalast
alkalmaz a megbizhatd mindségi azonositds érdekében annak nagy érzékenysége és
specificitasa miatt [2, 9, 58]. LC-MS segitségével a célmolekulak bonyolult matrixban is
egyszerii mintaelOkészitést alkalmazva szelektiven elvalaszthatdéak, valamint tovabbi
eldnye, hogy online DAD detektorral is kombinalhatd. Az ismeretlen vegyiiletek vizsgalata
HPLC-MS/MS vagy tandem MS (MS") médszerek 4ltal 1étrehozott fragmentacids mintazat
segitségével lehetséges [11, 68-71]. Az MS kapcsolas nagy elénye, hogy az elvalasztast
kovetden szerkezeti informacidhoz is juthatunk, mely 1) analégok szerkezetének
meghatarozasakor kihaszndlhat6. A dizdjner anal6gok nagy szdmanak kdszonhetden fontos
lehet, hogy rovid idén beliil igen sok komponens elvalaszthatd legyen, igy a kinetikai
hatékonysag novelése érdekében gyakran alkalmaznak gyorskromatografids megoldasokat
igen sokszor héjszerkezetli toltetekkel kombinilva mind UV, mind MS detektalassal
(UHPLC [72], UHPLC-MS/MS [1, 73, 74]).

A 2. tablazat az altalunk vizsgalt PDE-5 inhibitor anal6gok elsé azonositasakor alkalmazott
modszereket foglalja 6ssze idérendben. A PDE-5 gatlok azonositésa, illetve szerkezetének
meghatarozasa torténhet kromatografids rendszerrel nem kapcsolt UV-spektroszkopidval
(inkabb csak kiegészit6 modszerként) [12], vagy tomegspektrométerrel [15], vibracios
spektroszkopias modszerekkel (IR, NIR, Raman spektroszkopia) [12, 19, 22], vagy
magneses magrezonancia spektroszkopia (NMR) segitségével [12, 16, 19, 21, 22].
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2. tablazat: Az altalunk vizsgalt dizajner analogok elsd azonositasakor
alkalmazott modszerek Osszefoglalasa. Az NDV-t elészor Yuk emliti a [23]
irodalomban, azonban az analitika nem érhet6 el hozza.

Sor- , elso termék azonositashoz hasznalt . .
. név o s s . . hivatkozas
sZam publikacié | tipusa tecnika
UV-spektroszkopia, HPLC- Shin [12]
Lo Hs | 2003 Ital DAD, IR, FABMS, NMR Blok-Tip [13]
n H n
2. | HHS | 2004 |Kapszula '-C'ES"MSN‘;/'{F‘E“'ES"MS '| Blok-Tip [13]
LC-ESI-MS", direkt-ESI-MS", | Blok-Tip [13],
3. ACE 2004 Kapszula IR, NMR Shin [14]
LC-DAD-MS, GC-MS,
4. PV 2006 Kapszula direkt-MS" Reepmeyer [15]
LC-DAD-MS, CID-MS,
5. DMS 2007 Kapszula GC-MS, NMR Reepmeyer [16]
HPLC-DAD, LC-ESI-MS, Venhuis [17],

6. DS 2007 [Kapszula| 15 \is Ge-MS NMR Reepmeyer [18]

HPLC-DAD, LC-ESI-MS/MS,

7. TS 2008 Kapszula HR-MS, FT-IR, NMR Zou [19]
HPLC-DAD, LC-ESI-MS/MS, Zou [19],

8. | THS | 2008 |Kapszula " “hip Ms, FT-IR, NMR Venhuis [20]

9. HV 2008 Etel HPLC-DAD, LC-MS, NMR Choi [21]
HPLC-DAD, LC-ESI-MS/MS, .

10. |HTHS 2009 Kapszula HR-MS, FT-IR, NMR Li [22]

11. | NDV 2010 - - Yuk [23]

Annak ellenére, hogy szinte folyamatosan jelennek meg ijabb €s Ujabb dizdjner analdogok
kiilonb6z6 gyodgyhatasu készitményekben [11-24, 30-32, 34-39, 44-53, 75-88], azok egy
adagolasi egységre vonatkoztatott mennyiségérdl viszonylag keveset tudunk, valosziniileg a
dréga €s sokszor nem hozzaférhet6 standardok miatt. LC-UV és LC-MS modszerekkel egy
[8, 75, 77, 80, 89-92], vagy tobb [9-11, 16, 40, 72, 93] PDE-5 inhibitor vegyiilet egymas
melletti mennyiségi meghatarozasa lehetséges a megfeleld referencia standardok
alkalmazéséaval. A draga egyéni standardok elkeriilése érdekében vannak maddszerek, ahol a
dizajner analog mennyiségét a torzskonyvezett alapvegyiilet UV-valasza alapjan becslik [2,
94]. Sok esetben (pl tioszarmazékok, acetildenafil esetén) azonban a vegyiiletek alapvaza is
igencsak kiilonbozik a forgalomban 1évé hatéanyagétol, igy az UV-spektrumuk is
jelentdsen eltérhet. Poplawska ¢€s munkatdrsai egy univerzalis detektort, a kistiléses

aeroszol detektort (charged aerosol detection, CAD) alkalmaztak [95] ndovényi étrend-
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kiegészitok azonositott és még ismeretlen PDE-5 inhibitor analog tartalmanak vizsgalatara,
csak szildenafilt és tadalafilt, mint referencia anyagokat alkalmazva. Az éltaluk kidolgozott
moédszer hatranya azonban, hogy a komponensek azonositasahoz egy ©nallo, off-line
analitikai technikdra, TOF-MS-re volt sziikség.

A mennyiségi meghatarozashoz azonban bizonyos PDE-5 inhibitor kombinaciok, illetve
bizonyos analdégok esetén gyakran sziikkség van a minta tobb moddszerrel torténd
vizsgalatara, mely tobb iddét igényel. Olyan moédszer azonban, mely a gyanus
potenciafokozd készitményekben szamos PDE-5 inhibitor egymas melletti rutin mindségi
¢s a mennyiségi elemzést is lehetdvé teszi, igen kevés létezik. A munkénkkal egy iddben
Nickum ¢és Flurer, az FDA kromatografusai kvalitativ és kvantitativ mérést egyszerre
biztositdo HPLC-UV modszert dolgoztak ki PDE-5 inhibitorok vizsgalatara [96]. A vizsgalt
vegyiileteket 6 csoportba osztottdk UV-spektrumuk alapjan, tehat a mennyiségi
meghatarozast 6 alapvegyliletre vezették vissza, leredukalva ezzel az alkalmazandé
standardok szamat.

Célunk volt egy egyszerd, olcsd, MS kompatibilis HPLC-UV modszer fejlesztése, mely
alkalmas egyetlen (szildenafil) kiils6 standardot alkalmazva a PDE-5 inhibitorok és dizajner

rrrrrr

¢s étrend-kiegészitd készitmények vizsgalata soran.

1.2. Optikailag aktiv vegyiiletek elvalasztiasa ciklodextrin-alapu Kkapillaris
elektroforézissel

1.2.1. Optikai izoméria, kiralitds

Mintegy két évszdzada ismertek olyan vegyiiletek, amelyek a polarizalt fény sikjat
elforgatjak. A jelenséget optikai aktivitasnak, kiralitasnak; a vegyliletet pedig optikailag
aktivnak, kiralisnak nevezziik. Az enantiomerek olyan sztereoizomerek (térizomerek),
melyek konfigurdcidja egymassal ellentétes, térszerkezetben tiikkorképi part alkotd
molekuldk. Az enantiomerek tulajdonsagai akirdlis kornyezetben csak az optikai forgatas
iranydban térnek el egymastol, mas fizikai és kémiai tulajdonsdgukban nem. Egy
molekulanak csak egy enantiomerje lehetséges, amelynek minden aszimmetria-centruma

ellentétes kiralitasti, a tobbi izomer diasztereomerje az illet6 molekulanak. A
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diasztereomerek olyan sztereoizomerek, amelyek egymdésnak nem tiikkorképei, és nem is
hozhatok fedésbe egymassal. A diasztereomerek eltérd fizikai és kémiai tulajdonsagaiknak
koszonhetden elvileg megkiilonboztethetdek, elvalaszthatéak. Egy molekulanak tobb (n)
aszimmetria-centruma is lehet, ilyenkor a lehetséges sztereoizomerek maximalis szama 2".
A Kiralitas jelensége az egész univerzumban fellelhet6 és a foldiinkon kialakult életben is
meghatdroz6 szerepet tolt be. Az éldlényeket felépitd szerves molekulak jelentds része
kiralis, térszerkezeti homogenitdsuk alapvetd fontossdgu. A biomolekuldk homokiralis
egységekbdl épiilnek fel: a fehérjék aminosav egységei kizardlag L-izomerek, a
szénhidratok és a nukleinsavakat felépité cukrok pedig D-izomerek.

A szervezet biomolekulainak szelektivitasat egyedi, gyakran kiralis szerkezetiik biztositja,
melynek koszonhetéen a szervezettel kolcsonhatasba keriilé enantiomer parok szamos
esetben eltérd biologiai hatast fejtenek ki [97-99]. A szervezetbe jutd enantiomer par tagjai
kiilonbozhetnek egymastol aktiv transzportjukban, a szovetek kozotti eloszlasukban, a vér
fehérjéihez  valdo  kotddésiikben, receptorkotddésiikben, metabolizmusukban — és
kitiriiléstikben, tovabba az is el6fordulhat, hogy az egyes sztereoizomerek mas receptorhoz
kotédnek [97, 100, 101].

Az enantiomerek eltérd biologiai hatdsdnak jelentéségére a hatvanas évek
gyogyszerbotranya hivta fel a figyelmet. A német Griinenthal gyogyszergyar 1957 6szétdl
Contergan® néven (hatéanyag: racém talidomid) nyugtaté és altato hatisu gyogyszert
kezdett forgalmazni. A Contergan® a kismamak szamara egyaltalan nem volt ellenjavalt, a
nyugodt alvas érdekében az egyik legfébb célcsoportja az aldott allapotban 1évé anyak
voltak. 1958 masodik felétdl jelentésen megnovekedett a stlyos fejlodési
rendellenességgel, torzult végtagokkal, illetve halvasziiletett csecsemdk szama. 1980-ra
tisztaztak, hogy a hatéanyagnak csak az egyik enantiomerje (R) felelds a nyugtatd hatésért,
mely artalmatlan a magzatra nézve. Az S enantiomer viszont teratogén hatéssal rendelkezik,
igy tobb ezer magzatban sulyos fejlédési rendellenességet okozott [102-104].

A Contergan-botrany megrenditette a bizalmat a hatdéanyagot hagyomanyos, racém
formaban tartalmaz6d gyogyszerek irant ¢és forradalmi valtozast idézett eld a
gyogyszeriparban. A gydgyszerek bevezetése elétt a kiralis molekuldk enantiomerjeit
minden esetben el kell valasztani, egyiittesen és kiilon-kiilon is meg kell oket vizsgalni

kémiai, farmakoldgiai, farmakokinetikai €s toxikologiai szempontok alapjan. A gyodgyszer
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enantiomertiszta bevezetésétol kizardlag abban az esetben lehet eltekinteni, ha a két optikai
izomer hatasa teljesen azonos [103].

Az eutomer (kivant hatasi enantiomer) ¢€s a disztomer (hatdstalan vagy karos hatasu
enantiomer) elvalasztasa gyakran csak azért sziikséges, mert a disztomer nem hat vagy csak
kevéssé hat a célmolekuldn, ugyanakkor ballasztként noveli a terhelést a szervezet
detoxifikdlo rendszerei szamdara. Az altalunk vizsgalt vegyiiletek (alogliptin, tapentadol,
tadalafil) is ilyen tipusu vegyiiletek. Az enantiomerek elvalasztasa alapvetd, ha az egyik
enantiomer nem csak hatastalan, de toxikus is: példaul bupivakain esetén az R enantiomer
erdsen kardiotoxikus, az S-talidomid teratogén hatasat mar emlitettiik. Specidlis esetben
eléfordulhat az is, hogy mindkét enantiomer hasznos terapias hatassal rendelkezik, de mas-
mas teriileten: mig az dextropropoxifen analgetikus hatdsu, addig a levopropoxifen
antitusszivum, az enantiomerek elvalasztdsira ebben az esetben is sziikség van. Az
enantiomerek nemcsak farmakodindmiasan, de farmakokinetikdjukban is eltérhetnek,
példaul az S-acenokumarol tizszer gyorsabban metabolizalodik, az antikoagulans hatasért
igy foként a lassabban metabolizal6dé R-acenokumarol a felelés [105].

Az enantiomer elvélasztas azonban nem konnyli feladat és rendkiviili tobbletkoltséget
jelenthet, célravezetébb a molekuldkat iranyitott, sztereokémiai szempontbol szelektiv
modon eldallitani. 1993-ban a szintetikus hatéanyagot tartalmazo gydgyszerek szdma 1300
koriil volt, koziiliikk kb. 500 tartalmazott kiralis hatbanyag molekulat, de csak 61 hatéanyaga
volt enantiomertiszta formaban. Napjainkban a forgalomban 1évé gydgyszerek nagy részét

az optikailag tiszta hatdanyagot tartalmazo készitmények teszik ki [106, 107].

1.2.2. Ciklodextrinek, mint kirdlis szelektorok

A hatdéanyagot enantiomertiszta formdban tartalmazd készitmények térhoditdsanak
koszonhetden a kirdlis anyagok vizsgalata, az enantiomerek elvalasztasa igen gyakori
feladat. A kiralis molekulak enantiomerjei akiralis kornyezetben nem kiilonboztethetdek
meg egymastol, azonban kirdlis vegyiilettel (kiralis szelektorral) kolcsonhatasba 1épve
diasztereomer parokat alkotnak (pl. diasztereomer soképzés, komplexképzés), amelyek
eltérd fizikai tulajdonsagaik (pl. oldékonysag, kristdlyforma, stabilitds, kromatografias
retencid,  elektroforetikus ~ mozgékonysag)  alapjan  akiradlis  kozegben s

megkiilonboztethetdek. Le kell azonban szdgezniink, hogy nincs olyan univerzalis kiralis
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szelektor, amely minden enantiomer part el tudna valasztani, a kiilonb6z6 kiralitdscentrumu
molekuldk testreszabott segédanyagokat igényelnek. A leggyakrabban alkalmazott
szelektorokat az alabbiak szerint csoportosithatjuk:

- makrociklusos antibiotikumok [108, 109] (pl. vankomicin, teikoplanin, risztocetin)

- peptidek, polipeptidek, fehérjék [110] (pl. human szérum albumin)

- oligo- és polinukleotidok [111]

- nem ciklusos oligo- és poliszacharidok [112, 113] (malt6z, dextran, amil6z, heparin)

- koronaéterek [114] (pl. 18-korona-6)

- micellaképz6 kiralis feliiletaktiv anyagok [115] (pl. Cu(Il)-N,N-dodecil-alaninat)

- kiralis fém-komplexek [116] (pl. Cu(ll)-aszpartam komplexek)

- ciklodextrinek [117, 118] (pl. nativ és szubsztitualt ciklodextrinek)
UV-sugarzést ateresztd képességiik és relativ alacsony aruk miatt a ciklodextrinek a
legszélesebb korben alkalmazott szelektorok. Szarmazékaik igen bd valasztéka biztositja az
egyszerl és sokszinli moédszerfejlesztést.
A ciklodextrineket el6szor 1891-ben Villiers irta le [119]. Tobb mint egy évtizeddel késébb
Schardingernek sikertilt elkiiloniteni egy termofil baktériumot, amely képes volt feloldani a
keményit6t és abbol kristalyos dextrineket képezni. Schardinger még nem ismerte pontos
szerkezetiiket, de felismerte komplexképz6 képességiiket [120]. Az 1930-as években
Freudenberg ¢s munkatarsai izolaltdk eldszor tisztan a hdrom nativ CD-t, és igazoltak azok
gyliris szerkezetét [121], azonban az o- és B-CD szerkezetében tévesen 5 ill. 6 gliikoz
egységet gondoltak. A gliikkdéz egységek pontos szamat French és Rundle hataroztdk meg
[122]. Az egyik legfontosabb tulajdonsagukat, a sztereoszelektivitasukat Cramer irta le
1952-ben [123]. A ciklodextrin kutatas és felhasznalas ezek utan hatalmas lendiiletet vett,
szamos CD szarmazékot allitottak eld a széleskorli felhasznaldsi igények kielégitése
érdekében.
A ciklodextrinek ciklikus, nem-redukalé oligoszacharidok, amelyek o-(1,4)-glikozidos
kotéseken keresztiil D-glitkopiranoz egységekbdl épiilnek fel [124, 125]. A CD-ket felépitd
glikozegységek szama alapjan (6, 7, ill. 8 egység esetén) o-, B-, ill. y-CD-ket
kiilonboztetiink meg. A ciklodextrineket alkotod gliikopiranoz egységek egy csonkakup-
palast feliiletén helyezkednek el egy kozelitdleg henger alaku iireget koriilhatarolva,

melynek nagysdgit a gylriitagszdm hatarozza meg. A molekula belsé iirege a
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hidrogénatomok ¢és glikozidos oxigénhidak révén enyhén apolaris tulajdonsagu. A
csonkakip keskenyebb nyilasat primer, a szélesebbet szekunder hidroxicsoportok
hataroljak, amelyek a molekula kiilsé felszinének poldris jellegét biztositjak. A polaris
feliileti sajatsagoknak kdszonhetden a CD-k (az intermolekularis hidrogénhidak kialakulasa
miatt aggregalodo B-CD kivételével) jol oldodnak vizben. A CD-k vazlatos és
haromdimenzids szerkezetét a 3. dbra mutatja be, fontosabb fizikai-kémiai tulajdonsagaikat

pedig a 3. tablazat foglalja 6ssze [124].
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3. abra: A ciklodextrinek szerkezete és tiregméretének 6sszehasonlitasa
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3. tablazat: A CD-k fizikai-kémiai tulajdonsagai és molekularis méretei [124]

Jellemzo a-CD B-CD v-CD
Gliikézegységek szama 6 7 8
Molekulatomeg (g/mol) 973 1135 1297
a: az lireg amérdje (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 lireg magassaga (nm) 0,79 0,79 0,79
Az iireg térfogata (nm®) 0,18 0,33 0,52
Felvehetd vizmolekuldk szdma az iiregben 6 11 17
Kristalyviz tartalom (%) 10,2 13,2-14,5 8,13-17,7
Oldhatosag vizben (g/100 cm®) (25°C-on) 14,5 1,85 23,2

A ciklodextrinek egy hidrofil kiilsével (relativ jo vizoldhatdsag), és gyengén hidrofob
ureggel rendelkeznek, mely megfeleld kornyezetet biztosit apolaris vendégmolekulak
szamara [125, 126]. Kiilonleges sajatsaguk, hogy liregiik a hossztengelyiik mentén mindkét
végén nyitott, henger alakl, melybe szdmos eltéré kémiai szerkezetli, az adott iiregnek
megfeleld alakt és méretl molekuldkat képesek befogadni. Az a-CD altalaban a kis
molekulatomegii, foként alifas oldallancot tartalmazé vendégmolekulak befogadasara
alkalmas, a B-ciklodextrinek ezzel szemben az aromas és heterociklusos vegyiiletek irant
legnagyobb az affinitasa, mig a y-CD méreténél fogva makrociklusokkal, szteroidokkal is
stabil komplexet képez [127]. A zarvanykomplex képzddésekor a vendégmolekula és a
ciklodextrin gazdamolekula k6z6tt nem-kovalens kdlcsonhatasok 1épnek fel (hidrogén hid,
dipol-dip6l  kolcsonhatas a esetekben elektrosztatikus

hidroxicsoporttal, egyes

kolcsonhatas). A ciklodextrin iiregében tartozkodd energetikailag kedvezdtlen allapota
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vizmolekuldknak apolaris vendégmolekuldval torténd helyettesitése a komplexképzés
kulcslépése lehet (entropikus faktor). A ciklodextrinek altalaban 1:1 sztdchiometriaju
komplexeket képeznek, de eléfordulhatnak 1:2 vagy 2:1 aranyu, valamint egészen specialis
Osszetételii komplexek is [128, 129].

A ciklodextrinek szamos kiralitascentrumot tartalmaznak (glilkéz monomerenként 6t6t,
tehat rendre 30, 35 illetve 40 aszimmetria centrumot tartalmaz az a-CD, B-CD, illetve
v-CD), ezért belso iireglik tulajdonképpen egy kirdlis mikrokdrnyezet. Az enantiomerek
CD-hez torténd eltéré kotddése miatt kiillonbozo stabilitdsu diasztereomer komplexpar
keletkezhet, melynek a tagjait komplexstabilitasi allandokkal tudjuk jellemezni. A
kialakul6 komplexek stabilitasat az lireg mérete, a vendégmolekula iiregbeli elhelyezkedése
¢és az esetleges oldallancokkal kialakul6d kolcsonhatdsok erdssége befolydsolja. Abban az
esetben, ha a kialakuld kolcsonhatds kiillonb6z6 mértékben stabilizalja a két enantiomer
zarvanykomplexét, akkor a komplexképzddés sztereoszelektiv lesz, a két enantiomer
atlagosan eltéré id6t tolt a komplexben az elvalasztas soran, aminek kdszonhetéen
1étrejohet a kiralis elvalasztas.

A CD molekula kiralis felismerd képessége szubsztituensek bevitelével novelheté. A CD-k
gliikozegységenként egy primer €s két szekunder alkoholos hidroxicsoportot tartalmaznak
(0sszesen 18, 21, illetve 24 szabad OH-csoportot az a-CD, B-CD illetve y-CD esetén),
amelyek kitlind lehetdséget biztositanak a valtozatos szerkezetli szarmazékok eldallitasara
[130-132]. A CD szarmazékok egyedi, esetenként szelektiv komplexképzo
tulajdonsadgokkal és kiralis felismerd képességgel rendelkeznek. A CD szarmazékok
esetében a szubsztiticiés fok (degree of substitution, DS) azt definidlja, hogy CD
molekulanként atlagosan hany hidroxicsoporton tdrtént szubsztiticid. Az utdbbi masfél
évtizedben a nativ CD-k legkiilonfélébb szarmazékait allitottdk eld és alkalmaztak nagy
sikerrel, manapsag az irodalomban leirt ciklodextrin szdrmazékok szdma mar tobb mint
1500.

A ciklodextrinek felhasznalasa, tekintettel a sokféle szarmazékra és valtozatos alkalmazasi
terliletekre egyre sokrétiibb. A legnagyobb (tonnas) mennyiségben a random metil-f-CD-t
(vizbazisu festékek, fakezeld oldatok) és a hidroxipropil-B-CD-t (tisztito- és kozmetikai
szerek) hasznaljdk fel. Ipari szennyvizekbdl bizonyos komponensek ciklodextrin-

gyantakkal eltavolithatok. Az élelmiszeriparban a kiilonféle aromak féként a B-CD
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komplexeit értékesitik, amelyek megndvelt vizoldékonysdggal és kémiai stabilitassal
rendelkeznek [133]. A gyogyszeriparban illékony gyogyszermolekulak stabilitasanak,
vizben rosszul 0ldodo hatdéanyagok oldékonysaganak, biohasznosithatdosdganak ndvelésére,
peptidaggregéacid gatlasara, helyi irritaciok, mellékhatdsok elkeriilésére, valamint iz- ¢és
szagfedésre alkalmazzak a ciklodextrineket és azok szarmazékait [134]. A ciklodextrinbe
zart anyagok tulajdonsagai megvaltozhatnak: éltalaban elvesztik higroszkdpos jellegiiket,
sok esetben csokken a komplexbe zart molekula oxidacidra, bomlésra, polimerizaciora valo
hajlama.

Egyes CD-k (pl. a nativ a-, B- és y-ciklodextrin, valamint a hidroxipropil-B-CD) mar
hivatalosak az amerikai, japan vagy europai gyogyszerkonyvekben és az élelmiszeriparban,
mint segédanyagok, mas ciklodextrinek engedélyeztetése pedig folyamatban van. A
ciklodextrinek azonban egyre szélesebb korben tlinnek fel nem csak segédanyagként:
példaul a Sugammadex (Bridion®™) egy ciklodextrin-alapt, rokurénium-specifikus
mesterséges receptor. A készitmény nagy eldnye, hogy a rukorénium miitét utani
izomrelaxans hatdsat hatékonyan sziinteti meg, jelentésen megndvelve az anesztézia
biztonsagossagat, csokkentve a mellékhatasokat és gazdasagosabba téve az altatast [135].
Az utobbi években hatéanyagként torténd alkalmazéasuk (pl. Niemann-Pick C betegség) is
elétérbe keriilt [136]. Célzott hatdanyag bejuttatast eldsegitdé hordozd rendszerként
(kopolimerek, nanorészecskék) torténd alkalmazasuk is, népszerli és igéretes kutatdsi
teriilet, féleg a kemoterapias szerek szallitasara [137].

Az analitikai kémia a leggyakrabban kirdlis felismerd képességiiknek koszonhetéen
alkalmazza a CD-ket, elsdsorban az enantioszelektiv kromatografia és a kiralis

elektorforetikus technikak teriiletén.

1.2.3. Kirdlis kromatogrdfia

Az enantiomertiszta hatdéanyagot tartalmazo készitmények bevezetése 6ta a kiralis anyagok
vizsgalata, az enantiomerek elvalasztdsa és az enantiomerarany meghatarozasa igen gyakori
gyogyszeripari feladat. A gyogyszerkonyvi és hatdsagi eldirdsok megkovetelik a tized
szazalékban jelenlevd szennyezések meghatarozasat, beleértve az enantiomer
szennyezéseket is [138]. Az enantiomer tisztasag gyors és hatékony meghatarozasara a

kromatografia (gazkromatografia [139-141], szuperkritikus fluid kromatografia [142-144]
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¢és nagyhatékonysagt folyadékkromatografia [112, 145-148]) valamint a kromatografias és
elektromigracios elvet egyarant kihasznalni képes kapillaris elektroforézis [149] nyujtja a
legvaltozatosabb lehetéségeket: kis mennyiségli mintabol néhany perc alatt akar 0,1%-nal
kevesebb kirdlis szennyezd is meghatarozhato, akar tobb enantiomer parra, bonyolult
matrixokban is.

Az enantiomerek a kirdlis szelektorral enantioszelektiv kdlcsonhatasba 1épve eltérd fizikai
tulajdonsagu (kromatografias retencid, elektroforetikus mozgékonysag) diasztereomer
parokat alkotnak. Az enantioszelektiv kromatografia két részre oszthatd: kozvetett
(indirekt) és kozvetlen (direkt) megkozelitésre. A kozvetett modszernél az enantiomer part
még a kromatografalas (elvalasztas) elott egy stabil kotést (altaldban kovalens kotést)
kialakito kiralis szdrmazékképzd reagenssel vissziik reakcidba, melynek eredményeként
eltéré tulajdonsdgokkal rendelkezé diasztereomer par keletkezik. Ilyenkor 4ltalaban
nagyobb enantioszelektivitas érhetd el (kromofort/fluorofort tartalmazéd szarmazékképzovel
nagyobb detektalasi érzékenység is), azonban a diasztereomer szarmazékképzés egy plusz
mintaelokészitési 1€pést jelent, amely tovabbi hibak forrasa lehet (reagens tisztasag, matrix
vegyiiletek kompeticidja, nem ugyanakkora konverzi6 az enantiomerekre, stb.). Az
altalanosabban (és altalunk is) alkalmazott kozvetlen modszernél a kiralis szelektor csak
1d6leges, az analizis idOskaldjan pillanatszerlien gyorsan keletkezd ¢€s disszocialo
diasztereomer part képez a vizsgaland6é enantiomerekkel. A szelektor lehet az all6fazis
része  (folyadékkromatografias  rendszereknél — [112, 147, 148], kapillaris
elektrokromatografianal (CEC) [150-152] az esetek nagy részében) vagy mozgofazis-
adalék (kapillaris elektroforézisnél [117, 153-155], HPLC esetén ritkan, foként olcsobb
szelektor esetén [156] a nagyobb eluensigény miatt). Az elvalasztas HPLC esetén kizardlag
az enantiomerek kiralis szelektorral torténé eltéré erdsségli kolcsonhatasabol ered. A
szelektorral erdsebben kolcsonhatd enantiomer tobb iddt tolt a szelektort tartalmazo
fazisban, mint a gyengébben kolcsonhatd izomer, igy a két sztereoizomer megoszlasa
kiilonboz6 lesz a két fazisban, amely eltéré haladasi sebességben (retencidban) nyilvanul
meg [157-159]. A kiralis kromatografia esetén a kiilonboz6 vegyiiletek kiralitdscentrumai
testre szabott kiralis szelektorokat igényelnek, ugyanis a szelektor és mintavegyiilet
kolcsonhatd atomcsoportjai  kozotti pontos térbeli megfeleltetés sziikséges. Ezt a

harompontos kolcsonhatdsi modell irja le: ahhoz, hogy a kiralis felismerés megtorténjen a

27



DOI:10.14753/SE.2016.1886

szelektornak ¢és a vizsgalt izomerek legalabb egyikének egy idoben és legkevesebb harom
ponton kell kdlcsonhatasba 1épni, amibdl egy pontnak sztereoszelektivnek kell lennie.
Ennek az az oka, hogy csak a minimum harom ponton létrejové kolcsonhatas képes
kiilonbséget tenni a csupan térszerkezetiikben kiilonb6z6 enantiomer parok kozott [160,

161].

1.2.4. Kiralis kapillaris elektroforézis

A kromatografias technikak mellett a kapillaris elektroforézis napjainkban az egyik
leggyorsabban fejlddd elvalasztastechnikai modszer. A CE egyediilalldo eldnyokkel
rendelkezik az ionizalhatd anyagok analizisében, de megfeleld segédanyagokkal (toltéssel
rendelkezé micellaképzé [162] vagy megfeleld kiralis szelektor [153, 163, 164]) képes
semleges anyagok elvalasztasara is [165].

Elektroforézis (elektromigracid) esetén a toltéssel rendelkezd részecskék elektromos térerd
hataséara az ellentétes polaritast elektrod felé vandorolnak, az elvalasztas az ionok eltérd
elektroforetikus mozgékonysagan (mobilitas, ) alapul [166]. A mobilitast leginkabb a
részecske fajlagos toltése befolyadsolja, de fiigg az ion alakjatdl, szolvataltsaganak
mértekétdl, a kozeg viszkozitasatol, relativ permittivitasatol, pH-jatol és a kapillaris
hémeérsékletétdl is. A részecskék elektroforetikus mozgékonysagat jelentésen befolyasolja
tovabba az elektroozmdzis, mely az elektromos tér hatasara az elektrolitnak a toltéssel
rendelkezé kapillarisfelillet mentén kialakuld elektroozmotikus aramlasat jelenti

(electroosmotic flow, EOF, 4. abra).

\I/ NI/ \I/ \I/ \I/ \I/ \I/ \l/
S1 St S1 S1 S S1o S S
O o O O O O O O
) @ &6 &6 6 6 & &

-+ -

elektroozmotikus aramlas (EOF)

ANOD KATOD

(W) (@) W) (W) (W) (V)] () @ elektromos
Or O O O O O O O kettosreteg
St S1 St Sit Si St Si St
/IN /IN /IN /IN /IN /IN /IN /1IN

4. abra: A kapillaris belso feliilete és az elektroozmotikus aramlas (EOF)
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A szilanolcsoportok az elektrolit pH-jatol fiiggéen toltéssel rendelkezhetnek. El6kezeletlen
kapillaris esetén 2,5-nél nagyobb pH-n az SiOH csoportokrél hidrogénionok
disszocialhatnak és az igy kialakult negativ toltésii feliilethez az oldatbol hidratalt kationok
vonzodnak a kapillaris falahoz. Ezzel Iétrejon egy elektromos kettOsréteg, amely
potencialkiilonbséget, ugynevezett zéta-potencialt eredményez. A hidratalt kationok az
elektromos tér hatdsadra elmozdulnak a katdd iranyaba, meginditva a kapillarisban 1évo
teljes folyadéktomeg aramlasat. Ez az elektroozmotikus aramlas az anionokat is magaval
viszi, annak ellenére, hogy azok sajat elektroforetikus mobilitasuk alapjan az andd felé
vandorolndnak. Az elektroozmotikus mobilitds fiigg a hattérelektrolit pH-jatél és
koncentraciojatdl (ionerdsségétol), valamint az esetleges szerves modositotol. Annal
nagyobb az EOF, minél nagyobb a hattérelektrolit pH-ja, mivel egyre tobb hidrogénion
disszocial a szilanolcsoportokrol. 8-nal nagyobb pH-n viszont a tovabbi ltgositas mar nincs
befolyassal az EOF sebességére, hiszen gyakorlatilag az 6sszes szilanolcsoport deprotonalt
allapotban van. Az EOF mozgékonysaga hozzdadodik a részecske sajat effektiv
mozgékonysagahoz, létrehozva a kisérletileg meghatarozhatd latszélagos (apparens)
mozgékonysagot. Ezek alapjan az injektdlt mintazéna elején a (legnagyobb fajlagos
toltéssel rendelkezd) kationok vandorolnak, oket kovetik a semleges molekuldk (EOF
zona), leghatul pedig a (legnagyobb fajlagos toltéssel rendelkezd) anionok migralnak

(5. abra).

EOF

_—
N

injektalas

ANJ:_#D S @

detektalas

@ D T KATOD

effektiv o ’ X
EOF mozeékonysie latszolagos mozgekony sag
kation —_—st — = >
semleges EOF
részecske — > T = >
EOF
amon _ + «— = _>

5. dbra: Az elektromos téreré hatasa a kationokra, az anionokra és a semleges
részecskékre
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A CE nagy elonye, hogy az EOF aramlasi profilja dugoszerli, szemben a nyomads altal
létrehozott parabolikus (laminaris) aramlési profilt mutatdé kromatografias rendszerekkel
(pl. HPLC, 6. abra). Ennek oka, hogy a kapillaris 4&tmérdjéhez képest a kapillaris belsejében
1évo kettosréteg igen vékony. A dugodszerli dramlasi profil esetén nagy a hatékonysag, akar
milliés nagysagrendi elméleti tanyérszam elérése lehetové valik, a csucsszélesedés

minimalis.
A) elektroozmotikus aramlas

-+

—_— P
dugoszerd aramlas

B)
hidrodinamikus aramlasi profil
——— —
pumpa parabolikus aramlas

6. dbra: Aramlési profilok: A) dugdszerii és B) parabolikus dramlas

A Kkapillarisban vandorlé ionok ,,surlodasa” soran jelentés mennyiségli h6 (Joule-ho)
képzddik, amely azonban nagy feliileten adodik le, ez nagy térerd alkalmazasat teszi
lehetévé. A nagy elektromos térerd hasznalata rovid analizisiddt, valamint kiemelkedd
elvalasztasi hatékonysagot, és nagy felbontast biztosit. A mind elektrokinetikusan, mind
hidrodinamikusan injektalhato kis (1-50 nl) mintatérfogatnak, a széles korben valtoztathato
futtatasi paramétereknek és a valtozatos detektdlasi modoknak kdszonhetéen a modszer-
fejlesztés valtozatos, gyors és egyszeril. Ez a kdrnyezetbarat technika alacsony miikddtetési
koltségli (vizes pufferek szerves olddszerek helyett), automatizalhato és a vegyiiletek igen
széles korét képes elvalasztani (a kis ionoktél a tobb milli6 Da molekulatomegi
makromolekuldkig). A modszer tovabbi eldnye az egyszerli mintaelOkészités: akar
vérplazma vagy vizelet mintdk is tisztitas nélkiil analizalhatok, mert a kvarc kapillaris
minden analizis utan hatékonyan regeneralhatd. Hatranya a legelterjedtebb kromatografias

technikakkal szemben egyrészt a kisebb érzékenység: az optikai uthossz igen rovid, mivel
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maga a Kkapillaris a detektorcella, illetve a kis térfogata injektdlas a mérések
ismételhetdségét €s a modszer robusztussagat ronthatja. Az elméletileg elérhetd rendkiviili
hatékonysagot a mintakomponens és a hattérelektrolit azonos tdltésli ionjanak jelentOs
mobilitaskiilonbsége esetén kialakuld elektromigracios csucsdiszperzié [167], vagy a
kapillarisfalon torténd mintaabszorpcid ronthatja, azonban mindkét esetben megoldast
nytjthat a megfelelé puffervalasztas [168], illetve masodik esetben a kapillarisfal
dezaktivalasa [169].

A kapillaris elektroforézis elméleti alapjait, megvalositasi modjait, valamint a késziilék
felépitését szamos szakirodalmi cikk, konyvfejezet részletezi (példaul [166]), jelen
dolgozatban a terjedelmi korlatok miatt nincs mod ezekre kitérni.

Kezdetben a kiralis anyagok elvalasztasat elsésorban HPLC és GC modszerekkel végezték.
Ezeknek az elvalasztastechnikai modszereknek az optimalizalasa nehézkes, a kiralis
allofazisok pedig meglehetdsen dragak. Ezzel szemben a kirdlis anyagok kapillaris zona
elektroforézissel (CZE) torténd elvalasztasanal csupan kirdlis szelektort kell (alacsony
koncentracioban) a pufferhez adagolni, mely sokkal egyszeriibb, hatékonyabb és joval
olcsobb, a modszeroptimalizalds pedig sokkal konnyebben, valtozatosabban ¢és
valtoztatasaval. Ezeknek az eldnyoknek koszonhetéen a CE a kirdlis elvalasztas
dinamikusan fejl6do agava valt.

A kiralis allofazist hasznaldé kromatografias technikakkal szemben a CE-ben a kiralis
felismerés molekuldris szinten és nem az alloéfazis makroszkopikus szintjén torténik. A
kiralis vegyiiletek enantiomerjeinek toltéssiirisége megegyezik, igy azok elektroforetikusan
nem elvalaszthatéak. Hasonloan a kromatografids megoldasokhoz, itt is sziikkség van egy
kiralis szelektorra, mellyel kolcsonhatva az enantiomerek sztereoszelektiv felismerése
kovetkeztében (tulajdonképpen kromatografias elvalasztasi elv alapjan) torténhet meg az
enantiomerek elvalasztasa. Az oldott allapot kiralis szelektort pszeudo-alléfazisnak is
nevezik, mivel az enantiomerek vandorlasi sebessége szabad formaban ¢és ideiglenesen
képzddott asszocidtumkeént eltérd (7. dbra). A moddszerfejlesztés sordn tehat a molekuldris
szinten  torténd  enantioszelektiv  felismerést az  enantiomerek  tényleges

mozgékonysagkiilonbségévé kell alakitani a kiralis elvalasztas megvalositasahoz [170].
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@ B pm o

7. abra: A vizsgalt pozitiv toltéssel rendelkez0 molekula (A) eltéré vandorlasi
sebessége ideiglenesen képzodott CD-analit asszocidtumkeént és szabad formaban

A szabad enantiomerek mozgékonysaga megegyezik (11 = u2 = Usabad), mivel méretiik és
toltésstiriiségiilk is azonos. A sikeres elvalasztasuk érdekében az enantiomerek
mozgékonysag kiilonbsége sziikséges, ezt az aldbbi egyenlettel modellezhetjiik 1:1

komplexképzési sztochiometria esetén [171].

Ap = py — iy

_ HUszabad +/flkplx 2 Kstab 2 [CD] _ HUszabad +ﬂkplx 1 Kstab 1 [CD]
1+ Kstab 2 [CD] 1+ Kstab 1 [CD]

1)
ahol w1 és up az egyes enantiomerek effektiv mozgékonysagai; Ksp1 és Ksuapz @ Szelektor-
enantiomer komplexek komplexstabilitasi allandoi (M™); usabag €S Ukpix @ szabad és a
szelektorhoz kotott enantiomerek effektiv mozgékonysagai; [CD] a pufferben oldott kiralis
szelektor koncentracidja (M). Az (1) egyenlet alapjan az elektroforetikus és a
kromatografids enantiomer elvalasztds tovabbi kiilonbségei magyarazhatoak, ugyanis a
mobilitaskiilonbség szerepe kromatografias elvalasztasoknal nem jelenik meg. Az
enantiomerek elvalasztasa az elektroforetikus technikdk esetén is leggyakrabban azok
kiralis szelektorhoz torténd eltérd kotddési affinitasan alapul (Kgaps # Kstanz). CE-ben
azonban a komplexek stabilitasbeli kiilonbségén tul az enantiomerek és a szelektor kozott
ideiglenesen képz6dd diasztereomer asszocidtumok hatarmobilitasanak kiilonbsége
(kpix1 # xpixe) 18 okozhat enantiomer elvalasztast [172], még akar akkor is, ha a
komplexstabilitasi allandok megegyeznek (Kstap: = Kstan2). Az elsé egyenletbdl kovetkezik
tovabba az is, hogy a hagyomanyos kromatografias technikakkal szemben, ahol a kirélis
szelektor legtobbszor az allofazishoz kotott, a kiralis CE oriasi elonye az elvben korlatlanul
novelhetd szelektivitds (a latszolagos szelektivitds feliilmalhatja a termodinamikai
szelektivitast) [173], illetve hogy elérhetd az enantiomerek migracidos sorrendjének

(enantiomer migration order, EMO) megvaltoztatasa a szelektor és az analitok kozotti
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affinitas megforditasa nélkiil is [170]. Az idealis migraciés sorrend beallitasa
kulcsfontossagt lehet a kiralis analitikdban, kiilondsen, ha nyomnyi mennyiségt kiralis
szennyezd esetén torténik az enantiomertisztasagi vizsgalat, vagy ha a f&6 komponens
zavarja az elvalasztast talterhelés vagy a cstucsok heading/tailing deformacioja altal. Tailing
(uszélyosodas) esetén a 0,1% kirdlis szennyezd komponens megfeleld, biztonsagos
meghatarozasa altalaban csak akkor lehetséges, ha a minor cstics migral elébb (heading
esetén pedig pont forditva) [174]. Az enantiomerek migracios sorrendjének megfordulasa a
kiralis szelektor kémiai vagy szerkezeti modosulasa altal eldidézhetd legdramaibb valtozas.
A szelektor akar legkisebb szerkezeti vagy kémiai modositasa is nagy hatassal lehet a
kiralis felismerésre €s a migracios sorrendet megfordithatja a CD-n 1év6 szubsztituens
tipusa, helyzete, a CD iiregmérete, valamint a szubsztiticios fok is [175, 176]. Uregméret-
fliggd sorrend valtozas esetén a szelektor ¢és az enantiomerek kozott kialakuld
kolcsonhatasok azonosak, azonban a kdlcsonhato csoportok kozotti tavolsag CD-rél CD-re
valtozhat. [176-180]. A gylr( szubsztitualasa is hatassal lehet az tiregméretre (metil CD
szarmazékok esetén) és a szelektor és az analit kozott kialakuld intermolekularis
kolcsonhatasok természetére (toltéssel rendelkezo ciklodextrinek esetén ionos kdlcsonhatas
is létrejohet), mely ugyancsak az enantiomer-sorrend megvaltozasahoz vezethet [176, 179,
181-186]. Tanaka azt tapasztalta, hogy nem csak a szubsztituens tipusa, hanem annak
elhelyezkedése is hatassal lehet az enantiomerek migracios sorrendjére [187, 188], ezt
acetil és szulfat szubsztituensek esetén Chankvetadze is bizonyitotta [189, 190]. Ezen tul a
szelektor koncentracio valtoztatasaval [191, 192], a pH eltolasaval (az analit vagy a
szelektor ionizaltsaganak megvaltozasaval) [186, 191-193], mas mechanizmust kiralis
szelektorok alkalmazasaval [193], az EOF megsziintetésével vagy iranyanak
megvaltoztatasaval [193] illetve akiralis micellaképzok [194] alkalmazasaval is elérhetd a
sorrend megforditdsa. A vandorlasi sorrend megvaltoztatdsdra a kirdlis CE adja a
legsokoldalubb és legkonnyebben elérheté megoldasi lehetéségeket [195]. Semleges, illetve
ionizalhato CD-k alkalmazasaval tgy tudunk valtoztatni az enantiomer sorrenden, ahogy
azt a felhasznalas megkivanja. Ezt az altalunk végzett kisérletek is jol bizonyitjak, szamos
esetben tapasztaltunk kiillonb6z6 mechanizmusi migracids sorrendvaltozast a vizsgalt

optikailag aktiv vegyiiletek kiralis kapillaris elektroforetikus vizsgélata esetén.
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Az (1) egyenlet egyszeriisitheté tovabbi kovetkeztetések levonasa érdekében. Abban az
esetben, ha a komplexek kiillonb6zé hatarmobilitisdban megmutatkoz6, hidratalt
molekulaméret szerinti szelektivitds (uwpa / Hipixe) elhanyagolhato, a diasztereomer
komplexek mozgékonysagat megegyezonek feltételezve (uxpix1 = prpixe = tipix) @ kovetkezd
egyenlethez jutunk [196]:

[CD](/uszabad ~ Hipix XKstabl - Kstabz )

[ = (2)
1+ [CD](Kstabl + Kstab2 )+ KstabletabZ [CD]2

Ahhoz tehat, hogy kiralis elvalasztas torténjen, két feltételnek kell teljesiilnie:
1. legalabb az egyik enantiomer esetén a szabad enantiomer ¢és a komplexalt
enantiomer mozgékonysaga ne legyen azonos (uszabad # Hkplx)
2. a két enantiomer eltérd kotddési affinitassal rendelkezzen, vagyis komplexképzési
allandojuk kiilonbozzon (Kstaps # Kstanz)
Ekkor teljesil ugyanis az elvalasztds soran, hogy az enantiomer-CD komplexek
mozgékonysagai eltérnek egymastol (uipixi # Ukpix2)-
A Wren-féle mozgékonysagkiilonbség elmélet leirja, hogy egy enantiomer par maximalis
elvalasztasdhoz sziikséges kirdlis szelektor koncentricidja az egyes enantiomer-CD
komplexek stabilitasi allanddjanak nagysagatol fiigg. Az elméleti optimalis szelektor
koncentracio, mellyel az adott koriilmények kozott a legteljesebb elvalasztas érhetd el, az
alabbi egyenlettel szamithato [196]:
G = ©)
Kstam - Kstare
A kiralis CE modszerfejlesztésekor szamos paramétert sziikséges optimalizalni (kirélis
szelektor tipusa és koncentracioja, a hattérelektrolit pH-ja, dsszetevdi (pufferalkotd tipusa,
koncentracioja, ellenion tipusa, szerves modositd tipusa és koncentracidja, egyéb
segédanyagok), az alkalmazott fesziiltség és kapillaris-hdmérséklet. Az idedlis szelektor (és
annak optimalis koncentracidja) kulcsfontossagu az elvalasztas szempontjabol.
A leggyakrabban alkalmazott kiralis szelektorok a ciklodextrinek: alacsony 4ruk valamint
szarmazékaik igen széles valasztéka miatt. A ciklodextrin szdrmazékokat alapvetden
kétféleképpen csoportosithatjuk: a szubsztituensek szama ¢és azok ionizalhatosaga alapjan.
Az eldbbi esetben monofunkcids (szubsztiticios fok = 1) vagy tobbfunkcios (ezen belill a
szubsztituensek elhelyezkedése szerint random vagy izomertiszta) szarmazékokrol, mig az
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utobbi esetben semleges vagy ionizalhatdo (ionos) szarmazékokrol beszéliink. A
véletlenszeriien szubsztitualt ciklodextrinek keverékek, sem a mddositas helyzete, sem a
szubsztituensek szdma nem allando, csak egy atlagos szubsztitiicios fokkal jellemezhetjiik
Oket. Eléallitasuk egyszeriibb, igy jobban hozzaférhetdek €s olcsdbbak, viszont a képzddott
komplexek csucsa gyakran torzult és az aktudlis gyartasi tételtdl fiiggd Osszetétel miatt a
reprodukélhatésdg kérdéses lehet. A 4. tablazat a CD szarmazékokat csoportositja
ionizalhatosaguk, illetve az altaluk kapillaris elektroforézissel elvalaszthatd enantiomerek

alapjan.

4. tablazat: A CD szarmazékok csoportositasa toltésiik, illetve az altaluk CE-ben
elvalaszthaté enantiomerek alapjan

CD toltése elvzilas_zthat() CD szarmazékok
enantiomer

Semleges lonos nativ a-, -, y-CD, metil-, hidroxipropil-CD

Negativ ionos és semleges karboxi-alkil-, szulfatalt-, szulfoalkil-CD

Pozitiv ionos ¢s semleges amino-, alkilamino-CD

A CD-alapu kirdlis CE esetén ritkan alkalmaznak nativ CD-ket (legtobbszor csak
viszonyitasi alapként szolgalnak), inkdbb azok az olcsd, nagyobb szelektivitast biztositd
semleges  szarmazékait hasznaljak: munkidnk sordn  tobbek  kozdtt  szdmos
metilszarmazékkal torténtek vizsgalatok (permetil-B-CD, permetil-y-CD, random metil-y-
CD). A metilezés noveli a CD-k vizoldékonysdgat, valamint szélesitheti
enantioszelektivitasi spektrumot. A semleges CD szarmazékok masik csoportjat a
hidroxialkil szarmazékok alkotjak, kozilik a (2-hidroxi)propilezett szarmazékokat
(hidroxipropil-p-CD, hidroxipropil-y-CD) alkalmazzak legszélesebb korben [197-199]. A
HP-CD-k esetén a szubsztituens is tartalmaz kiralis szénatomot, ami lehetéséget adhat a
szelektivitds novelésére, illetve a szelektivitdsi spektrum szélesitésére. A semleges
szelektorok azonban csak az ionos vegyiiletek elvalasztasara alkalmasak, mivel CE esetén
legalabb az egyik kolcsonhaté molekulanak toltéssel kell rendelkeznie ahhoz, hogy a
szabad ¢és a komplexalt formaban 1évé enantiomerek mobilitasa eltérjen. Abban az esetben,
ha az enantiomerek ¢és a ciklodextrin is semlegesek, vandorlasi sebességiik megegyezik az
EOF sebességével, vagyis nem tapasztalhato elvalasztas, hidba jon létre sztereoszelektiv

komplexképzés. Ez a magyarazata annak, hogy pusztdn semleges szelektorokkal semleges
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enantiomerek nem valaszthatok el CE-ben. A semleges enantiomerek elvalasztdsahoz
nélkiilozhetetlen, de gyakran az ionos sztereoizomerek elvalasztasakor is elényds lehet a
toltéssel rendelkez6 ciklodextrinek alkalmazasa. A (2) egyenletbdl kovetkezik az is, hogy a
szabad ¢s komplexalt forma kozotti mozgékonysag kiilonbség a kdlcsonhatas erdsségétol
fligg, a nagyobb mozgékonysag kiilonbség pedig az enantiomerek egyre jobb elvalasztasat
eredményezi. Amennyiben ellentétes toltésti a szelektor és az elvalasztandé anyag, ionos
kolesonhatés is erdsitheti az interakcidt. Ilyen esetben Gjabb eldnye a moédszernek, hogy a
komplexképz6t kisebb koncentracioban is elegendd alkalmazni [172, 173, 200, 201]. A
leggyakrabban hasznalt, rendkiviil nagy elvalaszto képességii ionos szelektorok a szulfo-
szubsztitualt CD-k. A permanens negativ toltésii csoport kapcsolddhat kozvetleniil (szulfat:
szulfatalt-a-CD, szulfatalt-B-CD, szulfatalt-y-CD) [202-206], vagy kiilonb6z6 hosszisagh
alkillancon keresztiil (szulfonat: szulfopropil-a-CD, szulfopropil-B-CD, szulfopropil-y-CD,
szulfohidroxipropil-B-CD, szulfohidroxipropil-y-CD, szulfobutil-éter-a-CD, szulfobutil-
éter-B-CD, szulfobutil-éter-y-CD) [173, 203, 204] a CD-hez. Az ionizalhato szelektorok
kozé tartoz6 karboxil- vagy foszfatcsoporttal (foszfatalt-B-CD) szubsztitualt CD
szarmazékok is igen elterjedtek. A karboxil-csoporttal rendelkezd szdrmazékok koziil a
karboximetilezett CD-k (f6ként a karboximetil-B-CD [203, 207-210]) nyertek szélesebb
korii alkalmazast, de gyakoriak a karboxietil (karboxietil-a-CD, karboxietil-3-CD) [210,
211] és szukcinil (szukcinil-B-CD) [212] szarmazékok is. A karboxil szarmazékok alacsony
pH tartomanyban (pH~2) semlegesek, ezért pH-tol fliggden tobb tipust kiralis felismerés is
megvalosithato segitségiikkel. A semleges vagy savas karakterli vegyiiletek elvalasztasara
jol alkalmazhaté pozitiv toltésti CD-k k6zott amino- vagy aminoalkil csoportot tartalmazo
CD-ket  talalunk  (6-monodezoxi-6-monoamino-B-CD, 6-monodezoxi-6-mono(3-
hidroxi)propilamino-B-CD, 6-monodezoxi-6-mono(2-hidroxi)propil-amino-p-CD) [213-
217].

Nemcsak a kirdlis szelektor tipusa, hanem annak megfelel6 koncentracioban torténd
alkalmazasa is elengedhetetlen a kivant elvalasztishoz. Az idedlis CD kivalasztasat és
mobilitas-kiilonbségének abrazolasa a szelektor-koncentracio fliggvényében. Az (1)
egyenlet alapjan szamitott gorbéket az atlagos komplexstabilitasi allando nagysagrendje is

befolydsolja, az optimalis CD koncentracional szélséértéket ad a két enantiomer

36



DOI:10.14753/SE.2016.1886

mozgékonysagkiilonbsége [196]. Azok a kiralis szelektorok, melyek nagyobb Au
kiilonbséget mutatnak az enantiomerek nagyobb mértékii elvalasztasara lesznek képesek,
legnagyobb elvalasztas a gorbék maximumahoz tartozé koncentracié mellett érhetd el. A
szimuldcido egyben az enantiomerek migracios sorrendjének valtozéasara is felhivja a
figyelmet [196].

A kiradlis CE hagyomanyos moédjanak nevezziik azt az eljarast, amikor mind a kapillarist,
mind a bemeneti (inlet) és a kimeneti (outlet) pufferedényeket a kirdlis szelektort
tartalmazo pufferrel toltjik meg ¢és az elvalasztandd sztereoizomerek a latszolagos
mozgékonysaguk hatdsdra vandorolnak a kapillaris bemeneti végétdl a kimeneti felé,
elhaladva a detektor el6tt [170]. A méréseinknél alkalmazott hagyomanyos technikan tul
szdmos megoldassal taldlkozhatunk a kiralis CE terén. A hordozé moéd (carrier mode)
semleges vegyiiletek kezelt kapillarisokban torténd elvalasztasara alkalmazhatd, melynél az
enantiomerek elvélasztasan til azok szallitasaért is a szelektor felelds. Tovabbi lehetdséget
biztosithat példaul a Hjertén altal bevezetett részlegesen toltott kapillaris technika (partial
filling) [218], valamint ennek tovabbfejlesztett, az analittal ellentétes toltési szelektort
alkalmazé valtozata, az ellenaramu mod (counter-current) [173], mellyel megoldhat6 a
kapillaris elektroforézis MS kapcsolasa [219] vagy akar draga, egzotikus szelektororok
alkalmazasa is. A nyomast szakaszosan [220, 221], illetve folyamatosan [222] alkalmazo
aramlas ellenegyensulyozott technika (flow counterbalanced) akar mikropreparativ célokra
is alkalmas lehet. A kiralis CE egy specidlis esete azon alapul, hogy a kiralis szelektorok jol
kombinalhatoak [223-228] és igy az egyes szelektorok elvalasztod képessége szinergikusan
feler6sitheto. A két kiralis szelektort alkalmaz6, dual rendszereket alkalmazzak
leggyakrabban, melyek altaldban egy (a szelektivitasért felelds) semleges és egy (a
szelektivitast €és mozgékonysagot egyszerre biztositd) ionos szelektorbol allnak.
Természetesen minél tobb paramétert kell optializalni, anndl bonyolultabb a
modszerfejlesztés. Méréseink soran altalaban egyetlen CD-t tartalmazo (hagyomanyos)
modszerek fejlesztése tortént, csupan egy esetben (tapentadol) alkalmaztunk duél rendszert

a sztereoizomerek elvalasztasara.
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1.2.5. A vizsgalt optikailag aktiv vegyiiletek

Alogliptin

A 2-es tipusu cukorbetegség egy progressziv inzulin rezisztencidval és a hasnyalmirigy
B-sejtjeinek kimertilésével jard kronikus betegség. A kezelés célja a vér gliikkoz szintjének
csokkentése ¢és megfeleld szinten tartdsa a mikro- €és makrovaszkularis kockéazatok
elkeriilése érdekében. A glukagon-szerii peptid-1 (GLP-1) és a gliikoz-fliggd inzulinotrop
polipeptid (GIP) a gliikdz homeosztazisban szerepet jatszo inkretin hormonok [229, 230],
melyeket a dipeptidil-peptidaz-4 enzim (DPP-4) igen gyorsan lebont, igy terapias
alkalmazhatéséguk limitalt. A DPP-4 enzimet gatlo Vegyﬁletek megakadélyozzék a GLP-1
Az alogllptln (2-[(6-[(3R)-3-aminopiperidin-1-il]-3-metil-2,4-dioxo-3,4-dihidropirimidin-
1(2H)-ilmetil)benzonitril, R-alogliptin benzoat, Nesina®, Vipidia®, 8. 4bra) egy oralisan
alkalmazhat6, nem-peptidomimetikus kinazolon-alapu kompetitiv, reverzibilis, szelektiv
DPP-4 inhibitor vegyiilet [231], melyet a 2-es tipusu diabétesz kezelésére vezettek be
Japanban (2010) [232], az USA-ban ¢és az EU-ban (2013). Az alogliptin monokomponensii
készitményként, illetve alfa-gliikozidaz inhibitorokkal wvagy tiazolidindionokkal
kombinacioban van forgalomban [233]. Mivel a molekula egy sztereogén centrumot
tartalmaz, két enantiomerje létezik, az R-izomer (eutomer) mellett az S-alogliptin

potencialis optikai szennyez0, igy ennek ellendrzése sziikséges.

(o)
CH3 /HLN/CH?»
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8. dbra: Az R-alogliptin (eutomer) ¢és az S-alogliptin (disztomer, lehetséges kiralis
szennyez0) szerkezeti képlete
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A DPP-4 inhibitor csaladbdl a szitagliptin enantiomerek elvalasztasara kidolgozott mdodszer
talalhato meg az irodalomban: eddig egy kiralis RP-HPLC [234] és egy -a
kutatocsoportunk altal kidolgozott- ciklodextrin-alapi CE modszer [235].

Az alogliptin analitikai vizsgalata korai szakaszban van, eddig csak néhany nem kiralis
RP-HPLC modszert dolgoztak ki az alogliptin szubsztancidra és
gyogyszerkészitményekben torténé meghatarozasara [236-238]. Az alogliptin enantiomerek
elvalasztasara el6ttiink nem irtak le kiralis mddszert, igy célunk volt egy ciklodextrin-alapt
CE modszer fejlesztése ¢€s validalasa, mellyel megoldhatdo az alogliptin enantiomerek
elvalasztasa. Modszeriink publikalasa utan jelent meg egy kiralis folyadékkromatografias
modszer [239], mely az altalunk fejlesztett eljaras alternativ, kiegészité megoldasa lehet a

késébbiekben az alogliptin kiralis analitikajara.

Tapentadol

A tapentadol  (3-[(1R,2R)-3-(dimetilamino)-1-etil-2-metil-propil]-fenol  hidroklorid,
R,R-tapentadol, Nucynta®™, 9. 4bra) az egyik legtjabb és igéretes hatdanyag a neuropatias
fajdalom kezelésében [240]. A hatasmechanizmusat tekintve a kozponti idegrendszeren
keresztiili fajdalomcesillapitd hatdsanak alapja kettds: a p opioid receptoron agonista hatasu
és noradrenalin visszavételt gatolja [241]. A tapentadol elénye, hogy kisebb abuzus
potenciallal rendelkezik, €s hatdsos lehet mind neuropétias, mind nociceptiv fajdalmak
esetén. A morfinhoz és a morfin analdogokhoz hasonléan 3-(3-hidroxifenil)propilamino
szerkezeti elemmel rendelkezik. A tapentadol molekula azonban két kiralitdscentrummal
rendelkezik, ennek megfeleléen négy sztereoizomerje 1étezik. Az izomerek koziil csak az
R,R enantiomer van forgalomban [241-243].

A tapentadol tiszta hatdéanyagként és gyogyszerformulaciokban [243-248], biologiai
mintakban [249-251] t6rténé meghatarozasara HPLC, HPLC-MS/MS ¢s UHPLC-MS/MS
modszereket irtak eddig le. A tapentadol sztereoizomerek kirdlis elvélasztiasira egy
celluloz-alapu kiralis alléfazist alkalmazo normal fazist folyadékkromatografias modszer
talalhato az irodalomban [252].

Mivel nem taldlhat6 alternativ kiralis modszer a tapentadol sztereoizomerek elvalasztasara,
célunk volt egy ciklodextrin-alapu kiralis CE modszer fejlesztése, mellyel a minor kiralis

szennyezOk meghatarozésa is lehetséges.
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9. dbra: Az eutomer R,R-tapentadol, valamit az opcionalis kiralis szennyezd S,S-,
R,S-és S,R-tapentadol szerkezeti képletei

Tadalafil

A tadalafil ((6R,12aR)-6-(1,3-benzodioxol-5-il)-2,3,6,7,12,12a-hexahidro-2-metil-
pirazino[1°,2’:1,6]pirido[3,4-b]indol-1,4-dion, R,R-tadalafil, Cialis®, 10. 4bra) egy cGMP
specifikus foszfodiészteraz-5 enzim (PDE-5) inhibitor, mely jelentds PDE-5/PDE-1 és
PDE-5/PDE-6 szelektivitassal rendelkezik. A hatéanyag egyediilallo elénye a tobbi PDE-5
inhibitorral (szildenafil, vardenafil) szemben a hosszl felezési id0. A tadalafilt az erektilis
diszfunkcid, a pulmondris arterialis hipertenzid és a joindulati prosztata hiperplazia
kezelésére alkalmazzak kiilonb6zo doézisokban. Az erektilis diszfunkciot, illetve a PDE-5
inhibitor vegyiileteket részletesen a 1.1. fejezet targyalja. A molekula két kiralis
centrummal rendelkezik (C6 és Cl12a), ennek megfelelden négy sztereoizomerje létezik:
R,R-, S,S-, S,R- és R,S-tadalafil (10. abra).

A négy sztereoizomer sztereokémidjat rezgési cirkularis dikroizmus (VCD), elektronikus
cirkularis dikroizmus (ECD) spektroszkopia, valamint optikai rotacios diszperzid
segitségével hataroztadk meg [253]. A négy sztereoizomer inhibitor potencialjat
Osszehasonlitva az R,R izomer volt a legpotensebb PDE-5 inhibitor, mig az S,S enantiomer
inaktivnak bizonyult; az R,S és a S,R kdoztes inhibitorpotenciallal rendelkezett [43]. A
farmakologiai kiilonbségek mellett az S,S, R,S és SR izomerek biztonsagossagarol
nincsenek adatok, igy alkalmazasuk akar egészségkarosodashoz is vezethet. Mivel a

tadalafil egyre népszeriibb és egyre szélesebb korben alkalmazzak az erektilis diszfunkcio
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kezelésére, az illegalis Cialis [40], valamint a tadalafillel és anal6gjaival hamisitott étrend-
kiegészitbk szama is egyre nd. Példaul az R,R-tadalafil és a R,S-tadalafil (3:1)
diasztereomer elegyét talaltak illegalis gyogyszerekben [40]. Ennek megfeleléen
megbizhatd és gyors mérést biztositd moddszerre van sziikség, mellyel megoldhatdé a
tadalafil sztereoizomer szennyezés vizsgalata mind a gyartads (mindség ellendrzés), mind a

gyogyszerkészitmények hatésagok altali vizsgalata soran.

N‘z
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o

10. abra: Az R,R-, S,S-, S,R- és R,S-tadalafil szerkezeti képlete

Egy CE modszert irtak le eddig az R,R-tadalafil tiszta hatéanyagként torténd
meghatarozasara [254]. A tadalafil hatbanyagként és gyogyszerformulaciokban [255-262],
illetve bioldgiai mintakban [90, 91, 263-267] torténé meghatarozasara szamos HPLC-UV,
HPLC-MS modszer talalhat6é az irodalomban. Leirtak mar tobb gyogyszerkészitményben,
illetve gyants étrend-kiegészitdbben mas hatdéanyagok mellett torténd tadalafil-
meghatarozasokat is [2, 9-11, 40, 69, 72, 93-96, 268-272]. A tadalafil kiralis analitikajat
tekintve az R,R- ¢és az S,S-tadalafil enantiomerek HPLC elvalasztasa megvalositott [273,
274]. A négy tadalafil sztereoizomer elvalasztasara kidolgozott modszer azonban nem
talalhato az irodalomban. Célunk volt egy kiralis CE mddszer fejlesztése, mellyel a tadalafil

négy sztereoizomerje elvalaszthato.
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Két kiralitdscentrumot tartalmazo vegyliletek négy sztereoizomerének elvalasztdsat mar
megvalositottak, pl. fenkamfamin esetén [275]. Eddig azonban négy izomer elvalasztasara
csak ionizalhat6 (toltéssel rendelkezd) molekulak esetén talalunk példat. Tadalafil esetén a
négy semleges izomer elvalasztasa volt a célunk, mely komoly kihivast jelent CE esetén,
ahol az elvalasztas a toltés/méret hanyados eltérése alapjan torténik. Mivel a tadalafil nem
rendelkezik a 2-12 pH tartomanyban ionizaciora képes savas vagy bazikus funkcios
csoporttal, a négy semleges izomer elvalasztdsdhoz toltéssel rendelkezd ciklodextrinekre,
mint hordozémolekulakra volt sziikség, hogy a sziikséges mobilitas kiilonbség 1étrej6jjon a
migracio soran [173, 276-279].

Semleges sztereoizomerek elvalasztasara alkalmazhatd tovabbi technikéat jelenthet a
toltéssel rendelkezd kiralis micellaképz6t vagy akirdlis micellaképz6t és  toltéssel
rendelkez6 CD-t (vagy mas 1ionos szelektort) egyarant alkalmazé micellaris
elektrokinetikus kromatografia (MEKC), viszont ezek bonyolultabb és dragabb mddszerek
[163].
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2. Célkituzések

Munkank soran célul tliztik ki egyrészt egy egyszerii, gyors, MS kompatibilis HPLC-UV
modszer kidolgozasat, mellyel a PDE-5 enzimet gatld szildenafil, vardenafil, tadalafil,
illetve ezek 11 gyakrabban el6forduld (az 1. abran bemutatott) dizdjner analdgjai
azonosithatéak és mennyiségiik meghatarozhaté egyetlen kiilsé (szildenafil) standard
segitségével. Célunk volt a kidolgozott modszer validalasa ¢és  gyakorlati
alkalmazhatdsaganak vizsgalata is kiilonb6zd, kdnnyen beszerezhetd, szexualis diszfunkcio
kezelésére alkalmazott étrend-kiegészitokben és gydogyndvény alapt készitményekben.

Célul thztiik ki tovabba az alogliptin enantiomerjeinek, illetve a tapentadol és a tadalafil
sztereoizomerjeinek elvalasztdsdra konnyen alkalmazhatd, ciklodextrin-alapti kapillaris
elektroforetikus modszerek kidolgozasat. Mivel a vegyiiletek fizikai-kémiai tulajdonsagai
mind az elektroforetikus viselkedésiiket, mind a ciklodextrinekkel szembeni affinitasukat
dontden befolyasoljak, igy célunk volt a vegyiiletek sav-bazis tulajdonségainak jellemzése
is (alogliptin és tapentadol esetén). A mddszerfejlesztés kdvetkezd 1épéseként az alogliptin,
a tapentadol és a tadalafil izomerek ciklodextrinekkel torténd elvalaszthatdsagat,
zarvanykomplex-képzési tulajdonsdgait, CD-komplexeik stabilitdsat, valamint a sztereo-
izomerek migracids sorrendjét terveztiik vizsgalni kapillaris elektroforézissel, majd az
eredmények alapjan célunk volt a legmegfelelébb CD-alapt rendszerek kivalasztasa, a
modszeroptimalizalas. Célul tlztiik ki tovabba, hogy a kidolgozott mddszerek koziil az
alogliptin enantiomerek és a tapentadol sztercoizomerek elvalasztasat az Nemzetkozi
Harmonizacios Konferencia (International Conference on Harmonisation, ICH)

iranyelveinek megfeleléen validaljuk.
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3. Modszerek

3.1. Felhasznalt anyagok

3.1.1. Standardok

A HPLC méréseknél alkalmazott szildenafil-citrat, tadalafil és vardenafil-hidroklorid-
trihidrat referencia standardok rendre az Intas Pharmaceuticals Ltd. (Ahmedabad, India), az
Eli Lilly and Co. (Indianapolis, IN, USA) és a Bayer AG (Leverkusen, Németorszag)
termékei voltak. A homoszildenafil (HS), hidroxi-homoszildenafil (HHS), tioszildenafil
(TS), tiohomoszildenafil (THS), N-dezetilvardenafil (NDV), pszeudovardenafil (PV) és
acetildenafil (ACE)) hitelesitett referencia standardokat a Toronto Research Chemicals
(Toronto, ON, Kanada), mig hidroxi-tiohomoszildenafil (HTHS), dimetilszildenafil (DMS),
hidroxivardenafil (HV) és tiodimetilszildenafil (TDS) standardokat a TLC PharmaChem.
Inc. (Vaughan, ON, Kanada) gyartoktol szereztiik be.

A tiltott gyogyndvény alapt étrend-kiegészité mintakat a Nemzeti Ado- és Vambhivatal
foglalta le és kiildte vizsgalatra az Orszagos Gyogyszerészeti Intézet (jelenleg OGYEI)
laboratoriumaba.

A kirdlis CE méréseknél hasznalt R-alogliptint Wei Zhou és Wen Hui Hu szintetizalta
(Kinai Tudomanyos Akadémia, Guangzhou, Kina) az irodalomban leirt eljaras szerint
[231]. Az S-alogliptint S-3-aminopiperidin helyett R-3-aminopiperidint felhasznalva azonos
szintetikus lépéseket kovetve allitottak eld.

A tapentadol standardokat (R,R-, R,S-, S,R-, S,S-tapentadol) a Zentiva Group, a.s. (Praga,
Csehorszag) bocsatotta rendelkezésiinkre.

Az R,R-tadalafil a Sigma Aldrich terméke volt. A 6-epi-tadalafilt [280] és a 12-epi-
tadalafilt ismert eljarasok szerint Marvanyos Ede és Volk Balazs (Egis Gyogyszergyar Zrt.)
szintetizalta [281]. A 6S,12aS disztomert az irodalomban leirt szintézisut csekély

modositasaval allitottak eld [43].

3.1.2. Reagensek

A HPLC mérésekhez alkalmazott acetonitril (ACN), metanol (MeOH) (mindkett6 gradiens
tisztasag) ¢és analitikai tisztasdgt ammonium-acetdit a Merck KGaA (Darmstadt,
Németorszag), mig a jégecet a Sigma Aldrich GmbH (Seelze, Németorszag) termékei

voltak.
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A CE mérések soran a pufferoldatok készitésekor alkalmazott analitikai tisztasaga natrium-
acetat, ecetsav, HCI, NaOH, LiOH, Tris, HsPO, NaH,PO4;, Na;HPO,, borsav és 2-(N-
morfolino)etdnszulfonsav (MES), valamint a szerves mddositoként alkalmazott metanol és
acetonitril a Merck KGaA (Darmstadt, Németorszag) €s a Sigma Aldrich GmbH. (Seelze,
Németorszag) gyartoktol szarmaztak, tovabbi tisztitas nélkiil alkalmaztuk Oket.

Az NMR mérések soran alkalmazott D,O (99,9% D atom) és metanol (99,8% D atom) a
Merck KGaA (Darmstadt, Németorszag) terméke volt.

A mérések soran felhasznalt vizet Millipore Elix3 (Billerica, MA, USA) viztisztitd

rendszerrel allitottuk eld, fajlagos ellenallasa 18 MQ cm volt 25°C-on.

3.1.3. Ciklodextrinek

A nativ ciklodextrinek (a-, B- és y-CD) és a kiilonb6zdé szubsztituciés foka CD
szarmazékok: a toltéssel nem rendelkez6 permetil-B-CD (TRIME-B-CD), permetil-y-CD
(TRIME-y-CD), random metil-y-CD DS~12 (RAME-y-CD), hidroxietil-p-CD DS~3
(HE-B-CD), hidroxipropil--CD DS~3 (HP-B-CD) hidroxipropil-y-CD DS~3,2 (HP-y-CD),
a negativ toltéssel rendelkez6 karboximetil-a-CD DS~3,5 (CM-a-CD), karboximetil-3-CD
DS~3 (CM-B-CD), karboximetil-y-CD DS~3 (CM-y-CD), karboxietil-a-CD DS~3
(CE-0-CD), karboxietil-p-CD DS~3 (CE-B-CD), szukcinil-3-CD DS~6 (Succ-p-CD),
foszfatalt-p-CD DS~4 (Phos-p-CD), szulfatalt-o-CD DS~9 (S-0-CD), szulfatalt-B-CD
DS~11 (S-B-CD), szulfatalt-y-CD DS~11,5 (S-y-CD), szulfopropil-a-CD DS~2 (SP-a-CD),
szulfopropil-B-CD DS~2 ¢és DS~4 (SP-B-CD), szulfopropil -y-CD DS~2 (SP-y-CD),
szulfohidroxipropil-p-CD  DS~2,5 (SHP-B-CD), szulfohidroxipropil-y-CD  DS~3
(SHP-y-CD), szulfobutil-éter-o-CD DS~4 (SBE-0-CD), szulfobutil-éter-p-CD DS~4,
DS~6,3 és DS~10,4 (SBE-B-CD) szulfobutil-éter-y-CD DS~4 (SBE-y-CD), a pozitiv
toltéssel rendelkezé 6-monodezoxi-6-monoamino-B-CD DS~1 (MA-B-CD), 6-monodezoxi-
6-mono(3-hidroxi)propilamino--CD DS~1 (PA-B-CD) ¢és 6-monodezoxi-6-mono(2-
hidroxi)propilamino-B-CD DS~1 (IPA-B-CD) a Cyclolab Kft. (Budapest, Magyarorszag)

termékei/prepardtumai voltak.
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3.2 Standardok és mintaoldatok készitése

3.2.1 Standardok és mintaoldatok PDE-5 inhibitorok HPLC méréséhez

Torzsoldat és standard mintaoldat

A torzsoldat készitését a vizsgalt anyagok pontos bemérését kovetéen a B-eluensben
(MeOH:ACN 1:1) torténd oldassal végeztiik 1 mg/ml koncentracioban. A validalas soran

alkalmazott mintaoldatok a torzsoldat B-eluenssel torténé megfeleld higitasaval késziiltek.

Kiilso standard oldat 1 és 2 (kb. 20 ug/ml SIL)

Kiils6 standard torzsoldat: 14,2 mg szildenafil-citrat referenciaanyagot a B-eluenssel
20,0 ml-re oldottunk (0,5 mg/ml SIL). A validalas soran végzett stabilitasvizsgalat alapjan a
torzsoldat 7 napig hiitészekrényben eltarthatdo volt. A térzsoldat 1,0 ml-ét a B-eluenssel
25,0 ml-re higitottuk (20 pg/ml SIL kiils6 standard oldat). A kiils6 standard oldatot 2
fiiggetlen bemérésbol, 2 parhuzamosban készitettiik (kiilsé standard oldat 1 és 2).

Rendszeralkalmassagi oldat (kb. 20 ug/ml SIL + kb. 20 ug/ml VAR)
Kb. 12 mg vardenafil-hidroklorid-trihidrat referenciaanyagot a B-eluenssel 20 ml-re
oldottunk. Az oldat 1 ml-éhez a kiils6 standard torzsoldat 1 ml-ét mértiik, majd az elegyet a

B-eluenssel 25 ml-re higitottuk.

Vizsgalati oldat

A vizsgélati minta el6készitése az alabbi eljards szerint tortént: az adott vizsgalat céljanak
megfelelden egy adagolasi egységet (pl. 1 db elporitott tabletta, 1 db kapszula toltete stb.)
vagy az egyesitett, homogenizalt adagolasi egységek keverékébdl 1 adagolési egységnek
megfeleld tomegli mintdt 50 ml B-eluenssel 30 percig razogépen 300 fordulat/perc
sebességgel razattunk, majd 5 percig ultrahang fiirdén kezeltiink. A folyadék kb. 5 ml-es
részletét 10 percig 4000 fordulat/perc sebességgel centrifugaltuk. A tiszta feliiluszé 1,0 ml-
ét a B-eluenssel 25,0 ml-re higitottuk. (Amennyiben a vizsgalati oldatban esetlegesen
kimutathatdé hatéanyag becsiilt koncentracidja kiesik az 1-100 pg/ml linearitasi
tartomanybdl (lasd moddszervalidalas), a vizsgalati oldat toménységét a higitds megfeleld

modositasaval allithatjuk be.)
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3.2.2 Standardok és mintaoldatok CE mérésekhez

A standard torzsoldatokat alogliptin (és az eldkisérletek soran tapentadol) esetében a két
enantiomerre, mig tapentadol ¢és tadalafil esetében a négy sztereoizomerre kiilon-kiilon
készitettiik. A 0,5 mg/ml vizes alogliptin és tapentadol torzsoldatok EOF markerként
0,001% (v/v) dimetil-szulfoxidot (DMSO) is tartalmaztak. A tadalafil rossz
vizoldékonysaga miatt 1 mg/ml metanolos torzsoldatot készitettiink. A standard oldatok a
sztereoizomerek torzsoldatainak elegyitésével ¢és megfeleld higitdsdval késziiltek: ez
alogliptin esetén 0tszords vizes (0,1 mg/ml az egyes enantiomerekre), tapentadol esetén
20-szoros pufferes (0,025 mg/ml), tadalafil esetében pedig hatszoros vizes higitassal
(0,167 mg/ml) tortént. Az enantiomerek (sztereoizomerek) migracidés sorrendjének
enantiomert vagy mar a standard oldatot a torzsoldatok eltérd ardnyt elegyitésével

allitottuk elo.

3.3. Késziilékek, elvalasztasi/mérési koriillmények

A HPLC mérések és a validalas diodasoros detektorral felszerelt (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA) Agilent 1200 HPLC rendszeren tortént. Az eredmények
kiértékeléséhez Chemstation szoftvert hasznaltunk.

Kinetex C18 100 A 2,6 umx100 mmx4,6 mm forditott fazisi kolonnit (Phenomenex,
Torrance, CA, USA) alkalmaztunk a mérések soran. Az oszloptermosztit hdmérsékletét
25°C-ra allitottuk be. Mozgo6fazisként A: 200 mM ammonium-acetat oldatot és B: MeOH
és ACN 1:1 ardnyt keverékét hasznaltuk. Az optimalizalt rendszer gradiens programjat az

5. tdblazat mutatja be.

5. tablazat: A gradiens ellcios program

Idé (perc) B%
0-9 40 — 50
9-17 50 — 80

17-20 80
20-20,5 80 — 40

20,5-25 40
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A mobil fazis lineéaris aramlasi sebessége 0,5 ml/perc volt, az automata mintaadagold
hémérséklete 20°C, az injektalas térfogata pedig 5 pl volt. A detektalds hullamhosszat
290 nm-re allitottuk az 4.1.1. fejezetben leirt meggondolasok alapjan.

A CE méréseket diddasoros detektorral felszerelt *°CE (Agilent Technologies, Waldbronn,
Németorszag) és Agilent 7100 (Agilent Technologies, Waldbronn, Németorszag) kapillaris
elektroforézis késziilékekkel végeztik el. Az eredmények kiértékeléséhez Chemstation
szoftvert hasznéltunk. A kezeletlen szilika kapillarisokat az Agilent-t6l szereztiik be. Az
alogliptin és a tadalafil esetében minden mérés, mig tapentadol esetén az elOkisérletek a 2
enantiomerre és a komplexstabilitdsi allandok meghatarozasa 50 pm belsé atmérdji,
48,5 cm teljes, 40 cm effektiv hosszisagu kapillarison torténtek. Ettol eltérd kapillarisokat
a tapentadol modszeroptimalizalasnal és validalasnal (33,5/25 cm) alkalmaztunk. Az Uj
kapillarisok kondicionalasa 1 M NaOH-os 6blitéssel (30 perc) tortént, melyet 0,1 M NaOH-
os (30 perc) és vizes (30 perc) mosas kovetett. A nap elején és a nap végén a kapillaris
kondicionalas 1 M NaOH-dal (5 perc), 0,1 M NaOH-dal (15 perc) és vizzel (10 perc)
tortént. Minden mérés el6tt a kapillarist az elvalasztandd enantiomerekre kidolgozott
modszernek megfelel6en prekondicionaltuk: az alogliptin esetében 0,1 M NaOH (5 perc),
viz (10 perc) és hattérelektrolit (background electrolyte, BGE) (10 perc); tapentadol
esetében viz (1,5 perc), 0,1 M NaOH (1 perc), viz (1 perc) és BGE (2 perc); tadalafil
esetében pedig 0,1 M NaOH (3 perc), viz (3 perc) és BGE (5 perc) szerint. A kapillaris
hémeérsékletét 15°C és 35°C kozott valtoztattuk: az eldkisérletek 25°C-on torténtek, mig az
optimalis hémérséklet alogliptin esetén 16°C, tapentadol esetén 15°C, tadalafil esetén
25°C-nak adodott. Az eldkisérletek soran 25 kV fesziiltséget alkalmaztunk (ennek
optimalizalasa a £10-30 kV tartomanyban tortént). Az UV detektalas mindegyik vizsgalt
molekula esetén 200 nm-en tortént. A mérések sordn az aramerdsséget €és a fesziiltséget
monitoroztuk. A mintat hidrodinamikusan injektaltuk (alogliptin: 30 mbar 4 s; tapentadol
mérések két enantiomerre: 30 mbar-4 S, négy szterecoizomerre 25 mbar-5 s; tadalafil
20 mbar-3 s).

A kiralis kapillaris elektroforetikus mérések soran alkalmazott puffereket a 6. tablazat
foglalja 0Ossze. A tablazatban felsorolt alap hattérelektrolitokhoz  kiilonb6zo

koncentracioban ciklodextrineket adtunk (0,1-80 mM koncentracid tartomanyban).
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6. tablazat: A kiralis CE mérések soran alkalmazott pufferek

Alap pufferalkoté o ., .
és koncentracioja (mM) pH beallitasa pH Vizsgalt vegyiilet

30 natrium acetat| 1 M sésav 4,75
30 Tris cc. foszforsav 7,00

30és 6 MES 1 M Tris 5,85 alogliptin
40 foszforsav 1 M Tris 2,50
15 NaOH cc. foszforsav 2,50
50 Tris jégecet 4,75
50 borsav 1 M NaOH 9,00:; 9,50

25, 50; 75; 100; ,
200: 300 borsav 1 M NaOH 9,50 tapentadol
, 7,00; 7,50; 8,00; 8,50;

50 boérsav 1 M NaOH 9.00: 9.50: 10,00: 10,50
50 foszforsav | 1 M NaOH 2,50

25 ¢és 75 Tris jégecet 4,75
50 Tris jégecet 4,75;6,50; 7,50; 8,50; 9,50
50 natrium-acetat| 1 M so6sav 4,75
50 natrium-acetat|  jégecet 4,75

- tadalafil

30 Na,HPO, Jjégecet 4,75
30 NaH,PO, jégecet 6,15
50 borsav 1 M NaOH 9,60
50 foszforsav | 1 M NaOH 3,00

A CE-pH titralas alogliptin esetén 30 mM Tris-HCI - 1 M NaOH-alapu pufferekkel tortént
pH 6 és 11 kozott, a pontos pH értékeket kalibralt {ivegelektrod segitségével hataroztuk
meg. Harom parhuzamos mérést végeztiink. A mérés 25°C-on tortént 25 kV fesziiltséget
alkalmazva.

A konnyen ¢€s gyorsan kivitelezhetd, kis mintamennyiséget igényld CE-pH titralas
reprodukalhatosaga gyengébb, mint a potenciometrids meéréseké, igy az alogliptin esetén
mért protonaldodasi makrodllandét (logK) potenciometriaval erdsitettilk meg. Tapentadol
esetén a protonalodasi makrodllandok meghatarozasa ugyancsak pH potenciometridval
tortént Ag/AgCl és pH-livegelektroddal (kombindlt tivegelektroddal) felszerelt GLpKa
késziilék (Sirius, Forest Row, UK) segitségével. Elektrodkalibraciora a ,,Four-parameter”
technikat alkalmaztuk (Four Plus™ method) [282]. A titralasokat konstans ionerdsség
(1=0,15 M KCI) és hémérséklet (T = 25,0 £ 0,5°C) mellett, nitrogén atmoszféraban
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végeztiik. 10 mL ~1 mM vizes alogliptin, illetve tapentadol hidroklorid oldatot el6zetesen
0,5 M HCI-dal pH 2,0-ra savanyitottuk, majd 0,5 M KOH-dal titraltuk pH 12,2-ig. Harom
parhuzamos mérést végeztiink. A logK értékeket RefinementPro™ szoftver (Sirius, Forest
Row, UK) segitségével szamitottuk.

A protonalodasi makroallandokat tapentadol esetén egy masik moddszerrel, H NMR-pH
titralassal is meghataroztuk 298 K-en inverz detektalasu gradiens mérdfejjel felszerelt
600 MHz-es Varian DDR NMR spektrométer segitségével. HyO:D,0=9:1 térfogataranyt
elegyét hasznaltuk oldoszerként, melynek ionerésségét KCl-dal 0,15 M-ra allitottuk. 1 mM-
0os tapentadol oldatot készitettiink, melyhez kémiai eltolodas-referenciaként
(6=0,000 ppm) a 4,4-dimetil-4-szilapentan-1-szulfonsav natriumsdjat (DSS) adtuk
(0,2 mM). HCI ¢és KOH segitségével 22 oldat késziilt az 5-12 pH tartomanyban (0,3 pH
egységenként). A vizelnyomas dpfgse pulzusszekvenciaval tortént [283]. A pH mérések
5 ml-es edényekben torténtek megfeleld kevertetés mellett, miel6tt a 600 pL oldatot 5 mm
belsé atmérdjii NMR csdébe pipettaztuk. A pH mérésekhez Metrohm 6.0234.110 kombinalt
tivegelektroddal felszerelt Metrohm pH mérét alkalmaztunk. A kémiai eltolédas-pH
adatsorok kiértékelése az OPIUM szamitogépes programmal tortént [284].

A tapentadol protonalodasi mikrodllandoinak meghatirozasa UV-spektrofotometriasan
tortént [285]. Az UV-spektrofotometria alkalmas a fenolat bazicitasanak (logk®)
meghatarozasara, mivel a tapentadol UV-spektrumat a fenoldt csoport protondlodasa
szelektiven befolyasolja. Az automata UV-pH titralas D-PAS modullal kiegészitett GLpKa
késziilék (Sirius, Forest Row, UK) segitségével tortént. 15 mL 0,3 mM tapentadol
hidroklorid vizes oldatat titraltuk 0,5 M KOH-val sziik pH tartomanyban (pH 7-12,2) hogy
elkertiljiik a jelent6s higulast. Harom parhuzamos mérést végeztiink konstans ionerdsség
(I =0,15M KCl) és hémérséklet (T = 25,0 + 0,5°C) mellett, nitrogén atmoszféraban. A
265-320 nm tartomanyban felvett abszorbancia értékeket hasznaltuk a kiértékelés soran.

A tapentadolra vonatkoz6 n-oktanol/viz megoszlasi hanyados (logP) meghatarozasa
kétfazisti potenciometrids titralassal tortént [286] GLpKa késziilék (Sirius, Forest Row,
UK) segitségével. 6 ml 1 mM-os vizes tapentadol oldat hdrom részletét titraltuk azonos
koriilmények kozott kiilonb6zo mennyiségli vizzel telitett n-oktanol tartalom mellett. A
vizes-oktanolos fazis aranyat (Vaq/Voir) @ 6:0.1 - 6:0.2 tartomanyban valtoztattuk. A

kétfazisu potenciometrias titralasbol latszolagos protonalodasi makroallandokat hataroztunk
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™ szoftver (Sirius, Forest Row, UK)

meg, melyekbdl a logP értékét a RefinementPro
segitségével szamitottuk.

Tadalafil esetén a 'H NMR spektrumokat 298 K-en 600 MH-es Varian DDR NMR
spektrométeren regisztraltuk. A tadalafil torzsoldatok (1 mg/ml CD3OD) a négy tadalafil
sztereoizomerbdl kiilon-kiilon, valamint racém (R,R- és S,S-) tadalafilbdl késziiltek. A
torzsoldatokbol valamint a torzsoldatok 5:95 v/v aranyu DO higitassal késziilt keverékébdl
kontroll *H spektrumot vettiink fel. Hasonlé DO tartalmu keverékeket készitettiink, melyek
10-15 mM CD-t is tartalmaztak, ahol a gazdamolekula (egyes esetekben jelentdsen)
szolubilizalta a vendég molekulat. A racém minta "H multiplettjeinek ciklodextrin hatasara
bekovetkezd jelkettdzddése esetén az NMR mintdhoz a megfelelé enantiomer

torzsoldatanak hozzaadasaval tortént a jelhozzarendelés. A kémiai eltolodasok referalasa a

D,0-CD30D 95:5 viv% elegy CHD,OD H jelére (3,35 ppm) tortént.

3.4. Szamitasok

3.4.1. Elokisérletek: Sav-bazis tulajdonsagok jellemzése

Alogliptin esetében a protonalodasi allandd meghatarozasara CE-pH titralast végeztiik a
6,0-11,0 pH tartomanyban. A mérés soran regisztralt migraciés idokbol az effektiv
mobilitast az alabbi képlet alapjan szadmoltuk:

lely (1 1 )
= | —— ——
Reff =70 "\t ™ tyop

(4)

ahol |; a kapillaris teljes hossza, lg a kapillaris hossza a detektorig, U az alkalmazott
fesziiltség, t és teor az alogliptin migracids ideje €s az EOF marker csticsdnak megjelenési
ideje [287]. Az effektiv mobilitas értékeket a pH fliggvényében abrazolva titralasi gorbét
kapunk. Adott pH-n megfigyelhetd aktualis elektroforetikus mobilitas a kiilonb6zo
protonaltsagi izomerek egyedi mobilitdsdnak moltorttel sulyozott Gsszegével egyezik meg
(protonalatlan (ua = 0) és protonalt (uaon’) forma). A uer - pH adatsorokat kiértékelve
megkapjuk a vizsgalt vegyiilet logK értékét [288]:

. 10logK —pH

_ Hato tHaon+
Hefr = 1 + 10logK —pH (5)
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Tapentadol esetén a protonalodasi makroallandok mellett a csoportspecifikus
mikroallandokat is meghataroztuk, logk® értékét az alabbi két egyenlet segitségével
szamitottuk:

A(o*) ~ Aph)

ConpH) =~ ~ (6)
e A(o*) o A(OH)

KO — aOH(pH)(l_'_ Kl[H+]+[}|<_|1}f]2[H+]Z)_ K, K,[H +]2 )

ahol A\ és Aon) bazikus (a fenolat csoport teljesen deprotonalt) és semleges (a fenolat
csoport protonalt) koriilmények kozott mért abszorbancidk. Az Ay a részlegesen protonalt
fenolat csoport esetén mért abszorbancia, mig ooHpEH) a fenolatcsoporton protonalt
részecske moltortje. A logk® értéket felhasznalva a tobbi mikroallandé a kovetkezd két

egyenlet alapjan szamithat6:

K, =k®+k" (8)

KK, =k°kY =k"kg 9)
A tautomer aranyt (k;), mely az ikerionos és a toltésmentes forma aranyat adja meg, a
kovetkezd képlet alapjan szamitottuk:

k" Ok
=10 T W (10)
A fenolat csoport és a bazikus nitrogén kozotti kdlcsonhatési tényez6t az alabbi egyenlettel
szamitottuk tapentadol esetén:

Alogk,  =logk® —logky =logk™ —logk] (11)

3.4.2. Felbontds

Két cstcs elvalasztasat a felbontasi értékkel (Rs) tudjuk jellemezni, az alapvonal
elvalasztashoz Rs > 1,5 érték sziikséges azonos nagysagu cstuicsok esetén. Abban az esetben,
ha a csucsok aszimmetrikusak ennél hatékonyabb elvalasztasra lehet sziikség (Rs > 2,0). Az

enantiomerek elvalasztdsa esetén a felbontast az alabbi képlet alapjan hataroztuk meg:

Re = 2(t; — ty)
o= — = -
wy + wy (12)
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ahol t; és t; az enantiomerek migracios id6i, w; és W, az enantiomerck cstucsanak
extrapolalt szélessége az alapvonalon.

Az enantiomerek sikeres elvalasztasa érdekében az enantiomerek
mozgékonysagkiilonbsége sziikséges (lasd (1) egyenlet) [171]. A Au kiilonbséget az (1)
egyenlet alapjan modelleztik a CD koncentracié fliggvényében tébb alogliptin-CD ¢és
tadalafil-CD rendszerre az elvalasztashoz sziikséges optimalis CD koncentracio elorejelzése

érdekében.

3.4.3. A latszolagos komplexstabilitasi dallando meghatdarozdsa

A komplexstabilitdsi allandok meghatarozasanak az alapja a komplexképzés hatasara
torténd migracios id6 (pontosabban a (4) egyenlet szerint szamitott effektiv mobilitas)
valtozdsa, melyet a komplexképzd egyre ndvekvd koncentricigjat tartalmazéd
hattérelektrolit mellett mériink. Az analit és a CD szelektor kozotti komplexképzésre 1:1
sztochiometriat feltételezve valamint az egyensulyi CD koncentracidt és az dsszes CD
koncentraciot azonosnak tekintve a mintakomponens effektiv mozgékonysaganak a
ciklodextrin koncentraciotol valo fiiggését a (13) egyenlet mutatja be. A ciklodextrin-analit
latszolagos komplexstabilitasi allandokat a mért uer - [CD] adatsorok alabbi egyenletet

szerinti, Microcal Origin (OriginLabs) segitségével torténd illesztésével hataroztuk meg:

_ HUszabad +.ukplx Kstab [CD]
:ueff 1+ Kstab [CD]

(13)
ahol usanad @z analit mobilitasa ciklodextrin nélkiil és az illesztett paraméterek a uypix €s a K,
vagyis a komplex elektroforetikus mobilitdsa és a latszolagos komplexstabilitasi allando
[289, 290]. Kiralis elvalasztas esetén fiefr1, fefr2, Mipixts Miplxz, Kstabt €8 Kstapz paramétereket
kapunk kiilon-kiilon az elsdként és a masodikként (harmadikként, negyedikként) migrald

sztereoizomerre.
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3.5. Validalas

3.5.1. HPLC mddszer validalasa

A modszer validalasa az ICH analitikai modszerek validalasara vonatkozo irdnyelveinek
alapjan tortént [291] a specificitas, szelektivitas, precizitas, linearitds, kimutatdsi hatar
(limit of detection, LOD), meghatarozhatosagi hatar (limit of quantitation, LOQ),

torzitatlansag, robusztussag és stabilitds szempontjabol.

Specificitas, szelektivitas (specificity, selectivity)

A specificitast/szelektivitast tobb modszerrel is vizsgaltuk, melyek alapja a vak illetve a
matrix kromatogramjanak Osszehasonlitisa a mind a 14 vegyiiletet tartalmaz6 minta
kromatogramjaval. A kromatogramokon zavard (interferdlo) csucsokat kerestiink, illetve a
vizsgalt vegyliletek kromatografids csucsainak megfeleld elvalasat vizsgaltuk.
A szelektivitasi kritériumok az alabbiakban foglalhatok dssze:

a) A B-cluenst injektdlva (vak minta) kromatogramjan nem jelenhet meg a
komponensek esetleges detektalasat zavard, idegen csucs.

b) Az Osszes referenciaanyagot tartalmazd keveréket injektdlva a komponenseknek
egyértelmiien el kell kiilontilnilik egymastdl (lehetdleg alapvonalon valo elvalas).

¢) 3 kiilonbozd, eldzetesen vizsgalt, a mérendd komponensektdl mentes étrend-
kiegészitd kapszulabol a modszerben rdgzitett mintaelokészitési eljarassal kivonatot
készitiink. Egyik minta kromatogramjan sem jelenhet meg a komponensek esetleges

detektalasat zavaro, idegen csucs.

Precizitas, ismételhetéség (precision, repeatability)
A 14 vizsgélt PDE-5 inhibitor retencios idejének és cstcs alatti teriiletének relativ szorasat
(RSD%) vizsgaltuk. A koncentracio értékeket konstans értéken tartva a mérési tartomanyt
feloleld 3-3 szinten (1 pg/ml, 10 pg/ml, 100 pg/ml) 6 parhuzamos mérést végeztiink.
Megjegyzés: a SIL-ra kapott RSD értékeket hasznaltuk a rendszeralkalmassagi vizsgalat

RSD-kdvetelményeinek megadasahoz.
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Linearitas (linearity), mérési tartomany (range)
A linearitast mind a 14 komponensre az 1 pg/ml - 100 pg/ml koncentracié tartomanyban
vizsgéltuk. A kalibracids egyenest 7 koncentracidpontban vettiik fel. Harom parhuzamost
injektaltunk minden koncentraciéban. A regresszids egyenest a legkisebb négyzetek
modszere szerint szamitottuk. Az adatokra illesztett egyenes regresszids koefficiens
kévetelménye minden egyes komponensre: R? > 0,999.
Megjegyzés: a regresszids egyeneseknek a SIL regresszios egyeneséhez viszonyitott relativ

meredekségeit hasznaltuk a korrekcios faktorok kiszamitasahoz.

Kimutatasi hatar (LOD), meghatarozhatosagi hatar (LOQ)
Minden egyes hatdéanyagra meghataroztuk a kimutatasi hatart és a meghatarozhatdsagi
hatart. A megfeleld referenciaanyagokbol olyan toménységli oldatot készitettiink,
amelyeket injektalva a kapott kromatogramon a csiics magassaga nagysagrendileg a zaj
10-szerese koriili értéket ad. A kapott adatokbol a jel/zaj (S/N) = 10 megkdzelités alapjan

kiszamoltuk a meghatarozasi hatart, majd a kimutatasi hatart (S/N = 3).

Torzitatlansag (accuracy)

a) A torzitatlansdg meghatarozasa érdekében a visszanyerhetdséget vizsgaltuk mind a 14
vizsgalt vegyliletre a mérési tartomany also, kozépsd és felsdé hatarahoz kozeli harom
koncentraci6 szinten (2,5 pg/ml, 25 pg/ml, 75 pg/ml). 20 pg/ml SIL-t hasznaltunk kiilsé
standardként. Minden koncentracidoban harom parhuzamos mérést végeztiink és az atlagos
visszanyerhetdségi szdzalékot hataroztuk meg mind a 14 komponensre. A
visszanyerhetdség szamitdsdhoz a linearitds vizsgalat sordn meghatarozott korrekcios
hasznaltuk fel. Kovetelmény: a varhato értékhez képest 90-110%.

b) A matrixhatdsok vizsgélatira szdmos novényi matrix esetén vizsgaltuk a TAD és a
VAR visszanyerhetdségét: ndvényi matrixokhoz TAD ¢és VAR standardok ismert
mennyiségeit adtuk. A szelektivitas vizsgalat c) pontja szerint készitett kivonatokhoz ismert
mennyiségli referenciaanyagot mértiink a VAR és a TAD referenciaanyagokbodl, és a
visszanyerést az a) ponthoz hasonlé6 mddon vizsgaltuk. A kdvetelmény (figyelembe véve a

standardokbol késziilt referenciaoldatokra megadott kvetelményt): 85-115%.
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Robusztussag (robustness)

A robusztussag tesztelése soran bizonyitani kell, hogy a kidolgozott modszer a paraméterek
kis mértékli, szandékosan eldidézett valtoztatasa esetén tovabbra is alkalmas a PDE-5
inhibitor vegyiiletek elvalasztasara. A szildenafilre vonatkoztatott relativ retenciok és a
relativ csucsteriiletek, mint valaszfaktorok robusztussagat vizsgaltuk. Harom valtozoét (a
B-eluens metanol:acetonitril aranya, az A-eluens ammoénium-acetat tartalma, és az oszlop
hémérséklete) vizsgaltunk az optimalis értékhez képest egy magasabb és egy alacsonyabb
szinten. A 7. tablazat a teljes faktoros kisérleti tervet mutatja be, ahol a 2 szinten vizsgalt
paraméterek:

e ACN/MeOH arany a B-eluensben: 95:105 v/v (-); 105:95 (+);

e  Ammonium-acetat koncentracidja az A-eluensben: 190 mM (-); 210 mM (+);

e  Oszloptermosztat beallitott hdmérséklete: 23°C (—-); 27°C (+).

7. tablazat: A robusztussag vizsgalat kisérleti terve

Kisérlet sorszama ACN/MeOH Ammonium-acetat Hoémérséklet
1 + + +
2 + + -
3 + — +
4 + - -
5 - + +
6 - + -
7 _ _ +
8 - - -

A kisérlet eredményei alapjan értékeltiik az egyes faktorok hatdsat a véalaszfaktorokra és az

azonositott kritikus faktorokra felhivtuk a figyelmet a mddszer leirdsaban.

Stabilitas (stability)
A stabilitas vizsgalata érdekében a torzsoldatokat 7 napig hiitdszekrényben (2-8°C)
taroltuk. Az oldatok tisztasdgat vizudlisan ellendriztiik illetve a hiitdszekrényben tarolt

oldatok kromatogramjat a frissen készitett torzsoldatokéval hasonlitottuk 0ssze. Hasonlo
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eljarassal vizsgaltuk a 24 oraig szobahdmérsékleten tartott mintaoldatot, ami a 14 vizsgalt

vegyiiletet 10 pg/ml koncentracidban tartalmazta.

3.5.2. CE modszerek validalasa
Az alogliptin enantiomerek elvalasztasara kidolgozott kapillaris elektroforetikus modszert
is az ICH iranyelvek [291] alapjan validaltuk: a precizitds, kimutathatosagi hatar,

meghatarozhatdsagi hatér, a linearitas €s a robusztussag szempontjabol.

Precizitas (precision)
Az ismételhetdséget az R és S enantiomer migracios idejének, korrigalt cstcsteriiletének
alapjan vizsgaltuk. A koncentraci6o értéket konstans értéken tartva harom koncentracio
szinten (10, 50 és 200 pg/ml az egyes enantiomerekre) 8 parhuzamos mérést végeztiink.
A napok kozotti ismételhetdséget (intermediate precision) 8 parhuzamos mérést végezve 3
koncentracié szinten (10, 50, 200 pg/ml) hataroztuk meg 3 egymast kovetd napon.
Ugyancsak a migracios id6, a korrigalt cstics alatti teriilet és a felbontds RSD%-at

vizsgaltuk.

Kimutatasi hatar (LOD), meghatarozhatosagi hatar (LOQ)
Az alogliptinre vonatkozo6 kimutatasi hatart az a mintaoldat koncentracid adta, ahol a jel az
alapvonal zaj haromszorosanak, mig a meghatdrozhatosagi hatar esetén tizszeresének

adodott.

Linearitas (linearity), mérési tartomany (range)
A kalibracids egyenest 11 koncentracidpontban vettiik fel a 6 - 250 pg/ml koncentracio
tartomanyban az egyes enantiomerekre. Harom péarhuzamost injektaltunk minden
koncentracioban. A regresszids egyenest a legkisebb négyzetek modszere szerint
szamitottuk.
A minor enantiomer szennyezé meghatarozhatdsaganak jellemzésére a linearitast alacsony
minor enantiomer koncentracido esetén is vizsgaltuk nagy feleslegben jelen levo

fokomponens mellett. 0,8 mg/ml R-alogliptin mellett az S enantiomerre vonatkozo
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kalibracios egyenest 11 pontban vettiik fel az 5 - 100 pg/ml (0,6 — 12,5% S-alogliptinnek

megfeleld) tartomanyban.

Robusztussag (robustness)
A moddszer robusztussaganak vizsgalatara a Plackett-Burman kisérleti tervet hasznaltuk,
hogy a mérések szamat minimalizaljuk [292, 293]. Az enantiomerek migracios ideje,
cstcsteriilete és az enantiomerek kozotti felbontas voltak a vizsgalt paraméterek. Hat
valtozo: a CD koncentracid, puffer koncentracio, pH, kapillaris hdmérséklet, fesziiltség és
injektalasi nyomas hatasat vizsgaltuk az optimalis értékhez képes magasabb (+10%) és

alacsonyabb (-10%) szinten. A részletes kisérlettervet az alabbi tablazat mutatja be.

8. tablazat: A robusztussag vizsgalat kisérleti terve

Kisérlet [CD] | [BGE] U

sorszama (mM) (mM) PH T (kV) Ping
1 52 23 4,65 17 17 21
2 5,2 27 4,65 15 19 19
3 52 27 4,85 15 17 21
4 4,8 27 4,85 17 17 19
5 52 23 4,85 17 19 19
6 4.8 27 4,65 17 19 21
7 4.8 23 4,85 15 19 21
8 4,8 23 4,65 15 17 19
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A tapentadol sztereoizomerek elvalasztasara kidolgozott mddszer részleges validalasa a
precizitas, kimutathatosagi hatdr, meghatdrozhatosagi hatér, a linearitas és a torzitatlansag

szempontjabol tortént.

Precizitas, ismételhetoség (precision, repeatability)
Az egy napon beliili (intraday precision, n = 5) és napok kozti (intermediate precision,
n =10) ismételhetdséget 50 pg/ml oldatban (minden izomerre) az S,S-, S,R-, R,S-, R,R-
tapentadol migracids idejének ¢és korrigalt csucsteriiletének relativ szorasan keresztiil

vizsgaltuk.

Kimutatasi hatar (LOD), meghatarozhatosagi hatar (LOQ)
Mind a négy izomerre a kimutatasi hatart (jel/zaj = 3) és meghatarozhatosagi hatart

vizsgaltuk (jel/zaj = 10).

Linearitas (linearity), mérési tartomany (range)
A regresszios egyenest a 1 — 50 pg/ml koncentracio tartomanyban (6 koncentracio szinten,
5 parhuzamos méréssel) a legkisebb négyzetek modszere szerint szamitottuk. Minden

koncentracio szinten hdrom parhuzamost injektaltunk.

Torzitatlansag (accuracy)
A visszanyerhetdséget harom koncentracid szinten vizsgaltuk (az egyes enantiomerekre
1,0 pg/ml, 2,5 pg/ml és 10 pg/ml standard elegy esetén). Hairom parhuzamos mérést

végeztiink.
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4. Eredmények

4.1. Rokon szerkezeti PDE-5 gatlo potencianoveld  vegyiiletek
folyadékkromatografias elvalasztasa

4.1.1. Modszerfejlesztés

A modszerfejlesztés elsd 1épéseként a vegyiiletek kiilonféle készitményekbdl torténd
extrakciojat vizsgaltuk. A tapasztalataink szerint a legtobb komponens - a tadalafilt kivéve -
metanolban oldodik. A TAD-t viszont az acetonitril jol oldja. Metanol:acetonitril
kiilonb6zé ardanyt elegyeit vizsgaltuk, és végiil az 1:1 v/v ardnyl elegyiik bizonyult
megfeleldnek, igy a késébbiekben ezt az elegyet hasznaltuk a mintak oldasara.

A vegyiiletek bemutatasanal leirtak szerint a 14 vizsgalt vegyiilet 5 csoportra oszthato,
melyek UV-spektruma csoporton beliill hasonlosagot mutat, kiilonb6z6 csoportok
spektruma kozott viszont jelentds eltérések tapasztalhatoak. A vegyliletek UV-spektrumat a
11. abra mutatja be. Az UV-spektrumbeli kiilonbségek elényosek az azonositas
szempontjabol, azonban megnehezitik a modszer optimalis hulldmhosszanak kivalasztasat,
mivel az elnyelési maximumok nem esnek egybe. Kompromisszumos megoldasként a
detektalasi hulldmhosszként a 290 nm-t vélasztottuk: itt minden komponens jelentds
elnyeléssel bir, és aranylag kozel esik az abszorpcidés maximumokhoz. A vardenafil
analogok nem mutatnak valédi maximumot, de rendelkeznek abszorbanciaval. Alacsony
PDE-5 inhibitor tartalom esetén a 230 nm hulldmhosszon torténd detektalas jobb jel/zaj
aranyt biztosithat, azonban itt a ndvényi matrix elnyelése is jelentésebb lehet, és ez a

kromatografias profil romlasdhoz vezethet.
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11. abra: A 14 vizsgalt PDE-5 inhibitor UV-spektruma (diddasoros detektorral
felszerelt Agilent 1200 HPLC késziilékkel mérve, az egyes cstcsokbol
hattérkorrekcioval nyertiik ki UV-spektrumokat)
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Az &llofazis megvalasztasa az elvalasztds szempontjabol sarkalatos, forditott fazisu
(Kinetex C18) és HILIC (Kinetex HILIC) oszlopokat teszteltiink eldszor az 6t alapvegyiilet,
majd a 14 komponens elvalasztasara. Végiil a C18-as forditott fazist kolonnat vélasztottuk
a megfeleld retencio (ezaltal nagyobb elvalasztasi képesség) és csucsalak miatt a tovabbi
optimalizalasra.

A 14 vegyiilet elvalasztasa izokratikus koriilmények kozott nem volt megoldhatd. Szamos,
acetonitrilt, metanolt és kombinaciojukat, mint szerves fazist tartalmaz¢d gradiens elucios
programot vizsgaltunk. Mivel a tadalafilen kiviil az 6sszes vegyiilet tartalmaz legalabb egy
bazikus nitrogént, a mozgofazis pH kontrollja sziikséges (a becsiilt pK; és logP értékeket az
irodalmi attekintés 1. tablazata tartalmazza). A célunk egy MS kompatibilis rendszer
fejlesztése volt, igy a pH hatasat ammonium-acetatot és ecetsavat tartalmazo rendszerekben
(@ 2,7-7,0 tartomanyban) vizsgaltuk. A 12. abra a 14 komponenst tartalmazd elegy
kromatogramjait mutatja be kiilonb6z6 pH-ju A-eluensek esetén acetonitril illetve metanol,
mint B-eluens mellett. Lathatd, hogy a szerves fazistdl fliggetleniil az A-eluens pH-jat
novelve a cstcsalak és a felbontas is jelentdsen javult. A pH~7 ammonium-acetat puffer
esetén sikeriilt a legtobb komponenst elvalasztani. Ezen a pH-n a bazisok tobbsége
nemionos formaban van, igy a vegyiiletek az elvalasztdshoz sziikséges visszatartassal
rendelkeznek, és a szelektivitds is megfeleld. A tovabbi moddszeroptimalizalas 200 mM
ammonium-acetat (pH~7) alkalmazédsa mellett tortént. A két pH~7 rendszert vizsgalva,
mely B-eluensként csak acetonitrilt, illetve csak metanolt tartalmazott lathatd, hogy egyik

rendszer sem képes mind a 14 komponens elvalasztasara (13. 4bra).
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12. abra: A pH hatasa az elvalasztisra A) 100% ACN és B) 100% MeOH, mint
B-eluenst tartalmazd mozgofazis alkalmazasa esetén
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13. abra: A vegylletek elicids sorrendjének valtozasa A) 1t0!0r:>2n ACN ¢és

B) 100% MeOH, mint B-eluens esetén

Acetonitril, mint B-eluens esetén az ACE és az NDV, illetve a SIL és a VAR azonos
retencios idovel eluadlodott (koelucid), mig metanol esetén a VAR és a HS nem valt el
egymastol. Az elucids sorrend ugyancsak valtozott, a valtozas az ACE és a TAD esetén a
legmarkéansabb. A tadalafil esetén az elticios kiilonbség oka a két olddszerben tapasztalhatd
eltérd oldhatosag lehet. A tiszta szerves olddszerekkel nem volt lehetséges minden vizsgalt
vegylilet elvalasztdsa, igy az optimalizalas kovetkezd 1épéseként B-eluensként kiilonb6z6
aranyi MeOH:ACN elegyeket alkalmaztunk. Az 1:1 arany( elegyik (a Modszerek
fejezetben bemutatott 5. tablazat szerinti gradiens program mellett) bizonyult optimalisnak,
A-eluensként 200 mM ammonium-acetatot tartalmaz6 pufferalkotot alkalmazva. A
megfeleld cstucsalak eléréséhez sziikség van egy minimalis ammoniumion koncentraciora.
romlott. A kolonna magas hémérséklete jelentGsen rontotta a 14 komponens elvalasat, ezért
a kolonna termosztalasat 25°C-ra allitottuk. 5 pl injektalasi térfogat és 0,5 ml/perc dramlési

sebesség bizonyult optimalisnak.
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A tioszildenafil szarmazékok nagy retencidja miatt a 14 vegylilet elvalasztasa izokratikus
korlilmények kozott nem volt megoldhatd, igy szamos acetonitrilt, metanolt illetve
kombinaciojukat, mint szerves fazist tartalmazo gardiens elicids programot vizsgaltunk.
Egyszer(i linearis gradiens nem volt idealis, mert a tio szarmazékok és a pszeudovardenafil
retencioja a tobbihez képest igen nagynak bizonyult, vagyis ezek a vegyiiletek joval késobb
elualodtak és ez hosszu analizisidot eredményezett. Ezért a gradiens meredekségét az
elicidés program masodik felében megnoveltiik. Az optimalizalt rendszer gradiens
programja végiil az 5. tablazatban (Mddszerek fejezet) leirtak szerint alakult. A 14. abra az

optimalizalt rendszerrel felvett kromatogramot mutatja be.
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14. abra: Az optimalizalt rendszer kromatogramja (Kinetex C18 2,5 pm 100 mm -
3 mm oszlop, A-eluens: 200 MM ammonium-acetat (pH~7), B-eluens: MeOH:ACN 1:1,
gradiens eluci6 (5.tablazat szerint), 0,5 ml/perc, 25°C, 5 ul inj., 290 nm)

4.1.2. Validalas

A modszer validalasa az ICH iranyelvek alapjan tortént [291] a specificitas, szelektivitas,
precizitas, linearitds, kimutatdsi hatdr, meghatdrozhat6sagi hatar, torzitatlansag,
robusztussag ¢és stabilitas szempontjabol.
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Specificitas, szelektivitas (specificity, selectivity)
A vizsgalt vegyiiletcsucsok megfeleld elvalasat vizsgaltuk illetve a kromatogramokon
zavard csucsokat kerestlink. Az optimalizalt rendszerrel a 14 standard megfelelden elvalt:
mindegyik cstcs egyértelmiien elkiilonithetd; az ACE/NDV cstcspar kivételével alapvonali
elvalas tapasztalhatdé. A vak (B-eluens) nem tartalmazott zavar6 komponenst. A matrix-
interferencia vizsgalatara 3 kiilonbozo, elzetesen vizsgalt étrend-kiegészitd kapszulabdl a
modszerben rogzitett mintaelOkészitési eljarassal kivonatot készitettiink és injektaltuk.
Egyik minta kromatogramjan sem jelent meg a komponensek esetleges detektalasat zavard,

interferald, idegen csucs.

Precizitas, ismételhetéség (precision, repeatability)

A 14 vizsgalt PDE-5 inhibitor retencids idejének és csucs alatti teriiletének relativ standard

------

9. tablazat: A csucsteriilet és a retencios id6 ismételhetdsége (RSD%) n=6

Csucsteriilet Retencios ido

Név | 1ug/ml | 10 ug/ml | 100 ug/ml| 1 ug/ml | 10 ug/ml | 100 ug/mi
ACE 2,15 0,47 0,88 0,10 0,02 0,31
TAD 0,86 0,25 0,49 0,10 0,01 0,31
HHS 0,7 0,22 0,51 0,06 0,01 0,21
DMS 0,46 0,96 0,48 0,01 0,05 0,09
SIL 0,75 0,19 0,52 0,04 0,01 0,14

HS 0,24 1,07 0,52 0,02 0,04 0,06
NDV 1,34 0,59 0,57 0,03 0,10 0,17

HV 1,39 0,74 0,49 0,02 0,08 0,13
VAR 1,25 0,33 0,14 0,03 0,01 0,12

PV 1,23 0,37 0,51 0,02 0,01 0,09
HTHS 1,18 1,11 0,51 0,01 0,03 0,04
TDS 1,30 0,17 0,51 0,02 0,01 0,08

TS 0,77 1,14 0,55 0,01 0,02 0,04
THS 0,93 0,22 0,50 0,02 0,01 0,09

A csucsteriiletre vonatkoz6 RSD% értékek az ACE kivételével az Gsszes komponens
esetében 1% alattinak adodtak. A retencids idok koziil a legmagasabb RSD% értéke 0,31%
volt.
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A SlL-ra kapott RSD% értékeket hasznéltuk a rendszeralkalmassagi vizsgdlat RSD-

kovetelményeinek megadasahoz.

Linearitas (linearity), mérési tartomany (range)
Az 1 pg/ml - 100 ug/ml koncentracidtartomanyban 7 pontra (1, 2, 5, 10, 20, 50, 100 pg/ml)
felvett kalibracids egyenesek egyenleteit és a determinaciés koefficienseket (R?) a

10. tablazat foglalja 6ssze a 14 vizsgalt komponensre.

10. tablazat: A regresszids egyenesek egyenlete, a determinacids koefficiensek,
az LOD ¢és LOQ értékek a 14 komponensre

Név Egyenes egyenlete R? LOQ (ug/ml) | LOD (ug/ml)
ACE y =18,248x - 25,168 | 0,9981 0,060 0,020
TAD y =10,203x - 4,2874 | 0,9994 0,050 0,016
HHS y=9,3212x - 2,4598 | 0,9997 0,025 0,008
DMS | y=9,1972x+0,4119 | 0,9994 0,030 0,010
SIL y=9,193x- 3,6671 | 0,9993 0,030 0,010
HS y=10,071x+0,9192 | 0,9993 0,025 0,008
NDV | y=4,3081x-1,0492 | 0,9995 0,065 0,022
HV y =4,2432x + 0,0797 | 0,9993 0,065 0,022
VAR y =3,7591x - 3,0436 | 0,9981 0,065 0,022
PV y=4,7694x - 1,2493 | 0,9997 0,065 0,022
HTHS y=6,032x+ 0,129 | 0,9994 0,060 0,020
TDS y =6,438x - 2,346 0,9996 0,060 0,020
TS y =6,9632x + 0,1826 | 0,9994 0,065 0,022
THS y=7,3974x - 3,2034 | 0,9993 0,065 0,022

Az adatokra illesztett egyenesek determindcios koefficiensei minden esetben nagyobbak
voltak 0,998-nal. ACE esetében némiképp elmarad a 0,999 kovetelményt6l. Azonban az
eltérés csekély mértékét és a reziduumok véletlenszerli eloszlasat tekintve a linearitds a
modszer érvényessége szempontjabol elfogadhato.

A regresszios egyeneseknek a SIL regresszids egyeneséhez viszonyitott relativ
meredekségeit hasznaltuk a kvantitativ mérések alapjaul szolgald korrekcids faktorok

szamitasahoz.
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Kimutatasi hatdar (LOD), meghatdarozhatosdagi hatar (LOQ)
A vizsgalt vegyiiletekre a meghatarozhatosagi hatar a 0,025-0,065 pg/ml tartomanyba, mig
a kimutatasi hatar 0,008 és 0,022 pg/ml kozé esett. Az egyes komponensekre kapott
értékeket a 10. tablazat foglalja 6ssze.

Torzitatlansag (accuracy)
A torzitatlansdg meghatdrozésa érdekében a visszanyerhetdséget vizsgaltuk mind a 14
vizsgalt vegyiiletre harom koncentracioban, valamint a matrixhatasokat vizsgaltuk névényi
matrixok ismert mennyiségli TAD és VAR standardok hozzdadasa utdni analizisével. A

visszanyerési vizsgalatok eredményeit a 11. tablazat 6sszegzi.

11. tablazat: A torzitatlansag vizsgalata a 14 vizsgalt komponensre n=3

a): visszanyerés (%) b): visszanyerés (%)
Név |2,5ug/ml{ 25 ug/ml| 75 ug/ml | Aminta | B minta | C minta
ACE 94,0 95,4 98,5
TAD 104,7 103,1 100,1 96,7 95,9 95,7
HHS 107,3 106,5 101,7
DMS 96,2 96,9 105,6
SIL 101,5 102,7 100,0
HS 96,5 95,7 104,1
NDV 91,1 90,7 100,4
HV 95,3 95,7 104,8
VAR 98,7 97,1 96,7 94,0 93,7 95,6
PV 102,9 103,1 98,2
HTHS 90,8 92,6 101,3
TDS 100,4 101,1 97,8
TS 90,8 92,6 101,2
THS 99,9 99,4 96,0

A torzitatlansag vizsgalatakor kapott visszanyerési értékek minden komponens esetén
mindharom koncentracidoban vizsgalva a 90-110% elfogadasi tartomanyon beliil estek.

A matrixhatds vizsgalatakor nem tapasztaltuk a visszanyerési értékek jelentds eltérését,
mely ndvényi matrixok esetén is bizonyitja a modszer pontossagat és alkalmazhatosagat. A
vegyiiletek szerkezeti rokonsaga miatt arra kovetkeztethetiink, hogy a tobbi komponens

esetében is megfeleld lenne a visszanyerés.
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Robusztussag (robustness)
A robusztussag vizsgalata soran befolyasolt harom valtozot (a B-eluens metanol:acetonitril
aranya, az A-cluens ammonium-acetdt tartalma és az oszlop homérséklete) a
modszeroptimalizalas sordn szerzett tapasztalataink alapjan valasztottuk ki. Az
optimalishoz képest alacsonyabb és magasabb értékeket a gyakorlati hibalehetéségek
mértékének megfelelden valasztottuk meg (pl. a mozgofazis készitésekor elkdvethetd redlis
hiba). A 15. ébra a robusztussag vizsgalat 8 kromatogramjat mutatja be (kisérleti elrendezés

a Modszerek fejezet 7. tablazata alapjan).

mAU |
400

350 _JLLMMWHJ_ exp 8
s00 o S M A A M A exeT

25(1__ exp 6
200 1 exp 5
150 exp 4

100 -MLRMJ'L_ exp 3

50_- _JnL__ exp 2
| M exp 1
]
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t/ min
15. dbra: A robusztussag vizsgalata soran regisztralt kromatogramok

Mind a retencios idore, mind a csucsteriiletre az A-eluens ammonium-acetat tartalmanak
van a legkisebb, mig a B-eluens metanol:acetonitril aranyanak a legjelentdsebb hatdsa. A
B-mozgofazis ACN:MeOH ardnya a valasztott szinteken jelentésen befolyasolta a
vegyiiletek relativ retenciojat, mig a hatasa a relativ cstcsteriiletekre elhanyagolhato volt. A
zavartlirési vizsgalat értelmében a modszerben ki kell emelni, hogy a B-mozgdfazis
készitésekor kiilonos figyelmet kell forditani az ACN:MeOH pontos aranyara, a mérés
soran az oszlop homérsékletének allanddsagara (lehetdleg  oszloptermosztat

alkalmazéséval).
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Statisztikai analizis (varianciaanalizis) alapjan a vizsgalt paraméterek kozil egyik sem
rendelkezett szignifikdns hatdssal sem a retencidés idére, sem a csucsteriiletre, igy

elmondhatjuk, hogy a médszer robusztusnak tekinthetd.

Stabilitas (stability)
A torzsoldatokat 7 napig hitdszekrényben (2—8°C), a mintaoldatot pedig 24 oOraig
szobahdmérsékleten taroltuk. Az oldatokat tisztdnak és a kromatogramok 0sszehasonitasa

alapjan stabilnak talaltuk.

4.1.3. A komponensek azonositdsa, kvalitativ analizis
Célunk a PDE-5 inhibitorok kvalitativ és kvantitativ analizisét egyarant biztosito,
szildenafilt, mint konnyen beszerezhetd kiilsé standardot alkalmazd, egyszeri és olcso
HPLC-UV moddszer fejlesztése volt. A modszer alapja, hogy a szildenafil kiilsd standardra
vonatkoztatott  relativ  retenciés adatok és a  vegylilet UV-spektrumanak
referenciaspektrummal torténd 0sszehasonlitasa alapjan megfeleld informacidhoz juthatunk
a vegylilet azonositasahoz.
Az azonossagi kovetelmények:

e az adott komponens  UV-spektruma egyezzen meg a  megfeleld
referenciaspektrummal;

e az adott komponens relativ retencidja a 12. tablazatban megadott megfeleld értékek

kozé essen.
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12. tablazat: A szildenafilre vonatkoztatott relativ retencidk a 14 vizsgalt
vegyiiletre

. Relativ retencio . Relativ retencio
Vegydletneve | o iidenafilre) | c&YHetMeVe | ildenafilre)
ACE 0.6850.715 |VAR 1.025-1,055
NDV 0.705-0,735 |HS 1,065-1,095
TAD 0.755-0,785 |PV 1.165-1,195
HV 0.815-0,845 |HTHS 11851215
HHS 0.865-0.895 |TDS 12451275
DMS 0.935-0.965 |TS 1.265-1.295
SIL 0.985-1,015 |THS 1.3351,365

Az adott komponens azonositasa csak abban az esetben fogadhat6 el, ha a relativ retenciora
¢s az UV-spektrumra vonatkoz6 kovetelményt egyarant kielégiti. Annak érdekében, hogy
azt mondhassuk, hogy a modszeriink megfeleld, sziikséges volt bizonyitani, hogy a
modszer robusztussagat megfeleléen vizsgaltuk €s hogy a komponensek azonositdsanak
kritériumai megfeleléen megalapozottak.

A robusztussag vizsgalata alapjan azt tapasztaltuk, hogy egyes komponensek SIL-re
vonatkoztatott relativ retencidja a kisérleti koriilmények kis véltozéasara érzékenyebben
reagal (pl. ACE, NDV, HV), mint masoké (pl. VAR, DMS, HS). Ugyanakkor az lenne az
ésszerli, ha minden vegyiiletre ugyanolyan széles intervallumot haszndlnank.
Kompromisszumként + 0,15 perc tartomany alkalmaztunk. Annak ellenére, hogy lathato
néhany esetben az intervallumok atfedése, ez csak a TDS-TS esetén lehet félreérthetd,
ugyanis a tobbi esetben az UV-spektrumok jelentdsen eltérnek egymastol. Bar a modszer
csak a 14 vizsgalt célmolekula megfeleld azonositdsdra alkalmas, barmely j PDE-5
inhibitor alapvaza megallapithaté a SIL-re vonatkoztatott relativ retencidja és az UV-
spektruma segitségével. Amennyiben az UV-spektrum ¢és a relativ retencio alapjan az adott
komponens mégsem lenne azonosithatd egyértelmiien, vagy barmilyen egyéb, azonossagot
illetd kétely meriil fel, az eredményeket tovabbi, fliggetlen vizsgalattal is meg kell erdsiteni.
Mivel modszeriink esetén a mozgofazis MS kompatibilis, a HPLC-UV rendszer direkt MS

kapcsolasa konnyedén megoldhatja a problémat.
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4.1.4. Mennyiségi meghatarozads, kvantitativ analizis

HPLC-s kvantitativ meghatarozasok esetén a komponens mennyiségi becslése a megfeleld
referenciaanyag hianyaban egy masik kiils6 standarddal is torténhet. Ez egy altalanosan
elfogadott gyakorlat az Eurdpai Gyogyszerkonyvben, foleg rokon vegyiiletek vizsgalatakor.
Ebben az esetben a vegyiilet csucsteriiletét hasonlitjuk 0©ssze a kiilsd standard
csucsteriiletével. A valaszfaktorok szignifikans kiillonbségeinek kikiiszobolése egy
korrekcios faktor alkalmazéasaval lehetséges. A modszeriinkben alkalmazott korrekcios
faktorok szamitdsa a validadlds sordn kapott regresszios egyenesek szildenafilre
vonatkoztatott relativ meredekségén alapul, a 16. abra ezt a VAR példdjan keresztiil mutatja
be. Minden egyes komponensre a linearitas vizsgalatkor kapott regresszids egyenes
meredekség értékét (pl. vardenafil esetén 4,1344) elosztottuk a szildenafil megfeleld
adataval (4,1344/9,193=0,4497), majd a tort reciprokat vettiik (2,2237) és egy tizedesre
kerekitettiik a késObbi szamitasok egyszerlsitése végett, igy megkaptuk a 13. tdblazatban

Osszefoglalt korrekcios faktorokat (vardenafil esetén 2,2).
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16. abra: A vardenafil korrekcios faktoranak szamitasahoz felhasznalt
regresszids egyenesek
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13. tablazat: A korrekcios faktorok a 14 vizsgalt vegyiiletre

Vegyiilet neve |Korrekcios faktor|Vegyiilet neve |Korrekcios faktor
ACE 0,5 VAR 2,1
NDV 2,1 HS 0,9
TAD 0,9 PV 1,9
HV 2,2 HTHS 1,5
HHS 1,0 TDS 1,4
DMS 1,0 TS 1,3
SIL 1,0 THS 1,2

A hatéanyag-tartalmat a vizsgdlati minta egy adagolasi egységére vonatkoztatva a kiilsé
standard oldat koncentracidja, a minta higitasa és a 13. tdblazatban megadott korrekcios
faktorok (a komponens csucsteriiletét a korrekcids faktorral szorozva) alapjan szdmithatjuk,

a Gyogyszerkonyv gyakorlatanak megfelelden.

4.1.5. Rendszeralkalmassag

Mivel a PDE-5 inhibitorok azonositasa a SIL-re vonatkoztatott relativ retenciojukon alapul,
a rendszer alkalmassdganak bizonyitdsa kulcsfontossagh minden mérés elott. A
rendszeralkalmassagi kritériumok a moddszervalidalas eredményeinek alapjan allapitottuk
meg:

» ismételhetdség: az 1. kiils6 standard oldatot 6-szor egymas utan injektalva a SIL csucs
teriiletére vonatkozd6 RSD% 1,0% alatti; mig a retencids id6 RSD% értéke nem érheti el a
0,5%-ot.

+ visszanyerés: a 2. kiilsé standard oldat kromatogramjan a SIL csucsteriilet-atlag
(2 injektalasbol) aranya az 1. kiilsé standard oldat esetében szamolt csucsteriilet-atlaghoz
képest 0,98-1,02 koze kell, hogy essen.

* csucsfelbontas: a rendszeralkalmassagi oldat kromatogramjan a SIL és a VAR kozotti
csucsfelbontas legyen legalabb 3,25.

* relativ retencio: a rendszeralkalmassagi oldat kromatogramjan a VAR SlL-ra szamolt

relativ retencidja 1,025—1,055 kozotti értéket vehet fel.
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4.1.6. Készitmények vizsgalata

Annak érdekében, hogy a modszer alkalmazhatosagat bizonyitsuk, az alabbi eljarast valodi
mintak elemzésére alkalmaztuk: kiilonb6zo, az erektilis difszunkcid kezelésére hasznalt
étrend-kiegészitoket €s gyogynovény alapu készitményeket vizsgaltunk. Szamos mintaban
talaltunk SIL-t, tioszildenafil analégokat (HTHS, TS, THS, TDS), vardenafil analogokat

(PV, HV) és tadalafilt. A 17. abra egy hamisitott készitmény megerdsitd azonositasat

mutatja be.
g
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17. abra: A hamisitott készitmény vizsgalata: a felsé kromatogram az eredeti,
mig a a vizualis szemléltetés kedvéért az als6 kromatogram a vizsgalt PDE-5 inhibitor
analogok koziil 7 random kivalasztott (acetildenafil, tadalafil, hidroxi-homoszildenafil,
vardenafil, pszeudovardenafil, tiodimetilszildenafil és tiohomoszildenafil) standard
hozzaadésa utan regisztralt gyogynovény alapu készitmény kromatogramja.

A relativ retencio €s az UV-spektrum alapjdn a mindségi azonosités, a korrekcios faktorok
segitségével a mennyiségi elemzés lehetséges: a minta korilbelil 18 mg
tiodimetilszildenafilt tartalmazott egy doézisban. Az eredményt MS detektdlassal mint

fliggetlen modszerrel is megerdsitettiik.
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18. abra: Hamisitott gyogynovény alapu készitmények vizsgalata: A), B), C), D)

¢és E) minta

Tovabbi 5 gyogyndvény alapu étrend-kiegészitd vizsgalatakor kapott pozitiv hamisitasi
eredményt mutat be a 18. dbra, melyekbdl a kdvetkez6 komponenseket azonositottuk: az
A) minta 60 mg HTHS-t és 67 mg THS-t tartalmazott kapszulanként; a B) minta 9 mg PV-t
kapszulanként; a C) minta 9 mg TAD-tés 33 mg SIL-t kapszulanként, a D) minta 65 mg
HTHS-t és 20 mg THS-t kapszulanként; mig az E) minta 18 mg HV-t és egy olyan PDE-5

inhibitor anal6got, amit nem tartalmazott a mi standard mintaoldatunk. Ennek a
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vegyliletnek a retencios ideje nem illett bele egyik altalunk vizsgalt komponens altal kijelolt
tartomanyba sem, azonban az UV-spektruma a vardenafil analégok spektruméhoz
hasonlitott. A kromatografias moddszeriinket MS detektalassal kiegészitve a komponenst
hidroxi-tiovardenafilként (HTV) azonositottuk. A vardenafil, mint alapvegyiilet korrekcios
faktorat (2,1) alkalmazva koriilbeliil 20 mg HTV-t tartalmazott a készitmény.

A HTV tartalom becslésére egy tovabbi szamitdsi modszer is alkalmazhatd, mely azon
alapul, hogy az egyes szerkezeti elemek a korrekcios faktort kiilonbozé mértékben
befolyasoljak. A szildenafil alapvazas vegyiiletek pirazolo-pirimidin szerkezeten
elhelyezkedd karbonil csoportjdnak tionil csoportra torténd szubsztitucidja koriilbeliil
0,3 korrekcids faktor novekményt jelent a tioszarmazékok esetén (SIL-TS, HS-THS
esetén). Ez az analdgia alapjan a hidroxi-tiovardenafil korrekcids faktora levezetheto a
hidroxivardenafil korrekcios faktoranak (2,2) karbonil-tionil cserére jellemz6 0,3-del
torténd megndvelésével. Az alabbi mddszer szerint a vizsgalt készitmény koriilbeliil 23 mg
hidroxi-tiovardenafilt tartalmazott. A két becslési modszerrel azonos nagysagrendi HTV
mennyiséget tudtunk megallapitani.

Az utobbi eset egyértelmiien bizonyitja a mddszeriink elényds alkalmazhatdsagat: gyors €s
robusztus mindségi €és hozzavetdleges mennyiségi informaciot nyerhetiink a PDE-5

inhibitorral hamisitott étrend-kiegészitd €s ndvényi alapl készitmények esetén.

4.2. Optikailag aktiv vegyiiletek elvalasztasa ciklodextrin-alapu kapillaris
elektroforézissel

4.2.1. Elokisérletek

A gyogyszervegyiilet fizikai-kémiai tulajdonsagainak (pl. ionizécios profil, lipofilitas)
minél részletesebb ismerete mind a farmakokinetika, mind a gydgyszeranalizis teriiletén
hasznos. A savassagot/bazicitast altalaban a protonalodasi makroallandokkal (logK)
jellemezziik, mely lehetdvé teszi a molekula pH-fiiggd ionizacios allapotanak eldrejelzését
[294, 295]. CE elvalasztasok esetén alapvetd kritérium, hogy vizsgalt vegyiilet — vagy a
kolesonhato CD — toltéssel rendelkezzen. A vizsgalt vegyiilet toltése nemcsak
elektromigracios tulajdonsagait szabja meg, de hatissal lehet a szelektorral torténd
komplexképzésre is. A hattérelektrolit pH-ja emellett az EOF nagysagat és a CD toltését is
befolyasolhatja.
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Alogliptin

Ahhoz, hogy semleges ciklodextrinek komplexképzését is jellemezni tudjuk kapillaris
elektroforézissel, a primer amin csoportot tartalmazo alogliptinnek protonalt forméban kell
lennie. A modszerfejlesztés elbtt tehat érdemes megvizsgalni az alogliptin sav-bazis
tulajdonsagait. Ennek érdekében CE-pH titralast végeztiink a 6,0-11,0 pH tartomanyban.
Eredményiil a logK = 8,34 + 0,02 értéket kaptuk, mely kisebb egy primer aminra vartnal.
mellett (I = 0,15 M) a logK = 8,50 + 0,04-nek adddott. Az eredmények értelmében a CE
méréseknél alkalmazott hattérelektrolitok pH-jat minimum egy egységgel az alogliptin
logK értékénél kisebbre kell beallitani, ahol az alogliptin dominansan kationos formaban

létezik (AloH™).

Tapentadol

Tapentadol esetén is sziikség volt a molekula sav-bazis tulajdonsagainak vizsgélatara. A
tapentadol egy diprotikus amfoter vegyiilet (mivel egy savas fenolos hidroxi és egy bazikus
tercier alifas amin funkcids csoporttal rendelkezik), igy a farmakokinetikai abszorpcio és
disztribcid becslését jelentdsen befolyasolja a molekula ionizéacios éallapota. Mivel egy
savas ¢és egy bazikus csoporttal is rendelkezik, a tapentadol (T) négy protondlodasi
allapotban létezhet a pH fiiggvényében: kationos (H,T'), ikerionos (HT®), semleges

(toltésmentes) (HTO) ¢s anionos (T°) forméban (19. 4bra).
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19. dbra: A tapentadol lehetséges protonaltsagi allapotai (kationos (H,T7),
ikerionos (HT*), semleges (tSltésmentes) (HT®) és anionos (T") forma)

Az ionizacids allapotok vizsgdlatdra a vizes kozegli potenciometria abban az esetben
alkalmazhat6, ha az adott pH-tartomanyban a vegyiilet oldhatosaga eléri a 0,5 mM-t.
Tapentadol esetén teljesiil ez a kritérium, igy a logK értékek 25,0°C és 0,15 M ionerdsség
mellett meghatarozva a kovetkezOeknek adodtak: logK; = 10,59 £ 0,01 ¢és
logK; = 9,44+ 0,01. Ez azt mutatja, hogy fiziologias pH-n a tapentadol foként kationos
formaban fordul el6. Az eredmény jo 6sszhangban van (logK; = 10,45 és logK; = 9,34) a
Nucynta® (IR Janssen Inc.) termék monografidjaban leirtakkal, ahol sem a mérési
koriilmények, sem a mérési mddszer nincs pontosan feltiintetve. A potenciometrids titralast
'H NMR-pH titralassal erésitettik meg, ezzel logKy = 10,62 + 0,03 és logK, = 9,48 + 0,03
értékek adodtak. Az aminocsoport protondlodasanak koszonhetéen a tapentadol savas
kortilmények kozott (pl. pH 2,5 fosztatpufferben) pozitiv toltéssel rendelkezik, mig bazikus
koriilmények kozott (pl. pH 9,5 boratpuffer esetén) részben pozitiv, igy a CE mérések soran
varhatoéan semleges CD-k is vizsgalhatoak lesznek.

A két kozelesd protonalodéasi makrodllandd a molekula egészét jellemzi, nem rendelhetd
egyértelmiien a funkcios csoportokhoz. Az egyes protondlhatd csoportok egyéni bazicitasat
a protonalodasi mikroallandok jellemzik. Tapentadol esetén az UV-spektrum a 265-320 nm
tartomanyban fligg a pH-tol, melyet a fenolat csoport protonalddasa szelektiven befolyésol,
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mivel a tercier amint6l elegendéen nagy kovalens tévolsdgban helyezkedik el. A k°
mikroallandét az (6) és a (7) egyenlet alapjan szamitottuk: logk® = 9,94 + 0,04, majd a (8)
és a (9) egyenlet alapjan kaptuk a logk™ = 10,48, logkS = 9,55 és logk) = 10,09
mikroallandokat. Ezek alapjan megallapithatd, hogy az amin bazicitasa 3,5-Szer nagyobb a
fenolaténal. Ezt a *H NMR-pH titralas is alatdmasztotta: az N-metil rezonanciajel kémiai
eltolodas-pH profilja esetén nagyobb protonaldédas okozta eltolodas-valtozast tapasztaltunk
az els6 protonalddasi 1épésnél (AS = 0,454 ppm), mint a masodiknal (A = 0,207 ppm). A
tautomer arany, mely az ikerionos és a toltésmentes forma pH-fiiggetlen aranyat adja meg,
3,47-nek adodott, tehat a vizes kozegben az ikerionos forma domindl. A hasonlé sav-bazis
funkciokkal és farmakologiai hatdssal is rendelkezO morfinnal ez az ardny ellentétes,

k; = 0,35 [296]. A kolcsonhatasi tényezOkben is enyhe eltérést tapasztaltunk (aAlogk,

tapentadol esetén 0,39; morfin esetén 0,61), melynek oka a két molekula flexibilitasbeli
kiilonbsége lehet. Tapentadol esetén egyféle, mig morfin esetén tobb uton valdsulhat meg

az amin- és fenolatcsoport kozti kolcsonhatas. A Alogk értékek hasonld 6sszehasonlitasat

irtdk le a kétféle kolcsonhatasi utat mutatd piperazin és az egyféle kapcsolodasu etilén
esetén, ahol az utdobbi komponens esetén kisebb kdlcsonhatasi tényezoket kaptak [297],
hasonldan, mint tapentadol esetén.

A tapentadol lipofilitdsat n-oktanol/viz rendszerben torténd megoszlassal jellemezhet;jiik:
kétfazisti potenciometrids titralassal logPoct = 2,77 £ 0,01 értéket kaptunk, ami alatamasztja
az oralis alkalmazas sordn tapasztalt gyors és teljes felszivodast a gasztrointesztindlis
traktusbol [298]. Mivel a vegyiiletek részletes fizikai-kémiai jellemzése jelen dolgozatnak
nem célja, csupan a kapillaris elektroforetikus modszer fejlesztése szempontjabol
targyaland6, a mikro- ¢s makrodllandok, illetve a lipofilitas részletesebb targyalasa

megtalalhato a disszertacid alapjat képzd kozleményiinkben [S3].

Tadalafil

A tadalafil nem rendelkezik a 2-12 pH tartomanyban ionizaciora képes savas vagy bazikus
funkcids csoporttal. Ebben az esetben ez elektroforetikus elvalasztds nehézségét az adta,
hogy a molekula semleges, vagyis egyiitt mozog az elektroozmdzissal mind a négy

semleges izomer. A semleges sztereoizomerek elvalasztasahoz toltéssel rendelkezd
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ciklodextrinre volt sziikség, hogy az -elvalasztashoz sziikséges mobilitaskiilonbség
1étrej6jjon a migracio soran [173, 276-279].

A tadalafil vizoldékonysaga (pH-tol fliggetleniil) igen gyenge, gyakorlatilag vizben (és
vizes pufferekben) oldhatatlan vegyiilet, metanolban mérsékelten oldoédik. Ahhoz, hogy a
tadalafil CD-kel tortén6 komplexképzése CE-vel vizsgalhatd legyen, sziikség van az
oldatkészités optimalizalasara. A standard torzsoldatok készitéséhez a négy sztereoizomert
metanolban oldottuk (1 mg/ml kiilon-kiilon az egyes sztereoizomerekre). A megfeleld
standard oldatok készitésének érdekében a csucsalakot és az alapvonalat vizsgaltuk 50 mM
Tris-ecetsav pH 4,75 hattérelektrolitban. A viztartalom novelésével a csucsalak és az
alapvonal javult, azonban a vegyiilet oldhatdsaga a viztartalom novelésének hatart szabott.
Végiil az optimalizalt standard oldat mind a négy izomert 166 pg/ml koncentracidban
tartalmazta 1:5 metanol:viz elegyben. Az injektalasi paraméterek 40 mbar-4 s-rél

20 mbar-3 s-ra torténd valtoztatasaval az alapvonal és a cstcsalak ugyancsak javult.

4.2.2. Az enantiomerek/ sztereoizomerek elvdlasztisa

A sikeres kiralis elvalasztas feltétele az enantiomerek sebességkiilonbsége [171]. CE-ben az
enantiomerek elvalasztdsa a legtobb esetben a kiillonb6zdé kotddési affinitdson alapul
Kstab1 # Kstab2, azonban az enantiomerek €s a kiralis szelektor kozott ideiglenesen képz6do
diasztereomer asszocidtumok mobilitds kiilonbsége (ukpxa # ukpixe) 1S OKozhatja az
enantiomerek elvalasat még abban a kiilonleges esetben is, ha a komplexstabilitasi allandok

megegyeznek (Kstan: = Kstan2) [171].

Alogliptin

Az alogliptin enantiomerek elvalasztasa céljabol harom nativ (a-, B- és y-CD), 6t semleges
(TRIME-B-CD, TRIME-y-CD, RAME-y-CD, HP-B-CD ¢és HP-y-CD) és 6t negativ toltéssel
rendelkez6 (CM-y-CD, SP-B-CD, SP-y-CD, SBE-B-CD és SBE-y-CD) CD szarmazékot
vizsgaltunk. A 0,25-80 mM koncentracidé tartomanyban (a CD oldhatosdgatol és az
elvalasztastol fiiggden) tobb koncentracié szinten vizsgaltuk az enantiomerek
elvalaszthatosagat 30 mM acetatpuffert (pH 4,75) tartalmazé hattérelektrolitban. Az

eredményeket a 14. tablazat foglalja dssze.
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14. tablazat: Az alogliptin enantiomerek felbontasa (Rs) és migracios sorrendje
(EMO) az alkalmazott CD rendszerekkel

CD DS Rs EMO
y-CD - 1,56 R; S
SP-B-CD ~2 1,51 S; R
SP-y-CD ~2 5,16 R; S
~4 2,04 S; R
SBE-B-CD | 63 4,64 S; R
~10,4 2,12 S: R
SBE-y-CD -4 4,75 R; S

A nativ ciklodextrinek koziil egyediil a y-CD vélasztotta el az alogliptin enantiomereket
(Rs= 1,56). A vizsgalt ciklodextrin szarmazékok koziil a toltéssel nem rendelkezd
RAME-y-CD ¢és HP-y-CD részleges, mig a negativ toltéssel rendelkez6 SP-B-CD, SP-y-CD,
SBE-B-CD- ¢és SBE-y-CD alapvonal elvalasztast eredményezett. A SP-y-CD esetén
tapasztaltuk a legnagyobb felbontast (Rs = 5,16), melyet a SBE-y-CD (Rs = 4,75) kovetett.
A B-ciklodextrin szarmazékok koziil a SBE-B-CD (Rs = 4,64) mutatta a legjobb

elvalasztast.

Tapentadol

Az eldkisérletek sordn eldszor a tapentadol enantiomereket vizsgaltuk, majd az igéretesebb
ciklodextrinekkel kiterjesztettiik a vizsgalatokat mind a négy sztereoizomerre. Az utdbbi
méréseket az Olomouci Egyetem (Palacky University, Olomouc) Analitikai Kémiai
Intézetével egylittmiikodésben végeztiik.

Az R,R- és S,S-tapentadol elvalasztdsdnak vizsgdlatira két nativ (a- és B-CD), 6t semleges
(TRIME-a-CD, TRIME-B-CD, RAME-a-CD, RAME-B-CD és HP-B-CD) és tizenkettd
negativ toltéssel rendelkez6 (SBE-a-CD, Sp-a-CD, S-0-CD, CM-a-CD, SBE-B-CD DS~3,9
¢s DS~6,5, SP-B-CD DS~4 és DS~2, SHP-B-CD, CM-B-CD, CE-B-CD és Phos-p-CD) CD
szarmazékot alkalmaztunk a 0,125-30 mM koncentracio tartomanyban 50 mM Tris-ecetsav

(pH 4,75) hattérelektrolitban. A felbontas-értékeket a 15. tablazat foglalja Ossze.
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15. tablazat: A tapentadol enantiomerek felbontasa (Rs) és migracids sorrendje
(EMO) az alkalmazott CD rendszerekkel

CD DS R EMO
o 1,34 RR:S,S
TRIME-0-CD | ~18
RAME-0-CD | ~11 1,37 RR:S,S
SBE-a-CD ~4 5,17 RR:S,S
SP-a-CD ~2 3,02 RR:S,S
S-a-CD ~12| 16,18 S,S: RR
CM-a-CD ~35| 5,16 RR:S,S
B
TRIME-§-CD | ~21 1,52 RR;S,S
RAME-B-CD | ~12
HP-§-CD ~4,6
~39| 0,89 RR:SS
SBE-CD ~6,5 2,64 RR:SS
~4 1,70 RR;S,S
SP4-CD ~2 1,25 RR:S,S
SHP-B-CD ~25| 0,99 5,S; RR
CM-B-CD ~3 1,71 S,S: RR
CE-§-CD ~3 1,23 S,S; RR
Phos-§-CD ~4 1,74 S,S: RR

A nativ CD-k koziil csak az a-CD valasztotta el (részlegesen, Rs = 1,34) az enantiomereket.
A semleges CD szarmazékok kozill egy a- (RAME-a-CD) és egy B-CD szarmazék
(TRIME-B-CD) esetén tapasztaltunk felbontast. A vizsgalt toltéssel rendelkez6 CD
szarmazékok koziil mind elvéalasztotta az enantiomereket. A B-CD szarmazékoknal jobb
felbontasi értékeket adtak az a-CD szadrmazékok, amelyekkel minden esetben alapvonali
elvalasztast tapasztaltunk: SP-a-CD Rs = 3,02; CM-a-CD Rs = 5,16; SBE-0-CD Rs = 5,17
és a kimagasloan nagy felbontasu S-a-CD Rs = 16,18. A szubsztiticios fok novelésével
SBE-B-CD ¢és SP-B-CD esetén is nétt a felbontas.

A négy sztereoizomer elvalaszthatosagat nativ (a-CD, f-CD, y-CD), semleges (HE-B-CD,
HP-y-CD, HP-B-CD) és negativ toltéssel rendelkez6 (CE-B-CD, CM-B-CD, CM-a-CD,
SBE-0-CD, S-a-CD, S-B-CD, S-y-CD) szarmazékokkal vizsgéaltuk savas (pH 2,50
fosztatpuffer) és bazikus (pH 9,5 boratpuffer) koriilmények kozott.
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A nativ CD-ek koziil az a-CD nagy koncentracidoban alkalmazva lugos koriilmények kozott
az R,R-/S,S- és az R,S-/S,R-tapentadol izomereket kis felbontassal elvalasztotta. A B-CD az
R,R/S,S és S,RIR,S diasztereomer part alapvonalig és az R,S/S,R izomereket részlegesen
valasztotta el savas koriilmények kozott. A B-CD koncentracidé novekedésével a felbontas
csokkent. A y-CD esetén csak az R,R/S,S és az S,R/R,S diasztereomer par valt el, az
enantiomerek elvalasztdsa nem volt megvaldsithato. A toltéssel nem rendelkezd CD
szarmazékokat vizsgalva a HE-B-CD esetén az R,S/S,R par alapvonalig elvalt mind a két
pH-n, azonban az S,S-/R,R-tapentadol enantiomerek nem mutattak felbontast. A HP-B-CD
és a HP-y-CD lugos koriilmények kozott nem voltak képesek az R,R-/S,S-tapentadol
elvalasztasara, és csak részleges eclvalasztast tapasztaltunk az R,S/S,R par esetén. Savas
korilmények kozott a HP-CD szarmazékok csak bizonyos enantiomer par elvalasztasat
tették lehetévé: a HP-B-CD csak az S,R-/R,S-tapentadolt (Rs = 1,63), a HP-y-CD pedig csak
az R,R-/S,S-tapentadolt (Rs = 4,50) valasztotta el. A pH valtoztatasaval a CD to6ltésallapota
nem valtozik, viszont a tapentadol savas korilmények kozott protonalddik. A
HP-ciklodextrinek a pozitiv toltéssel rendelkezd tapentadol enantiomereket ismerik fel
sztereoszelektiven, mig a semleges tapentadol esetén a szelektivitds nem jon létre vagy
kisebb mértékli vagy pedig hasonld. A két semleges HP-CD szarmazékot kozos
rendszerben alkalmazva megfeleld koriilmények kozott dudl rendszer fejleszthetd, melyben
mind a négy izomer elvalasztisa megvalosulhat, ugyanis a két CD szarmazék mas-mas
enantiomerparra mutat enantioszelektivitast. A dudl rendszer kidolgozédsa megtalalhaté a
késdbbiekben, a modszer optimalizalas leirasanal.

A Kkarboxietil- és karboximetil-CD szarmazékok pH-tol fiiggéen deprotonalddhatnak, igy a
megfeleld pH tartomdnyban negativ toltéssel rendelkezhetnek, igy mar nem csak a
tapentadol t6ltése, hanem a CD szarmazékok toltése és igy azok enantioszelektivitdsa is
valtozik a pH fliggvényében. A lugos koriilmények kozott negativ toltéssel rendelkezd
CE-B-CD-t alkalmazva alapvonal elvalasztast kaptunk (S,S-, R,R-, R,S-, S,R-tapentadol
sorrendben). Savas koriilmények kozott az R,R- és az S,S-tapentadolt csak részlegesen
valasztotta el a CE-B-CD, és a kirdlis szelektor koncentraciot novelve sem értiink el
nagyobb felbontast. Az R,S/S,R enantiomer parra alapvonal elvalasztast kaptunk CM--CD
esetén, viszont a négy izomer CM-B-CD-nel torténd elvalasztdsdhoz lagos BGE

alkalmazasara volt sziikség: pH 9,5 BGE esetén alapvonal elvalasztast értiink el (S,S-, R,R-,
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R,S-, S,R-tapentadol sorrendben). CM-a-CD és a SBE-a-CD esetén (R,R-, S,S-, S,R-, R,S-
tapentadol sorrendben) S-a-CD esetén (S,S, S,R, R,S, R,R migraciés sorrenddel) is
alapvonal elvalasztast tapasztaltunk lugos koriilmények kozott. S-B-CD és S-y-CD esetén is
az R,S-/S,R- részlegesen, az R,R-/S,S-tapentadol alapvonalig valt el savas koriilmények
kozott, mig lagos koriilmények kozott lehetséges volt a négy sztereoizomer alapvonali
elvalasztasa (S-B-CD esetén S,S, R,R, R,S, SR, mig S-y-CD esetén S,S, R,R S,R, R,S,

migracids sorrenddel).

Tadalafil

A kiralis elvalasztast 22 toltéssel rendelkezé CD szarmazékkal vizsgaltuk: koziiliikk 7 nem
valasztotta el a négy sztereoizomert (CM-a-CD, CE-0-CD ¢és a y-CD szarmazékok:
CM-y-CD, S-y-CD, SP-y-CD, SHP-y-CD, SBE-y-CD), 4 részleges (a negativ SP-0-CD és
CM-B-CD, a pozitiv toltésit PA-B-CD ¢és IPA-B-CD), mig 11 alapvonal elvélasztast
eredményezett (a negativ toltéssel rendelkezé S-a-CD, SBE-a-CD, CE-B-CD, Succ-B-CD,
Phos-p-CD, S-B-CD, SP-B-CD, SHP-B-CD, SBE-B-CD DS~4 és DS~6,3 és a pozitiv
toltéssel rendelkez6 MA-B-CD). Az eredményeket a 16. tablazat foglalja dssze.

A terapiaban alkalmazott R,R-tadalafil és az S,S-tadalafil enantiomer elvalasztasat vizsgalva
azt tapasztaltuk, hogy a legnagyobb felbontast CM-B-CD esetén tudtunk elérmi (Rs = 7,73,
annak ellenére, hogy az R,R/S,R parra csak részleges elvalasztast értiink el Rs = 0,43
értékkel). Tovabbi harom negativ tdltéssel rendelkezé B-CD szarmazék esetén (S-B-CD,
SP-B-CD és SBE-B-CD DS~6.3) kaptunk 7,00 f616tti Rs értékeket. Az a-CD szarmazékok
kozil a S-a-CD mutatta a legnagyobb felbontast (Rs = 5,19), melyet a SBE-a-CD kovetett
(Rs = 4,26).
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16. tablazat: A tadalafil sztereoizomerek felbontasa (Rs) és migracids sorrendje
(EMO) az alkalmazott CD rendszerekkel, ahol az elséként-masodikként, masodikként-
harmadikként, harmadikként-negyedikként, els6ként-negyedikként, els6ként-
harmadikként, masodikként-negyedikként migrald sztereoizomerre vonatkozd felbontési
értekek vannak feltiintetve

CD Rs 12 [Rs23 |[Rs34 |Rs13|Rs14 |Rs24 EMO

S-a-CD 5,19 4,82 | 11,54 | 10,15 | 21,79 | 16,26 | R,R; S,S; R,S; S,R
SP-a-CD 2,33 206 | 0,72 | 416 | 459 | 254 | RS;SR; RR;S,S
SBE-0-CD | 2,65 9,56 | 4,26 | 12,18 ] 16,25 | 13,69 | RS;S,R; S,S; R,R
CM-B-CD | 7,73 043 | 6,16 | 7,19 | 1369 74 | S;S; RR;SR; RS
CE-$-CD 2,48 2,74 | 158 | 515 | 6,76 | 425 | S,S; RR;SR; RS
Succ-B-CD | 3,32 308 [ 1,36 | 6,24 | 7,44 | 437 [ S,S; RR;SR; RS
Phos-B-CD | 5,44 | 10,14 | 10,27 | 13,25 | 30,19 | 26,58 | S,S; R,R; SR; R,S
S-p-CD 7,54 7,26 | 4,09 | 14,84 | 18,62 | 11,2 | S,S; S,R; R,R; RS
SP-B-CD 7,55 | 24,38 | 5,75 |31,81] 3695|2969 | S,S; RR;SR; RS
SHP-B-CD | 4,06 408 | 3,15 | 8,15 | 11,24| 7,2 | S,S; RR;SR; RS
6,25 | 13,19 | 2,93 | 19,19 | 22,53 | 16,43 | S,S; RR;SR; RS
7,14 | 1599 | 3,97 | 22,26 | 27,19 | 20,76 | S,S; R,R; SR; R,S
MA-B-CD | 3,36 4,78 4,4 8,16 | 1246 | 9,12 | RS; S,R; R,R; S,S
PA-B-CD 1,48 198 | 1,36 | 3,31 | 467 | 3,24 | RS;SR; RR;S,S
IPA-B-CD 0,68 2,48 | 1,68 3,1 464 | 3,87 | RS;S,R; RR;S,S

SBE-B-CD

4.2.3. Latszolagos komplexstabilitasi allandok

A vizsgalt vegyiilet enantiomerjei €s az alkalmazott kiralis szelektor kozott 1étrejovo eltérd
kolcsonhatas alapvetd a kiralis elvalasztds szempontjabol. A szamitott komplexstabilitasi
allandok a kolcsonhatds erdsségét jellemzik. A ciklodextrinek azonban nem egységes
anyagok, azok tobbféle szubsztitucios pozicidju €s szubsztiticids foku frakciok keverékei,
melyek a vizsgélt kiralis vegyiilettel eltérd kolcsonhatasokat alakitanak ki. Ebbdl
kovetkezik, hogy a szamitott allandok atlagolt értékek. Mivel a puffer pontos ionerdsségét
nem szamitottuk, a hattérelektrolit viszkozitasa sem ismert és a CD egyre novekvd
koncentracioban torténd alkalmazasaval valtozik (erre vonatkozd korrekciét nem
alkalmaztunk), a szamitott allandok ezért is az adott hattérelektrolitra érvényes, latszolagos
értekek. A latszolagos, atlagolt komplexstabilitasi dllandok azonban segitséget nydjthatnak

a megfeleld szelektor kivalasztasaban, mely a modszeroptimalizalas egyik kritikus 1épése.
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A komplexstabilitasi allandok meghatarozésa a korabban bemutatottak alapjan tortént,
tartalmazd mintdkat. Amennyiben nem torténik kirdlis felismerés, az izomerek egyszerre
érik el a detektort, igy egyetlen stabilitasi allandd szamithatd, mig enantioszelektiv CD-k
esetén a sztereoizomerek elvalnak, igy a komplexstabilitas az egyes enantiomerekre kiilon-

kiilon megadhato.

Alogliptin

Alogliptin esetén a 0,25-80 mM koncentraci6 tartomanyban végeztik a keletkezd
komplexek stabilitasdnak vizsgalatdt 30 mM acetatpuffert (pH 4,75) tartalmazé
hattérelektrolitban. Azokban az esetekben, ahol az alogliptin enantiomerek alapvonal
elvalasztasat tapasztaltuk két alogliptin-CD komplex stabilitasi allanddjat (Kstap1, Kstanz az
elséként és masodikként migrald enantiomerre), valamint hatarmobilitdsat (upix, Hkpix2)

tudtuk szamitani. A mérések eredményét a 17. tablazat foglalja Gssze.

17. tablazat: Az alogliptin-CD komplexstabilitasi allandok, a komplexek
hatarmobilitasa valamint az enantiomerek migracios sorrendje

CD DS K stabl K stab2 (10'.‘:0::5\);.115.1) (1Ofcr|:]2|\>;215_1) EMO
v-CD - 7+0,8 11+ 0,7 a a R; S
SP-p-CD ~2 194+14 [206+6| -7,9+0,3 | -8,0+0,2 S;R
SP-y-CD ~2 65+2 84+3 | -21+£0,2 | -24+0,3 R; S
~4 226+ 6 (240+14| -7,2+0,2 | -64+0,3 S;R
SBEB-CD | -63 | 388+13 [411+20]-17,3+0,5|-184+05| S:R
~10,4 | 874+86 |(911+88| -255+1,5|-267+1,5| S;R
SBE-y-CD ~4 167+9 [187+15) 48+04 | -62+0,5| R;S

a: a hatarmobilitds szamitasa nagy hibaval terhelt

Az alogliptin affinitasa a nativ és a semleges CD szarmazékok irant igen gyenge. A pH
4,75 acetatpufferben az alogliptin pozitiv toltéssel rendelkezik, igy a negativ toltésti CD-kel
az elektrosztatikus kolcsonhatasoknak koszonhetéen nagyobb stabilitasu komplexet
képezhet. A 1étrej6vé anionos diasztereomer komplexek nagyobb mobilitaskiilonbsége
tovabb novelheti az elvélasztast. A y-CD szarmazékokat és a B-CD szarmazékokat

Osszehasonlitva megallapithatd, hogy a B-CD szarmazékok latszélagos stabilitdsa joval
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nagyobb, liregméretiik valdsziniileg jobban illeszkedik az alogliptin térigényéhez. A SBE-
B-CD-k esetén a szubsztiticids fok ndvekedésével (DS~4, DS~6,3, DS~10,4) a stabilitas a

négyszeresére novekedett.

Tapentadol

Tapentadol-ciklodextrin komplexstabilitasi allandokat a hatéanyag (R,R-tapentadol) és
annak enantiomerje (S,S-tapentadol) esetén hataroztuk meg hét o- és tizenkét B-CD
szarmazék esetén a 0,125-30 mM koncentracié tartomanyban 50 mM Tris-ecetsav puffert
(pH 4,75) alkalmazva. A mérések eredményeként kapott tapentadol-CD komplexstabilitasi

allandokat (Ksap1, Ksapz az elséként és masodikként migrald enantiomerre), valamint

komplexek hatarmobilitasat (uipix, Hkpix2) @ 18. tablazat foglalja ossze.

18. tabldzat: A tapentadol-CD komplexstabilitasi allandok, a komplexek
hatarmobilitasa valamint az enantiomerek migracios sorrendje

b DS | Kaam K sab2 (mfcr:p?lxxflls'l) (1ogcrl;glx);21s'l) EMO
a 35+9 40+9 a a RR;S,S
TRIME-o-CD | ~18 <10 a
RAME-0-CD | ~11 60+8 75+ 8 6,4 £ 0,6 6,5+0,5 |RR;SS
SBE-a-CD ~4 | 370+10 | 440+10 -14+0,2 -15+0,2 |R,R;S,S
SP-a-CD ~2 | 210+20 | 240+20 -4,7+0,9 50+08 [RR:;SS
S-a-CD ~12 | 550 +45 620 + 55 29+0,9 32+1 |SS; RR
CM-o-CD ~35| 48020 | 57020 -13+0,2 -14+0,1 |RR;SS
B 355+ 9 7,7 + 0,08
TRIME-B-CD | ~21 <10 <10 a a RR;S,S
RAME-B-CD | ~12 | 350 + 60 7,3+ 0,4
HP-B-CD ~46| 246+17 6,4+0,2
SBE-p-CD ~3,9| 1750 £150 | 1720+ 110 | -15+0,3 -15+0,2 |R,R;S,S
~6,5| 2470 £ 140 | 2710+ 160 | -28 £0,5 29+0,5 |RR;SS
SP-p-CD ~4 | 3940 +£320 | 4360 £350 | -22+0,2 22+0,2 |RR;SS
~2 | 2330+£70 | 2490+60 | -20=+0,1 20+0,1 |RR:;SS
SHP-B-CD ~25| 1210+20 | 1350+70 | -11+0,08 -11+0,1 |SS; RR
CM-B-CD ~3 | 7510 £ 460 | 8140 +480 | -17+0,1 -17+0,1 |SS; RR
CE-$-CD ~3 | 3810 +£210 | 3830 £220 | -3,6+0,1 -3,8+0,1 [SS; RR
Phos-p-CD ~4 | 6480 +200 | 6740 + 85 23 +0,1 24+0,1 |[SS; RR

a: a hatarmobilitas szamitasa nagy hibaval terhelt
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Az a-CD szarmazékok stabilitasa nem érte el a K = 600 M™-t, a B szarmazékoké altalaban
egy nagysagrenddel nagyobbnak adodott. A toltéssel nem rendelkezé CD-k csekély
affinitast mutattak a kationos tapentadol felé, azonban kiemelked?d stabilitast tapasztaltunk
az anionos oldallancu karboximetil-B-CD ¢és foszfatalt-B-CD esetén. Ez a tapentadol és a
kiralis szelektor oldallancai kozott kialakuld elektrosztatikus ¢€s  hidrogénhidas
kolcsonhatasokra utal. Annak ellenére, hogy a tapentadol affinitdsa a B szarmazékok irant
joval nagyobb, vagyis azok liregméretébe jobban tud illeszkedni a tapentadol molekula, az
a-CD szarmazékok esetén jobb az enantiomerek elvalasztdsa. Valoszinlileg nem az
iiregben, hanem az oldallancok szintjén 1étrejové kolcsonhatdsok a lényegesek a kiralis
felismerés szempontjabol.

A S-0-CD esetében tapasztalhatd kiugrdéan nagy felbontas (Rs = 16,18) I1étrejottében mind a
komplexstabilitdsok kiilonbsége, mind a hatdrmobilitasok kiilonbsége meghatirozd. A
tobbi szelektor esetén elsOsorban stabilitaskiilonbség felelds az elvalasztasért, mivel hatar-
mobilitasok értékei szinte azonosak.

CM-B-CD ¢és CM-0-CD esetén eltéré migracidos sorrendet tapasztaltunk, melyet a
kovetkezo6 fejezet részletez. Ennek pontosabb megértése érdekében CM-B-CD és CM-a-CD
esetén meghatdroztuk a négy sztereoizomerre vonatkozo latszolagos komplexstabilitasi
allandokat a 0,01-20 mM koncentracidé tartomanyban pH 9,5 boratpufferben. Az

eredményeket a 19. tablazat foglalja 6ssze.

19. tablazat: A tapentadol-CD komplexstabilitasi allandok, a sztereoizomerek
migracios sorrendje, valamint a komplexek hatarmobilitasa

CD K stabl K stab2 K stab3 K stab4 EMO
CM-a-CD | 490+40 | 620+40 860 + 60 1080 + 90 R,R-, SS-, S,R-, R,S-
CM-B-CD [3400 = 3003600 + 300| 18000 + 1000 {35000 + 3000 | S,S-, R,R-, R,S-, S,R-
CcD M kpix1 M kpix2 M kpix3 M kpix4
(10° ecm® Vs | 10 em®Vvis?h) | (10° em®Vvis?) | (10° em®Vvish)
CM-ao-CD [-16,07 +0,56(-16,35+0,45]| -17,1 £0,46 (-17,74 +£ 0,48
CM-B-CD |-18,48 +£0,62| -18,7+0,72 |-18,73 £0,42|-19,18 + 0,39
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CM-B-CD esetén hozzavetdlegesen tizszer akkora volt a komplexek stabilitdsa, mint
CM-a-CD esetén. A S,R izomer egy nagysagrenddel nagyobb affinitdst mutatott a

CM-B-CD irant, mint a S,S-tapentadol. A CM-a-CD esetén a komplexek

stabilitaskiilonbsége kevésbé jelentds, viszont a hatarmobilitdsok eltérése a CD

szelektivitasat jelentésen novelheti.

Tadalafil
A tadalafil esetében tizenkilenc negativ és harom pozitiv CD szarmazékot vizsgaltunk a
0,1-20 mM koncentracié tartomanyban 50 mM Tris-ecetsav (pH 4,75) hattérelektrolitban.

Kstans az elsOként,

A szamitott komplexstabilitdsi allandokat (Kswap1, Kstan2, Kstans,

masodikként, harmadikként és negyedikként migrald enantiomerre) valamint a komplexek

hatarmobilitasat (tipixt, MUkpixe, Hkplxa, Ukpixa) @ 20. és 21. tablazat foglalja 6ssze.

20. tdblazat: A tadalafil-CD komplexstabilitasi allandok valamint a

sztereoizomerek migracios sorrendje

CD K stabl K stab?2 K stab3 K stab4 EMO
S-a-CD 21080 | 110+60 70 + 35 105+45 |R,R;S,S; RS; SR
SP-0-CD 130£30 | 115+£20 | 120+£30 | 110+£25 |RS;S,R; R,R;S,S
SBE-0-CD | 190+ 15| 200+ 15 | 275+15 | 325+10 [R,;S;S,R;S,S; R,R
CM--CD | 145+ 10| 265+10 | 290+25 | 510+25 |S,S; RR; S,R; RS
CE-B-CD |340 £ 100| 580 + 145 | 1050 +200|1350 + 1501S,S; R,R; S,R; R,S
Succ-B-CD | 630 + 40 |1090 + 175]1650 + 400{2300 + 600|S,S; R,R; S,R; R,S
S-p-CD 110+45 | 125+45 | 140+40 | 150+£55 |S,S;SR; RR; RS
SP-p-CD 195+ 10| 340+30 | 890+50 | 1250+ 50 |S,S; R,R; S,R; R,S
SHP-$-CD | 250 +30 | 400+40 | 675+55 | 1000+ 75 [S,S; R,R; S,R; RS
MA-B-CD | 535+30 | 36535 | 28045 | 210+ 55 |RS; S,R; R,R; S,S
PA-$-CD | 530+55| 375+45 | 255+10 | 235+65 |RS;SR; RR;S,S
IPA-B-CD | 310+ 70 | 225+60 | 150+40 | 110+£25 |RS;SR; R,R;S,S
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21. tabldzat: A tadalafil-CD komplexek hatarmobilitasa

CD H Kkpix1 H Kkpix2 M Kkpix3 H Kkpixa
10° em?V's ™| (10° em®Vis ™| (10° em?Vis ) | (10 emPViis ™

S-0-CD -3,55+£ 0,45 -4,75 £ 0,60 -6,65 £+ 0,65 -7,45 + 0,30
SP-0-CD -10,30 + 0,60 | -12,10 + 0,65 -13,40 + 0,55 -14,10 = 0,45
SBE-0-CD| -30,05+0,40 | -30,45=+0,70 -30,50+ 0,60 | -30,40 +0,40
CM-$-CD | -21,45+0,65 | -21,45+0,25 -21,25+£0,75 -21,50 £ 0,30
CE-$-CD -9,30 £ 0,55 -9,30 £ 0,65 -9,40 £ 0,45 -9,90 + 0,30
Succ-B-CD | -12,05+0,25 | -12,25+0,45 -12,65 + 0,55 -12,80 £ 0,55
S-g-CD -6,10 + 0,40 -10,50 + 0,50 -13,85 £ 0,60 -15,44 + 0,65
SP-p-CD -35,36 £ 1,71 -29,81 £ 0,84 -26,92 £ 0,71 -26,04 + 0,44
SHP-B-CD | -14,60+ 0,75 | -14,95+ 0,50 -15,00 + 0,35 -15,25+£0,25
MA-B-CD 8,30+ 0,15 8,20+ 0,25 7,20 £ 0,45 6,35+ 0,70
PA-B-CD 7,90 £ 0,25 7,70 £ 0,25 6,95+0,10 5,75+ 0,60
IPA-B-CD 9,00+ 0,70 9,20+ 0,60 8,50 £ 0,70 8,25 +0,45

Phos-B-CD és SBE-B-CD esetén a komplexstabilitas meghatarozasa nem volt lehetséges a
hosszi analizisidok okozta csucstorzuldsok miatt. A B-CD szarmazékok az o-CD
szarmazékoknal stabilabb komplexeket képeztek, ez alapjan a B-CD szarmazékok iiregének
mérete a leginkabb megfeleld a tadalafil izomerekkel torténd komplexképzéshez. A vizsgalt
koriilmények kozott a legstabilabb komplexet a szukcinil-B-CD alakitotta ki (Kstaps 2300) az
utolsoként migraldé R,S izomerrel (a migraciés sorrendet a késdbbiekben részletesen
targyaljuk). A pozitiv toltésti B-CD szdrmazékok a negativ toltéslieknél valamivel gyengébb
komplexeket képeztek.

A komplexek hatarmobilitasai az a-CD szarmazékok koziil a S-a-CD, a B szarmazékok
koziil pedig a CE-B-CD esetében voltak (abszolut értékben) a legkisebbek. Az a
szdrmazékok esetén a komplexek hatarmobilitdsdnak ndvekedése az aldbbi sorrendet
mutatja: S-a-CD, SP-a-CD, végiil a kimagaslo SBE-0-CD. A hatarmobilitas novekedését az
tregméret novelésével (S-a-CD helyett S-p-CD), illetve a szubsztituens cseréjével
(CE-B-CD helyett CM-B-CD) is el tudtunk érni.

A ciklodextrinek a tadalafil enantiomerek elvalasztasanak mechanizmusa alapjan tobb
csoportba sorolhatok. SBE-a-CD, CM-B-CD, CE-B-CD, Succ-p-CD, SHP-B-CD és

IPA-B-CD esetén a sztereoizomerek komplexstabilitasi allandoiban jelentds eltérés lathato,

90



DOI:10.14753/SE.2016.1886

mig a komplexek hatdrmobilitasukban alig kiilonboznek: az elvalasztas alapjat a képzodo
komplexek eltérd stabilitisa adja. SP-a-CD ¢és S-B-CD esetén a latszélagos
komplexstabilitdsi allandokban nincs jelentds eltérés, azonban a hatdrmobilitdsok igen

kiilonbozdek. A tobbi CD esetén a két hatas egyiittesen felelOs az elvalasztasért.

Az enantiomerek Aux mobilitds kiilonbségét az R- és S-alogliptin esetén hat (20. dbra), az
R,R- és S,S-tadalafil esetén tizenkét CD rendszerre (21. abra) modelleztik az (1)
egyenletnek megfelelden.

Azok a CD-k, melyek nagyobb Au kiillonbségeket mutatnak, az enantiomerek nagyobb
mértékll elvalasztasara lesznek képesek. Ezek alapjan az egyes CD-k altal megvalosithatd
legnagyobb elvalasztast a gorbék szélsoértékéhez tartozd CD koncentracié mellett érjik el,
ami tehat kijeloli az optimalis CD koncentraciot. Alogliptin esetén a SBE-B-CD (DS~6,3)
gorbe maximuma az 5 mM optimdlis CD koncentraciot jelzi eldre, melyet késdbb a
méréseink megerdsitettek. Tovabba megallapithatdo, hogy y-CD esetén relativ nagy
szelektorkoncentracié sziikséges az enantiomerek elvalasztasahoz.

SBE-y-CD

1,15

0,681 !

™

T

-

=

s

7]

v

=

- 0,15
=

-

0,04 0,08 0,06 0,07 0,08 0,09

0,85

135

Cep / mol dm™?

20. abra: Az enantiomerek kozotti mobilitas kiilonbség (Au) az R- és S-alogliptin
esetén
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Ap / 10°cm2y-ist

21. abra: A Au mobilitaskiilonbség R,R- és S,S-tadalafil esetén

A tadalafil enantiomerekre a legnagyobb Au kiilonbségeket CM-B-CD ¢és S-B-CD esetén
tapasztaltunk. Az optimadlis CD koncentraci6 CM-B-CD esetén a vizsgalt
koncentraciotartomanyba esett (5 mM koril), mig S-f-CD esetén tovabbi CD
koncentracionovelésre lenne sziiks€g a maximalis felbontas eléréséhez. A két CD kozti
kiilonbség oka az eltérd komplexstabilitasokbol (illetve hatarmobilitdsokbdl) adddik: a
CM-B-CD affinitasa a tadalafil irant erésebb, igy kisebb CD koncentraciora van sziikség az
elvalasztashoz.

A Au é4brazolas tovabba segit értelmezni az enantiomerek migracios sorrendjének (EMO)
valtozasat, ugyanis pozitiv Au esetén az (1) egyenletben 2-vel jelolt enantiomer migral
gyorsabban, mig negativ értékek esetén a masik, ezt a kovetkezd fejezetben targyaljuk

részletesen.
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4.2.4. Az izomerek migrdcios sorrendje (EMO)

Az enantiomerek migracids sorrendjének megfordulasa a kiralis szelektor modositasa altal
eloidézhetd legdramaibb valtozas. A szelektor akar legkisebb szerkezeti modositasa
(tiregméret, szubsztituens tipusa illetve helyzete) is nagy hatassal lehet a kiralis felismerésre
¢és a migracios sorrendet megfordithatja [163, 175, 176, 299, 300]. Az elvalasztas mellett az
enantiomerek migraciés sorrendje igen nagy jelentdséggel bir a kirdlis analizis
szempontjabol, mivel a fOcslics zavarhatja a minor komponens vizsgalatit a rendszer
tulterhelése illetve a cstcstorzulas esetén [301].

Az enantiomerek (sztereoizomerek) migracios sorrendjének meghatarozdsa az ismert
enantiomer racém mintdhoz torténd hozzaadasaval vagy az enantiomerek torzsoldatainak

kiilonb6z6 aranyu 6sszemérésével tortént.

Alogliptin

Uregméret-fiiggd EMO valtozast tapasztaltuk B-CD szarmazékok és y-CD szarmazékok
esetén: az R enantiomer gyorsabban vandorol a -CD szarmazékokkal, mig az S enantiomer
migral elsdként y-CD szarmazékokat alkalmazva az enantiomerekhez torténd kiilonbozo
kotédési affinitasnak koszonhetden. A Au gorbék (20. abra) vizualizaljadk az EMO
valtozast: minden B-CD szarmazék negativ Au értékekkel, mig minden y-CD szarmazék
pozitiv értékekkel rendelkezik. A 20. abra jol mutatja, hogy a szulfobutil-éter-CD
szarmazékok koziil a y-CD szarmazék esetén az R-, S-alogliptin a migracids sorrend, mig
az S-alogliptin izomer nagyobb hatarmobilitasanak koszonhetéen megvaltozik a migracios
sorrend B-CD szarmazék esetén: S-, R-alogliptin (22. abra).

Annak érdekében, hogy kis mennyiségli disztomer is kimutathaté legyen a B-CD
szarmazékokat tartalmazo rendszerek idedlisak, ugyanis ekkor teljesiil, hogy az S
enantiomer (potencialis szennyez0) éri el a detektort elészor, az R enantiomer el6tt. A -CD
szarmazékok koziil a legjelentdsebb Au értékkel a SBE-B-CD (DS~6,3) rendelkezik, igy ezt

a szelektort valasztottuk a tovabbi modszeroptimalizalashoz.
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22. dabra: Uregméret-fliggd migracios sorrendvéltozas az  alogliptin
enantiomerekre A) 12 mM SBE-y-CD (DS~4) és B) 3 mM SBE-B-CD (DS~10,4)
esetén

Tapentadol

Tapentadol enantiomerek esetén az idealis migraciés sorrend: S,S-tapentadol,
R,R-tapentadol. Ezt a kritériumot a SHP-B-CD, a CE-B-CD, a CM-B-CD és a Phos-B-CD
teljesitette, mig a TRIME-B-CD, a SBE-B-CD és a SP-B-CD esetén forditott enantiomer
migracios sorrendet tapasztaltunk. A CD-oldallancon egy hidroxicsoport valtoztatasaval
(SP-B-CD ¢és SHP-B-CD) EMO megfordulasa érhetd el. Az a-CD szarmazékok kozil
egyediil a kimagasldéan nagy felbontési értékkel rendelkez6 S-a-CD volt képes idedlis (S,S,
R,R) EMO mellett az enantiomerek elvalasztasara. Ez a S-a-CD rendszer alkalmas lehet a
tovabbi modszeroptimalizalashoz.

A négy sztereoizomerre vonatkozd migracios sorrendet a CE-B-CD, CM-B-CD, CM-a-CD,
SBE-0-CD, S-a-CD, S-B-CD, S-y-CD szarmazékokkal vizsgaltuk savas (pH 2,50
fosztatpuffer) és bazikus (pH 9,5 boratpuffer) koriilmények kozott.

CM-B-CD-nel és CE-B-CD-nel is az S,S, R,R, R,S, S,R migracioés sorrend adodott. A f-CD
szdrmazékokkal ellentétben a CM-a-CD (és a SBE-a-CD) esetén a migracios sorrend
mindkét enantiomerparra megfordult (R,R-, S,S-, S,R-, R,S-tapentadol) lugos koriilmények
kozott. A CM-0-CD és CM-B-CD esetén a sorrend valtozasanak oka a CD-k méretbeli

kiilonbsége, liregméret-fliggd migracios sorrendvaltozast jott 1€tre (23. 4bra).
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23.  abra: Uregméret-fiiggé migraciés sorrendvéltozas a  tapentadol
sztereoizomerekre A) 15 mM CM-a-CD és B) 0,7 mM CM-B-CD esetén

Az o-CD szarmazékok kozott szubsztituensfiiggd migracioés valtozast tapasztaltunk

SBE-a-CD (R,R-, S,S-, S,R-, R,S-tapentadol) és S-a-CD (S,S-, S,R-, RS-, R,R-tapentadol)

crer

oldallanccal valo kdlesonhatas kulcsfontossagu a tapentadol kirélis elvalasztasa soran.

R,S
304 R,R B
A) , ) RR
mAU
SR 5,8
20 S,R
58
104
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04
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T T T T T T
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24. dabra: CD-szubsztituensfiiggd migracios sorrendvaltozas a tapentadol
sztereoizomerekre A) 15 mM SBE-a-CD és B) 0,5 mM S-a-CD esetén
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A sztereoizomerek elvalasztdsara és a minor kiralis szennyezok kimutatasara az a rendszer
az idedlis, ahol az eutomer csucs migral utolsoként. Tobb CD esetén is teljesiilt az idedlis
S,S R,R EMO, bar a vizsgalt rendszerek koziil négy sztereoizomerre egyediil a S-a-CD
esetén teljesiilt az (S,S, S,R, R,S, R,R) migracios sorrend lugos koriilmények kozott, igy ezt

a rendszert valasztottuk a tovabbi modszeroptimalizalashoz.

Tadalafil

A CE mérések alapjan altalanosan elmondhat6, hogy a negativ CD szarmazékok esetén a
nagyobb latszolagos komplexstabilitasi allanddval rendelkezé izomer migralt utolsoként,
mig a pozitiv CD szdrmazékok esetén a sorrend forditott volt. Nyilvanvalo, hogy ezt a
jelenséget tovabb finomitotta a komplexek hatarmobilitas kiilonbsége.

Uregméret-fiiggd migraciés sorrendvaltozast tapasztaltunk SP-a-CD és SP-B-CD esetén
(25. abra). 20 mM SP-a-CD —t alkalmazva a leggyorsabban migral6 sztereoizomer az R,S
melyet a S,R, R,R és a S,S izomer kovet. 1 mM SP-B-CD esetén a migracids sorrend

megfordul: S,S; R,R; SR és RS a két CD eltéré kiralis felismerd képességének

kdszonhetden.
A) B)
mAU mAU
{ ss RR SR RS
6
N L\/\J Lw
8 T T 1 4 T T T T T T T T 1
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25.  abra:  Uregméret-fiiggd migracios sorrendvaltozas a  tadalafil
sztereoizomerekre A) 20 mM SP-a-CD és B) 1 mM SP-B-CD esetén

Az elvalasztas, valamint az R,R és az S,S enantiomer SP-a-CD és SP-B-CD esetén tapasztalt
tiregméret-fliggd migracids sorrendvaltozds mechanizmusanak mélyebb megismerése

érdekében 'H NMR vizsgalatokat végeztiink. Az NMR technikak koziil a mag-Overhauser
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hatason (NOE) alapul¢ kisérletek a leggyakrabban alkalmazott NMR-alapt mérések gazda-
vendég kolcsonhatasok szerkezeti jellemzésére [176, 275]. A tadalafil gyenge
vizoldhatdsaga azonban lehetdségeinket lesziikitette, mert az NMR NOE mérésekhez
sziikséges koncentraciotartomanyban és molardnyokban nem lehetett oldatot késziteni.
Ezért komplexképzddés okozta kémiai eltolodas-valtozasokat mértiink SP-a-CD ¢és
SP-B-CD esetén a migraciods sorrend valtozas okdnak atomi szintii megismerése érdekében.
A konnyebb kovethetdségért az R,R-tadalafil szamozott szerkezeti képlete a 26. abran

lathato.

26. abra: Az R R-tadalafil szerkezeti képlete

A tadalafil sztereoizomerek *H NMR hozzarendelése CDClz-ban és CD3CN:D,0 (80:20)
elegyben megtalalhatd az irodalomban [43, 302]. Kiegészitésiikként méréseinket
(tadalafilre 1 mg/ml) 100% CD;0D oldatokban végeztiik, ahol a *H-spektrum jel/zaj aranya
elénydsebbnek bizonyult a CD komplexképzés vizsgalatara. A komplexképzddés okozta
kémiai eltolodas valtozasok (pl. SP-a-CD hozzdadés hatdsara) azt mutattdk, hogy ebben a
kozegben csak gyenge komplexek jonnek létre. NMR segitségével akkor nyerhetd atomi
szintli informaciéo a CE-ben megvalositott enantiomer elvélasztasokrol, ha a két modszer
kisérleti paraméterei minél inkdbb hasonlitanak. Ezek alapjan az NMR méréseket
D,0-CDsOD 95:5 v/v elegyben folytattuk, ahol a szubmillimolos teljes tadalafil
koncentracid (sztereoizomerek osszege) kovetkeztében a legegyszeriibb 'H NMR
spektrumokra kellett tamaszkodnunk. A komplexképz6dés okozta kémiai eltolodas
valtozasok (AS = Skomplex — Oszabad) alapjan a kolcsonhatisban leginkabb érintett protonok
azonosithatoak [176, 275]. A CE mérések (20. tablazat) alapjan lathato, hogy az elvalasztas

hajtéereje a SP-B-CD esetén a komplexek eltéré stabilitasa, mig SP-a-CD esetén eltérd
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mobilitasuk. Az eltéré kolcsonhatasok vizsgalatara racém, illetve az eutomer R,R-tadalafil
"H NMR spektrumat hasonlitottuk 6ssze CD nélkiil és szazszoros molfeleslegii SP-a-CD,
illetve SP-B-CD jelenlétében (27. abra). A kémiai eltolodasokat és a Ad értékeket a

22. tablazat foglalja 0ssze.
H7’x
H7y

Heé’

Racém TAD
CD nélkiil

R,R-TAD
SP-a-CD

RR 55 RR SS RR S, m
Racém TAD
SP-a-CD ,__MM _MM AWMMM
R,R-TAD
SP-p-CD }\ )“ HH FR

NMMM N
Racém TAD
7.70 7.50 7.30 7.10

7.90

4

6.90 6.70 6.50 6.30 6.10 5.90

27. dbra: Racém tadalafil valamint az R,R-tadalafil 'H NMR spektruma CD
nélkiil és kb. szazszoros molaranyt SP-a-CD illetve SP-B-CD jelenlétében

22. tablazat: A kémiai eltolodasok és a Ao értékek ppm-ben racém tadalafil esetén
CD nélkiil, valamint az eutomer, illetve a racematban mindkét enantiomer esetén SP-o-CD
illetve SP-B-CD jelenlétében

H6 H8 H9 H10 Hi11 H2 H5' H6' H7'x H7'y

- racemat 6,2 7,433 | 7,214 | 7,26 | 7,723 | 6,939 | 6,867 | 7,009 | 5,955 5,937

R,R 6,214 | 7,498 | 7,225 |7,272| 7,762 | 6,826 | 6,923 | 7,105 [ 5,97 5,958

R,R (rac)| 6,207 |[7,489| 7,22 |7,267| 7,756 | 6,842 | 6,914 | 7,086 | 5,966 | 5,954

SP-0-CD| S,S (rac) | 6,207 |7,461|7,213| 7,3 | 7,79 | 6,881 | 6,895 | 7,046 |5,961| 5,98

A8 RR 0,007 | 0,056 | 0,006 [0,007( 0,033 |-0,097] 0,047 | 0,077 (0,011{0,017

A8 S,S 0,007 | 0,027 |-0,001| 0,04 [ 0,067 |-0,058( 0,028 | 0,037 {0,006 | 0,043

R,R 6,361 | 7,415|7,231|7,301| 7,67 | 6,891 | 6,856 | 6,974 [5,987|5,963

R,R (rac)| 6,355 | 7,411 | 7,22 |7,289| 7,664 | 6,89 | 6,853 | 6,976 5,984 5,962

SP-B-CD| S,S (rac) | 6,329 | 7,396 | 7,191 | 7,26 | 7,653 | 6,913 | 6,853 | 6,986 |5,976|5,952

Ad R,R 0,155 |-0,022| 0,006 [0,029(-0,059|-0,049|-0,014|-0,033(0,029 | 0,025

A3 S,S 0,129 |-0,037|-0,023] O -0,07 |-0,026]-0,014|-0,023{0,021 [ 0,015

98



DOI:10.14753/SE.2016.1886

Mivel nem tapasztaltunk jelentOs eltérést a kémiai eltoléddsokban az eutomert egyediil
vagy a racematot alkalmazva a Ad-értékek szamitdsdhoz a racemat oldat kémiai eltolodas
kiilonbségeit hasznaltuk CD jelenlétében és nélkiile.

SP-a-CD esetén jelkettézddést (kb. 0,03 ppm) tapasztaltunk a két fenil gyliri mind a hét
CH protonja esetén, de a H6 metin proton esetén nem. SP-B-CD esetén az enantiomerek
aromas protonjainak Ao értékei kevésbé kiilonboztek, viszont H6 jele kiralisan felhasad.
Tovabba a vizsgalt rezonancidk koziil ez a proton mutatta a legnagyobb komplexképzddés
okozta kémiai eltolodas-valtozast (0,155 és 0,129 ppm az R,R- és az S,S-tadalafil esetén).
Ez egyértelmiien arra utal, hogy a SP-a-CD ¢és a SP-B-CD eltérd szerkezetli komplexet
alakit ki a tadalafillel. A kolcsonhatasok kiilonbozdségét bizonyitja tovabbad a
komplexképzddés okozta kémiai eltolodas kiilonbségek eltérd iranya: SP-a-CD esetén
pozitiv Ad értékeket, mig SP-B-CD esetén foként negativ Ad értékeket kaptunk. A két
enantiomer kozotti A értékek nagysaga is eltérd a két CD rendszerben. A HS, H9 és H10
ellentétes tendenciat mutat az R,R és az S,S-tadalafil esetén. Azt is érdemes megjegyezni,
hogy mig a két rendszerben az elvalasztas hajtoereje kiillonb6z6 (Kstaprr/Kstanss €sak 1,09
SP-a-CD esetén, mig 1,74 SP-B-CD esetén), az aromds protonok kiralis felhasadasa
mindkét esetben megfigyelhetd. A CD hatésara (abszolut értékben) 6sszemérhetdk az indol
rész Ao értékei, viszont a H6, H2’, H5” és H6” Ad értékei legalabb kétszeresre valtoznak a
SP-B-CD esetén. Feltételezhetd tehat, hogy féként a benzodioxol rész felelds a migracios

sorrend liregméret-fliggd valtozasaért.

A tadalafil sztereoizomerek szubsztituensfiiggé migracios sorrendvaltozasa volt
tapasztalhaté S-a-CD és SBE-a-CD esetén: 20 mM S-a-CD esetén: R,R; S,S; R,S és S|R;
mig 10 mM SBE-a-CD esetén R,S; S|R; S,S és R,R volt a sorrend (28. dbra).

A CD-gylrii szubsztituensének cseréjével a kolcsonhatds a vizsgalanddé molekula és a
kiralis szelektor kozott megvaltozott, mely a migracios sorrend valtozasat vonta maga utan.
A legtdbb negativ toltésii B-CD szarmazék esetén a migracios sorrend S,S; R,R; S,R; R,S-
nek adodott, a legstabilabb komplexet az utolsoként migrald R,S izomer adta. Pozitiv
toltéstt B-CD szadrmazékok esetén annak ellenére, hogy a migracids sorrend teljesen

megfordult (R,S; S,R; R,R; SS) a CD ellentétes toltésének koszonhetéen, a
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komplexstabilitdas ugyanazt a sorrendet mutatta: R,S izomer képezte a legstabilabb

komplexet (16. és 20. tablazat).

RS SR s, RR
A) s,s B) 7 R,S
20 R,R

18 -|
| L_’_——J

N -ﬁ,’—J U

T T T T T

12 13 14 15 16 17 18 7 8 9

mAU

t/ min
t/min

28. dbra: CD-szubsztituensfliggd migracios sorrendvaltozas a tapentadol
sztereoizomerekre A) 20 mM SBE-a-CD ¢és B) 10 mM S-a-CD esetén

A Au abrazolas vizualizalja az R,R- és S,S-tadalafil iiregméret-fiiggd és szubsztituensfiiggd
migracios sorrend-valtozasat is. Pozitiv Au esetén a hatasos R,R enantiomer migral
gyorsabban, mig negativ értékek esetén a disztomer S,S a mozgékonyabb.

Mivel a fékomponens cstcsa atfedhet a minor komponens(ek)ével, ha nincs megfeleléen
nagy felbontds vagy a sztereoizomerek migracios sorrendje nem megfeleld, az EMO
alapvet6 a CE moddszerfejlesztés soran [193]. Tadalafil esetén tehat az a rendszer optimalis
a kis mennyiségii kiralis szennyezdk detektalasara, ahol az eutomer R,R-tadalafil migral
utolsoként. Tobb CD esetén is teljesiilt a kivant EMO, bar a négy sztereoizomerre csak a
SBE-a-CD esetében valosithatd meg az optimalis R,S-, S,R-, S,S-, R,R-tadalafil sorrend.

Ennek megfeleléen a SBE-a-CD-t valasztottuk a tovabbi mddszeroptimalizalashoz.

4.2.5. Modszeroptimalizalas

Alogliptin

Alogliptin esetén a tovabbi mddszeroptimalizalashoz a SBE-B-CD-t (DS~6,3) valasztottuk,
a hatékony enantiomer elvalasztasnak és az optimalis migracios sorrendnek koszonhetden,
tovabba ez a szelektor rendelkezett a legjelentdsebb Au értékkel (20. abra). A kiralis

elvalasztds optimalizdsa érdekében tovabbi paramétereket: a CD koncentraciot, a
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crer

kapillarishomérsékletet és az injektalasi paramétereket finomitottuk. A CD koncentracid

hatasat a 0,25 - 10 mM tartomanyban vizsgaltuk pH 4,75 acetatpufferben (29. abra). A

crer

enantiomerek kozti mobilitds kiilonbség egyre jelentdsebb. Ez azonban egyiitt jart a
csucsalak torzulasaval (uszalyosodas, illetve haromszog alaka elektromigracios diszperzid)
¢€s a migracios idok, igy az analizisidd novekedésével. Kompromisszumos megoldasként az

5 mM SBE-B-CD rendszert valasztottuk.

EOF
5 mM CD ﬁ S\ R,\ Rs=4,67

EOF s
4 mM CD Rs=3 54
EOF
3 mM CD SM:J Rs=1,69
EOF
2 mM CD SR A Rs=1.95

s R R EOF
1mMCD 1Y Rs=1,56
AEOF
0,5 mM CD L Rs=0,41
tOF B
0 mM CD Rs=0
I ' 1 4 I M 1 4 L] M 1 M 1 M 1 M 1
2 4 6 8 10 12 14 16 18

t/ min

29. abra: Az enantiomerek CD koncentraciofiiggd felbontdsa 0-5 mM
SBE-B-CD alkalmazasakor

A hattérelektrolit pH-ja befolyasolja a vizsgalt protonalt amin migraciojat és az EOF
nagysagat. A BGE 0Osszetételének és a pH-janak vizsgélatat kiilonbozd pufferekkel
végeztik: 5 mM SBE-B-CD-t tartalmazé pH 2,50 (foszfat), pH 4,75 (acetat), pH 5,85
(MES-Tris) és pH 7,00 (foszfat) pufferekkel. A pH novelésével a gyorsabb EOF altal
csokkent az analizisidd, azonban az alapvonal torzulasaval az enantiomerek elvalasztasa
jelentésen romlott. A pH 4,75 acetatpufferben az ellenion hatasat is vizsgaltuk: a

natriumionnal jobb jel/zaj aranyt €s felbontast értiink el, mint Tris esetén. A hattérelektrolit

crer
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fesziiltséget novelve (10 és 20 kV kozott) élesebb csucsokat és rovidebb analizisidot
kaptunk, azonban a fesziiltségndvekedés Joule hd termelddéssel jart, mely az enantiomer
elvalasztas romlasahoz vezetett. A legjobb eredményeket a 18 kV fesziiltség szolgaltatta.
Az injektalasi nyomast 10-50 mbar-4 s kozott vizsgaltuk és végiil a 20 mbar-4 s mellett
dontottiink, mivel ezt tovabb csokkentve a csucsalak javult, de az ismételhetéség romlott. A
16°C-os kapillaris hémérsékleten volt a leginkabb ismételhetd az elvéalasztds a 15-35°C
tartomanyban vizsgalva. A hattérelektrolithoz adott szerves modosité javithatja az
enantiomerek elvalasztasat (kompetitiv komplexképzési folyamat révén megvaltoztathatjak
a szelektor-enantiomer komplexek stabilitasi allandoit) és a csucsalakot a kapillarisfallal
torténd kolcsonhatasok, a komplexstabilitasi allandok, a viszkozitas illetve a relativ
permittivitds modositdsan és az apolaris analitok oldékonysaganak ndvelésén keresztiil
[303]. Esetiinkben azonban nem bizonyult elénydsnek sem az acetonitril, sem a metanol az
5-20% v/v Koncentracio tartomanyban alkalmazva, igy a szerves moédositd alkalmazasat
elvetettiik. A fejlesztett modszer ismételhetdsége nem bizonyult megfelelonek, igy a
prekondicionalasi eljarast modositottuk. 5 percig 0,1 M NaOH-dal, 10 percig vizzel, majd
végiil 10 percen at a hattérelektrolittal mosva a rendszer alkalmas volt a validdlasra. A
30. abra A) részén lathatd az optimalizalt koriilmények kozott a racematra felvett
elektroferogram (25 mM acetatpuffer pH 4,75, 5 mM SBE-B-CD (DS~6,3), 18 kV,
20 mbar-4 s, 16°C, ahol a felbontas Rs = 8,39), valamint a B) részen 0,1% kiralis szennyez6

kimutatasa.
A) B)
1 R
S R
o)
<
£
0
S
9 10 1 2 98 100 102 104 106 108
t /min t/ min

30. abra: A) Az optimalizalt rendszer elektroferogramja (Rs = 8,39); B) 0,1%
kiralis szennyez6t tartalmazo R-alogliptin
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Az alogliptin enantiomerek elvalasztasara kidolgozott kapillaris elektroforetikus modszert
az ICH iranyelvek [291] alapjan validaltuk a precizitas, kimutathatdésagi hatar,

meghatarozhatdsagi hatér, a linearitas €s a robusztussag szempontjabol.

Precizitas, ismételhetoség (precision, repeatability)

.....

.....

koncentraci6 szinten vizsgalva (10 és 200 pg/ml) mindhdrom paraméter RSD%-a is 3%
alatt maradt. Az ismételhetdséget harom koncentracio szinten (10, 50, 200 pg/ml) harom

egymast kovetd napon vizsgalva a RSD% értékek nem érték el az 5%-ot.

Kimutatasi hatar (LOD), meghatarozhatosagi hatar (LOQ)
Mindkét alogliptin enantiomerre vonatkoz6 2 pg/ml kimutatasi hatart allapitottunk meg,
mig a meghatarozhatosagi hatar 6 pg/ml-nek bizonyult. Ki kell azonban emelni, hogy
érzékeny modszer fejlesztését esetiinkben megneheziti, hogy a molekula gyenge UV-

elnyeléssel rendelkezik.

Linearitas (linearity), mérési tartomany (range)

A regresszios egyenest a 6 - 250 pg/ml koncentraci6 tartoméanyban legkisebb négyzetek
modszere szerint szamitottuk: y = 1,1322 x — 0,1416 az R enantiomerre és y = 0,1200 x —
0,1758 az S-alogliptinre (x a koncentracid6 pg/ml-ben, az y az enantiomer Korrigalt
csucsteriilete). A determinacios koefficiens (RZ) az R enantiomer esetén 0,9997, az
S-alogliptin esetén 0,9998 volt. A minor enantiomer szennyezd meghatarozhatdsaganak
vizsgélataként a linearitast kisebb koncentraciotartomanyban is vizsgaltuk, nagy
feleslegben jelen levé major komponens jelenlétében. 0,8 mg/ml R-alogliptin mellett az S
enantiomerre vonatkozo kalibraciés egyenest az 5 - 100 pg/ml (0,6 — 12,5% S-alogliptinnek
megfeleld) tartomanyban felvéve y = 0,0768 x + 0,0366 adodott, r = 0,9997 determinécios
egylitthatoval.
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Robusztussag (robustness)
Annak érdekében, hogy a mérések szamat minimalizaljuk, a mddszer robusztussagdnak
tanulmanyozasara a Plackett-Burman kisérlettervet alkalmaztuk [292, 293]. A vizsgalt
paraméterek az enantiomerek migracids ideje, csucsteriilete és az enantiomerek felbontasa
voltak. A CD koncentracid, pufferkoncentracié, pH, kapillaris hémérséklet, fesziiltség és
injektalasi nyomas hatasat vizsgaltuk az optimalis értéknél nagyobb és kisebb bedllitdsnal.
Statisztikai analizis alapjan a vizsgalt kisérleti valtozok koziil egyik sem rendelkezett
szignifikans hatdssal egyik wvalidalasi paraméterre sem, igy elmondhatjuk, hogy az

optimalizalt médszer robusztusnak tekintheto.

Tapentadol

A pH 4,75 BGE mellett az R,R- és S,S-tapentadol csticsalakjanak ¢és felbontasanak
valtozasat 50 mM borat (pH 9,00) puffert alkalmazva vizsgaltuk. A pH novelésével gyorsul
az EOF, ami rovidebb analizisidot eredményez, azonban a felbontas jelentds romlasédhoz is
vezethet. A pH hatasanak vizsgalata céljabol 6t CD rendszert hasonlitottunk 6ssze pH 4,75
(50 mM Tris-jégecet) és pH 9,00 (50 mM borsav-NaOH) BGE-t alkalmazva (31. abra). A
mérésekhez kivélasztott ciklodextrinek a CE-B-CD és a CM-B-CD (eldnyos S,S-, R,R-
tapentadol EMO, azonban alacsony Rs), a CM-a-CD és a SBE-a-CD (ellentétes EMO, de
nagy Rs) és a S-a-CD (elényos S,S-, R,R-tapentadol EMO kimagaslé felbontassal) voltak.
Mint ahogy azt vartuk, az analizisidé csokkent, azonban az enantiomerek felbontésa is
kisebb értékeket szolgaltatott pH 9,00 pufferbebn. EMO valtozast nem tapasztaltunk, a

csucsalak jelentdsen nem valtozott a pH novelésével.
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31. abra: A pH hatasanak vizsgalata: A) CE-B-CD, CM-B-CD, CM-ua-CD és
SBE-a-CD illetve B) S-a-CD elektroferogramja pH 4,75, mig C) és D) esetben pH 9,0
mellett
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32. abra: 0,1% kiralis szennyezd kimutatasa (12 mM S-a-CD, 50 mM Tris-acetat
puffer, pH 4,75)
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Az eredmények alapjan a SBE-a-CD-t valasztottuk a két izomerre vonatkoz6 tovabbi
modszeroptimalizalashoz. Mind a pH 4,75, mind a pH 9,0 hattérelektrolitban alkalmas lehet
a modszer a disztomer (S,S-tapentadol) szennyez6 kimutatasara. A 32. dbran lathatjuk 0,1%
kiralis szennyezd kimutatasat 50 mM Tris-acetat puffert (pH 4,75) és 12 mM S-a-CD-t
alkalmazva.

A négy sztereoizomer elvalasztasara kiterjesztve a vizsgalatokat azt tapasztaltuk, hogy
savas koriilmények ko6zott a hidroxipropil-CD szdrmazékok nem mindegyik enantiomerpar
elvalasztasat teszik lehetové: a HP-B-CD csak az S,R- és R,S-tapentadolt, mig a HP-y-CD
pedig csak az R,R- és S,S-tapentadolt valasztotta el (33. abra). Ezek a kiralis szelektorok
foként méretiikben (illetve szubsztitucidés fokukban) térmek el egymastol, igy az
enantiomerek elvalasztasat az iiregméret hatdrozza meg. A tipikus dual rendszer CE esetén
egy semleges és egy toltéssel rendelkezé CD szarmazékbol all [304-308], de elenyész6
szamu olyan esetet talalunk csak, ahol két toltéssel nem rendelkez6 CD-t hasznalnak az
elvalasztashoz. Chinaka és munkatarsai [309] alkalmaztak B-CD-t és dimetil-B-CD-t
tartalmazo rendszert az amfetamin enantiomerek elvalasztasara, majd ezt Nhujak és
munkatarsai [308] egészitették ki elméleti modellekkel a mobilitaskiilonbség és az
elvalasztas szelektivitasanak értelmezésével.

A 33. abra alapjan lathato, hogy a HP-B-CD-t és a HP-y-CD-t megfeleld koncentraciéban
alkalmazva a dual rendszer képes mind a négy sztereoizomer elvalasztasdra. A
koncentraciok alapos vizsgdlata utan az optimalisnak a 4 mM HP-B-CD-t és 35 mM
HP-y-CD-t tartalmaz6 rendszer bizonyult pH 2,50 foszforsav hattérelektrolitban. A
migracios sorrend (S,S-, R,R-, R,S- és S,R-tapentadol) az alkalmazott aranyok mellett nem

valtozott.
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33. abra: A csak HP-B-CD-t, csak HP-y-CD-t valamint a 4 mM HP-B-CD-t és
35 mM HP-y-CD-t tartalmazo dual rendszer elektroferogramja

A négy sztereoizomerre egyediil a S-a-CD esetén teljesiil az idedlis S,S-, S,R-, R,S-, R,R-
tapentadol migracios sorrend, igy ezt a rendszert valasztottuk a moddszer tovabbi
optimalizalasdhoz. A S-a-CD koncentracio hatasat a 0,5 — 25 mM tartomanyban vizsgalva
optimalisnak az 5 mM S-a-CD koncentraci6 bizonyult. A BGE koncentraciot
(25 mM - 300 mM tartomanyban) novelve a cstcsteriiletek és az analizisid6é csokkentek,
azonban az R,S/R,R izomerek egyre kevésbé valtak el, igy a 100 mM boratpuffert talaltuk
optimalisnak. A pH-t névelve (7,0-10,5 k6zo6tt) az izomerek effektiv mobilitasa nétt és a
felbontas csokkent. A puffer pH-jat 9,5-re allitva bizonyult a rendszer megfeleldnek a
felbontas és az ismételhetdség szempontjabdl. Ellenionként natrium, protonalt Tris és litium
kationokat alkalmazva az ismételhetdség natriumion esetén volt a legjobb. Az S,S/S,R és az
S,RIR,S par felbontasara a Tris kationjanak, mig az S,S/R,R par felbontasara a natrium- és a
littumionnak volt elényds hatasa. Az 5 mM S-a-CD-t tartalmaz6é 100 mM néatrium-borat
pH 9,5 puffer rendszer alkalmas lehet 0,15% kiralis szennyezOk meghatarozasara

(34. abra).
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34. abra: 0,15 % kiralis szennyezdk meghatarozésa az optimalizalt rendszerrel

t/ min

A kidolgozott modszer részleges validdldsa a precizitds, kimutathatosagi hatar,

meghatarozhatdsagi hatér, a linearitas €s a visszanyerhetdség szempontjabol tortént.

Precizitds, ismételhetoség (precision, repeatability)
Az 50 pg/ml oldat egy napon beliili (intraday precision, n = 5) ismételhetdséget vizsgalva
0,32; 0,40; 0,38 és 0,34% volt, mig a csucsteriileteké 10,05; 9,03; 9,30 és 10,25%. A napok
kozti (interday precision, n = 10) ismételhetéség a migracios idokre 0,66; 0,72; 0,76 ¢és

0,84%-nak, a csucsteriiletre 15,31; 13,26; 12,00 és 13,06%-nak adddott.

Kimutatasi hatar (LOD), meghatarozhatosagi hatar (LOQ)
Mind a négy izomerre vonatkoz6 kimutatdsi hatart 0,4 pg/ml-nek adodott, mig a

meghatarozhat6sagi hatar 1 pg/ml-nek bizonyult.

Linearitas (linearity), mérési tartomany (range)
A regresszids egyenest a 1-50 pg/ml koncentracio tartomanyban (6 koncentracié szinten) a
legkisebb négyzetek modszere szerint szamitottuk: S,S-tapentadol esetén y = 624,69 x —
0,5503, determinacios koefficiens értéke (RZ) 0,9989; S,R-tapentadol esetén y = 626,03 x —
0,5914, R*=0,9989; R,S-tapentadol esetén y = 721,31 x — 0,668, R*=0,9989; R,R-tapentadol
esetén y = 647,6 x — 0,5975, R?= 0,999 (x a koncentracio pg/ml-ben, y a cstcsteriilet).
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Torzitatlansag (accuracy)
A visszanyerhetdséget harom koncentracié szinten vizsgaltuk (1,0 pg/ml, 2,5 pg/ml és
10 pg/ml standard elegy esetén): minden sztereoizomerre legalabb  98,8%-0S

visszanyerhetdséget kaptunk.

Tadalafil

A hatékony enantiomer elvalasztasnak €s az optimalis migracios sorrendnek kdszonhetden
a SBE-a-CD rendszer bizonyult idealisnak a tadalafil sztereoizomerek elvalasztasara. A
kiralis elvalasztds optimalizdldsa érdekében olyan tovabbi paramétereket finomitottunk,
mint a CD koncentracio, BGE-osszetétel, pH, fesziiltség és kapillaris hdmérséklet.

A Ap gorbék alapjan az optimalis CD koncentracio koriilbeliil 4 mM SBE-o-CD az R,R- és
az S,S-tadalafil elvalasztasara. A 4 sztereoizomer elvalasztasara azonban a 7 mM
SBE-0-CD eldnydsebbnek bizonyult a felbontds, a cstcsalak ¢és az analizisidd
szempontjabol. Szamos puffert vizsgaltunk, végiil az analizisid6t €s a felbontast szem el6tt
tartva 75 mM (a 25 - 75 mM tartomanyban vizsgalva) Tris - ecetsav pH 4,75 BGE
bizonyult optimdlisnak 25 kV fesziiltség (10 - 25 kV kozott vizsgalva) és 25°C (15 - 25°C)
mellett. Utolso 1épésként a prekondicionalasi eljaras finomitasaval (3 perc NaOH, 3 perc
viz, 5 perc CD nélkiili és 5 perc CD-t tartalmazd BGE-vel torténd mosas) tudtunk javitani a

modszer ismételhetdségén. A modszeroptimalizalas hatdsat mutatja be a 35. dbra.

A)E? B) C)

mAU
04

-

t/min \ t/ min

35. abra: A SBE-a-CD rendszer optimalizdlasdnak hatdsa a csucsalakra:
A) optimalizalas el6tti, B) a mintaoldat készités optimalizalasa utani és C) a mérési
kortilmények optimalizalasa utani elektroferogram
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5. Megbeszélés

A HPLC modszerfejlesztés soran szem el6tt kellett tartanunk az étrend-kiegésziték és
gyogynovény alapu készitmények sokféleségét és komplexitasat, tovabba a vizsgalt
vegyiiletek eltéré oldhatdsagat. A vegyiiletek kiillonféle készitményekbdl torténd kvantitativ
extrakcioja egy univerzalis oldoszerelegy, a metanol:acetonitril 1:1 elegye segitségével volt
megoldhato. A 14 igen hasonlé szerkezettel rendelkezd vegyiilet elvalasztasa érdekében a
kinetikai hatékonysagot maximalizalni kellett, mely héj szerkezetiit HPLC toltetek, mint az
altalunk is valasztott Kinetex C18 kolonna (illetve gyorskromatografias modszerek)
segitségével volt lehetséges. A héjszerli toltetek rovid difftizios Gthossza elényds mind a
kinetikai hatékonysdg, mind az analizisidd szempontjabol, azonban a szemcseméret
viszonylag nagy, igy 0,5 ml/perc aramlasi sebesség mellett is alkalmazhato, nem tal nagy
nyomasesés mellett. A mozgofazis Osszetételének optimalizalasa soran fontos szempont
volt a mozgofazis pH kontrollja, ugyanis a bazikus nitrogént tartalmazo vegyiiletek
retencios tulajdonsagait nagymértékben befolyasolja azok protonaltsagi allapota. Az MS
kompatibilitast is figyelembe véve A-cluensként ammonium-acetat:ecetsav rendszereket,
B-eluensként pedig MeOH:ACN kiilonboz6 aranyt kombinacidit vizsgaltunk szamos
gradiens elucios programot alkalmazva. Gradiens eltiicios program alkalmazasara azért volt
sziikség (valamint detektalasi hullimhossz megvélasztasa azért volt nehéz), mert a
szerkezetiik alapjan 14 vizsgalt vegyiilet 5 csoportra oszthato, ahol a csoportok UV-
spektruma hasonlo, viszont a csoportok kozott jelentOs eltérések tapasztalhatoak. Ezek a
kiilonbségek és hasonlosagok jol kihasznéalhatéak a vegyliletek azonositdsa valamint
ismeretlen vegyiiletek csoportba soroldsa sordn. Az eredmények c. fejezet 14. abraja az
optimalizalt rendszerrel regisztralt kromatogramot mutatja be, ahol a SIL a rendszer
,»kozepén” eludlodik. Ez kiilondsen elonyds a kvalitativ és a kvantitativ analizis
szempontjabol, hiszen a szildenafilt, mint kiilsé standardot alkalmazzuk. A SIL és a VAR
egymas kovetden jelenik meg a kromatogramon, mely a rendszeralkalmassagi vizsgalatok
szempontjabol fontos: a két vegyiilet megfeleld felbontasa kritérium. A tioszildenafil és
szarmazekai egy kiilon csoportot alkotnak a kromatogram végén. Modszeriinket az ICH
iranyelvek szerint validaltuk és sikeresen alkalmaztuk szamos gyants étrend-kiegészitd €s
gyogynovény-alapu készitmény vizsgalatara. A valdodi mintdk elemzése alatamasztotta,

hogy az altalunk fejlesztett HPLC-UV moddszer a szildenafilre vonatkoztatott relativ
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retenciok ¢és az UV-spektrumok 0Osszehasonlitasa segitségével jol hasznalhatd ismert
analogok azonositasara, de ismeretlen szarmazékok szerkezeti-csoportba sorolasara,
elézetes mindségi és mennyiségi becslésére is alkalmas lehet. Ezt a moédszer MS
kompatibilitasat kihasznalva bizonyitottuk is. A modszer tovabbi elénye, hogy a kvalitativ
meghatarozas mellett egyszerre biztosit korrekcios faktorok segitségével kvantitativ
meghatarozast, ezaltal alkalmazhato gyanus készitmények gyors szlrdvizsgalatira ¢és
egyben PDE-5 inhibitor tartalmanak becslésére. A bemutatott modszer korlatairol sem
szabad azonban megfeledkezni. A mért PDE-5 inhibitor tartalom csak becsiilt érték —ami a
hamisitas tényének ¢és mértékének megallapitasahoz elégséges — de a pontos PDE-5
inhibitor tartalom meghatarozasahoz tovabbi, egyedi referencia standardokat alkalmazo
modszerek sziikségesek.

Az altalunk fejlesztett modszer f6 elénye tehat annak egyszeriisége és konnyii gyakorlati
alkalmazhatosaga. Modszeriink a draga, sokszor nehezen hozzaférheté egyedi standardok
helyett egyetlen, konnyen beszerezheté (szildenafil) kiilsé standardot alkalmaz gyanus
étrend-kiegészitok ¢és gyogyndvény alapi készitmények PDE-5 inhibitor (analog)
tartalmanak mindségi €s mennyiségi vizsgalatara.

A disszertaci6 masodik részében ciklodextrin-alapu kiralis kapillaris elektroforetikus
modszerek fejlesztését valositottuk meg az antidiabetikus alogliptin, az analgetikus
tapentadol, valamint a szexualis potenciandveld tadalafil sztereoizomerek elvalasztasara.
Szamos ciklodextrin (szdrmazék) kiralis elvalasztdo képességét és komplexstabilitasat
vizsgaltuk a harom optikailag aktiv vegyiilettel. Altalanosan elmondhato, hogy semleges
CD szarmazékok helyett a toltéssel rendelkezd CD szadrmazékok alkalmazasaval egyarant
novelhetd volt az enantioszelektivitds €s a komplexstabilitds. A harom vizsgalt kiralis
vegyliletet ~ Osszehasonlitva az  enantiomerek kozti legnagyobb  felbontast a
tapentadol/S-a-CD rendszer esetén értiikk el, mig a legkiemelkeddbb komplexstabilitast a
tapentadol/CM-B-CD esetén tapasztaltuk. Mindharom vegyiilet irant a B-CD szarmazékok
affinitdsa volt a legnagyobb, ezek rendelkeztek tehat a legmegfeleldbb liregmérettel.
Alogiptin esetén iiregméret-fliggd migracidos sorrend valtozast tapasztaltunk, ahol az
enantiomerek migracids sorrendjét tekintve a B-CD szarmazékok bizonyultak eldnydsnek,
igy koziilik a legnagyobb felbontassal birdé SBE-B-CD-t valasztottuk a modszer tovabbi

modszeroptimalizalasdhoz. A kritikus paraméterek optimalizaldsa utdn a modszert az ICH
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iranyelvek alapjan validaltuk. A fejlesztett modszer alkalmas 0,1% kirdlis szennyez6
S-alogliptin kimutatasara, igy a késdbbiekben akar gyogyszerkonyvi modszerré is véalhat.

A tapentadol és a tadalafil sztereoizomerek elvalasztasa sordn iiregméret-fliggd ¢és
szubsztituensfiiggd migracios sorrend valtozast egyarant tapasztaltunk. A tapentadol esetén
a S-a-CD bizonyult idedlisnak a kimagasld enantioszelektivitasat és a migracios sorrendet
figyelembe véve, igy ezt a CD rendszert optimalizaltuk és részlegesen validaltuk. A
fejlesztett modszer 0,1% kiralis szennyez6 S,S-, S,R-, R,S-tapentadol kimutatésara alkalmas,
a késObbiekben rutin kiralis analitikai méréssé valhat. Tovabba egy az irodalomban is ritka,
két semleges CD-bdl allo dudl rendszert fejlesztettiink a négy tapentadol sztereoizomer
elvélasztasara.

Tadalafil esetén a megfeleld migraciés sorrenddel ¢és nagy sztereoszelektivitassal
rendelkez6 SBE-a-CD-t tartalmazd rendszer bizonyult alkalmasnak a tadalafil
sztereoizomerek elvalasztasara, az optimalizalt modszer a késobbiekben az eutomer optikai
szennyezdinek meghatarozasara alkalmazhato6 rutin modszer alapjat képezheti.

Munkank soran a szelektor-analit kolcsOnhatasok, a sztereoizomer elvalasztisok és az
enantiomer migracios sorrend valtozasok mechanizmusanak tanulmanyozasa mellett kiralis
kapillaris elektroforetikus modszereket dolgoztunk ki, melyek alkalmasak minor
enantiomer szennyezOk meghatarozasara, melynek koszonhetéen a késdbbiekben

gyogyszerkonyvi vagy vizsgald laboratoriumok rutin kiralis analitikai moédszerei lehetnek.
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6. Kovetkeztetések

Munkank eredményeként egy validalt RP-HPLC-UV moddszert fejlesztettiink, mellyel a
szildenafil, vardenafil, tadalafil és ezek 11 dizdjner analdégja szimultan elvalaszthato. A
moddszer nem igényel bonyolult mintael6készitést, egyszerien és olcson alkalmazhatd a
PDE-5 inhibitorok ¢és dizdjner analdgjaik mindségi €s mennyiségi meghatarozasara
egyarant. A fejlesztett modszer tovabbi elénye, hogy csak egyetlen standard beszerzését
igényli: a viszonylag konnyen és olcson hozzaférhetd torzskonyvezett készitmény
hatéanyagat, a szildenafilt, melyet kiils6 standardként alkalmazunk. A komponensek
azonositasa szildenafilre vonatkoztatott relativ retenciés adatok és a vegyiilet UV-
spektrumdnak referencia spektrummal torténd Osszehasonlitdsa alapjan torténik, tovabba a
modszer lehetéséget ad ismeretlen PDE-5 inhibitor analogok elézetes mindségi
meghatdrozasara kiilonb6z6 komplex ndvényi matrixokban. Abban az esetben, ha a
kvalitativ analizissel kapcsolatban barmilyen kétely meriilne fel, a modszer MS
kompatibilitasa kihasznalhato.

A PDE-5 inhibitor tartalom becslése a Gydgyszerkonyvben megszokott gondolatmenet
szerint torténik: a korrekcids faktorok, a SIL kiilsé standard koncentracidja €s a minta
higitdsa alapjan konnyen szamithatd. A moddszert szdmos gyanus étrend-kiegészitd és
gyogynovény alapt készitmény vizsgalatara a gyakorlatban is sikeresen alkalmaztuk. Ez is
bizonyitja, hogy a fejlesztett moddszer segitségével gyors és robusztus mindségi €s
hozzéavetdleges mennyiségi informaciét nyerhetiink a PDE-5 inhibitort tartalmazo
hamisitott étrend-kiegészitok és gyogynovény alapu készitmények esetén. A bemutatott
modszer ezen tal lehetdséget ad kiillonbozé gyartok altal eldallitott PDE-5 inhibitor
hatéanyagot tartalmazd torzskonyvezett gyands potenciafokozd gydgyszerek gyors és
egyszeril vizsgalatara is, mellyel az interneten rendelt gyogyszerek igen gyakori hamisitasa
kisziirhetd. Ezeknek az eldnyoknek koszonhetéen a modszer hatdsagi vizsgald
laboratoriumok alapmodszere lehet a beérkezett gyants készitmények hamisitasanak gyors
kisziirésére €s egyben a PDE-5 inhibitor tartalménak nagysagrendi becslésére.

Munkank sordn valamennyi elektroforetikusan vizsgéalt vegyiilet rendelkezik egy
(alogliptin) vagy tobb (tapentadol, tadalafil) kiralitdscentrummal, ezért tobb optikai
izomerjiik 1étezik, melyek bioldgiai aktivitdsa eltérd. A tobbi sztereoizomerhez képest az

R-alogliptin, az R,R-tapentadol és az R,R-tadalafil hatékonyabbnak bizonyult, a
113



DOI:10.14753/SE.2016.1886

készitményeknek is ezeket az izomereket kell tartalmaznia enantiomertiszta formaban,
ugyanis a torzskonyvezési eljaras soran ma mar alapvetdé kritérium az izomertiszta
hatéanyagok forgalmazasa és a lehetséges enantiomer-szennyezOk vizsgalata. Mind a
kiralis analizisekben, mind a zarvanykomplexek stabilitasdnak vizsgélataban a kapillaris
elektroforézis egy egyszert, olcso, gyors és széles korben alkalmazott technika.

Az alogliptin analitikdja még korai fazisban van, munkankat megel6z6en még nem irtak le
modszert az alogliptin kiralis vizsgalatara. Az alogliptin enantiomerek ciklodextrin
komplexképzésérol irodalmi adat még nem elérhetd, az enantiomerck elvalasztasara is
elsdként dolgoztunk ki egy optimalizalt, validalt mddszert. A szulfobutiléter-béta-CD-t,
mint kiralis szelektort tartalmazé rendszerrel (5 mM SBE-B-CD, 25 mM acetatpuffer pH
4,75,) 0,1% kiralis szennyez6 S-alogliptin kimutathat6 volt. Médszeriink publikalasa utan
jelent meg egy kiralis folyadékkromatografias modszer [239], mely az altalunk fejlesztett
eljaras alternativ, kiegészité megoldésa lehet az alogliptin kiralis analitik4jéra.

A tapentadol sztereoizomerek kiralis elvalasztasara eddig egy celluldz-alapu kiralis
allofazist alkalmazé normal fazisu folyadékkromatografias modszert irtak le [252].
Tapentadol esetén els6ként oldottuk meg a sztereoizomerek ciklodextrin-alapu kiralis
kapillaris elektroforetikus vizsgalatat. Az optimalizalt és részlegesen validalt modszerrel
(5 MM S-a-CD 100 mM natrium-borat puffer pH 9,5) a négy sztereoizomer elvalaszthato,
¢és 0,15% kiralis szennyezd meghatarozhato.

A tadalafil kiralis analitikajat tekintve az R,R- és az S,S-tadalafil enantiomerek HPLC
elvalasztasa megvalositott [273, 274], a négy tadalafil sztereoizomer elvalasztasat viszont
még nem irtdk le. Tadalafil esetén hangstilyozandd, hogy eldszor sikeriil megoldani négy
semleges sztereoizomer elvalasztasat, mely CE esetén komoly kihivast jelent, ahol az
elvalasztas a kiilonbozd toltés/méret alapjan torténik.

Kiralis kapillaris elektroforetikus vizsgalataink segitségével lehetségessé valt a kiralis
szelektor-analit kolcsonhatas, a sztereoizomer elvalasztds és az enantiomer migracios
sorrend valtozas mechanizmusanak mélyebb megismerése. A kidolgozott moddszerek
alkalmasak minor sztereoizomer szennyez6k meghatarozasara, igy a késébbiekben

gyogyszerkonyvi vagy vizsgalo laboratoriumok rutin kiralis analitikai mddszerei lehetnek.
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7. Osszefoglalas

Az erektilis diszfunkcid kezelésére leggyakrabban a foszfodiészteraz-5 enzimet gatld
szildenafilt (Viagra®), vardenafilt (Levitra®) és tadalafilt (Cialis®) alkalmazzak. Ezek
azonban vénykoteles készitmények komponensei, igy a betegek konnyebben hozzéaférhetd,
alternativ megoldasokat keresnek. A szexualis teljesitményfokozoként hirdetett étrend-
kiegészitok ¢és gyogynovény alapu készitmények gyartdsa és forgalmazasa kevésbé
szabalyozott és ellendrzott, gyakran tartalmaznak nem megengedett potenciafokozé
hatdanyagot, ezért vizsgalatuk egyre kiemeltebb feladatta valik. Munkank eredményeként
egy validalt, MS kompatibilis RP-HPLC-UV moddszert fejlesztettiink, mellyel 14 PDE-5
inhibitor szimultan elvalaszthat. A modszer alkalmas gyants készitmények gyors
szirdvizsgalatara szildenafil kiilsé standard alkalmazdsdval. A mindségi elemzés a
szildenafilre vonatkoztatott relativ retenciokon és az UV-spektrumokon alapul, tovabba a
modszer lehetéséget ad ismeretlen PDE-5 inhibitor analogok el6zetes mindségi
meghatarozasara kiilonb6z6é komplex névényi matrixokban, mig a mennyiségiik a kdnnyen
becstilhetd korrekcios faktorok segitségével. A validalt modszert sikeresen alkalmaztuk
szamos készitmény vizsgalatara és bemutattuk, hogy ellenérzé laboratériumokban
rutinszeriien alkalmazhato.

A torzskonyvezési eljaras soran ma mar alapvetd kritérium az izomertiszta hatdéanyagok
forgalmazasa ¢s a lehetséges kirdlis szennyezdk azonositasa, ezért elengedhetetlen, hogy
érzékeny modszerek dalljanak rendelkezésre a hatoanyagok kiralis tisztasaganak
vizsgalatara. Munkank soran harom optikailag aktiv hatéanyag, az alogliptin, a tapentadol
¢s a tadalafil sztereoizomerjeinek kiralis elvalasztasara ciklodextrin-alapi kapillaris
elektroforetikus modszerek kidolgozasat tliztiik ki célul és valodsitottuk meg. Szadmos
ciklodextrin enantioszeparacids képességét, valamint komplexképzd sajatsagat vizsgaltuk
kapillaris elektroforézissel a harom kiralis vegyiilet esetén. Az igy kapott eredményeket €s
az izomerek migracios sorrendjét IS figyelembe véve a legigéretesebb rendszereket
optimalizaltuk. Végiil az 0j modszereket alogliptin és tapentadol esetében az ICH
iranyelveknek megfelelden validaltuk. A kidolgozott moddszerek alkalmasak minor
enantiomer szennyezé kimutatisara, melynek koszonhetéen a  késObbiekben
gyogyszerkonyvi modszerek vagy vizsgald laboratériumok rutin kirdlis analitikai

modszerei lehetnek.
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8. Summary

The phosphodiesterase type 5 enzyme inhibitors sildenafil, vardenafil and tadalafil are
widely used for the treatment of erectile dysfunction. PDE-5 inhibitors are prescription
drugs, consequently their availability is strictly controlled. As a result, several over-the-
counter alternatives, such as dietary supplements and various natural remedies are
frequently applied. Consequently, illicit herbal dietary supplements adulterated with PDE-5
inhibitors or their analogs have appeared on the market offering an easy and anonymous
substitution. Therefore official control laboratories require simple, easy-to-use, inexpensive
routine methods to screen and determine the illicit adulterants in these products.

A validated HPLC-UV method is elaborated for the simultaneous separation of sildenafil,
vardenafil, tadalafil and their 11 unapproved designer analogs. The optimized method
allows for the first time a rapid screening and determination of PDE-5 inhibitor content of
illegal erectile dysfunction products, utilizing only sildenafil as an available external
standard for the qualitative and quantitative analysis. The identification is based on relative
retentions and UV spectra, furthermore, it is possible to perform a tentative preliminary
identification of unknown substances in complex herbal matrices with our method using
MS coupling. The quantification is easily achievable by applying the correction factors, the
SIL external standard concentration and sample dilution. The optimized and validated
method has been successfully applied to the analysis of real samples. Due to the easy use of
the developed method, it could serve as a routine procedure in control laboratories.
Nowadays, the focus of interest is on the development of enantioselective syntheses
according to quality-by-desing principles and sensitive methods to control the occurrence
of enantiomeric contamination as required by Pharmacopeias and regulatory authorities.
Our aim was to develop cyclodextrin-based capillary electrophoretic methods for the
separation of alogliptin, tapentadol and tadalafil stereoisomers. The enantioseparation and
the complexation behavior of various cyclodextrins were investigated in the case of these
chiral drugs. Based on our results and the enantiomer migration order, the most promising
systems were selected for further optimization. In the case of alogliptin and tapentadol the
method was validated according to ICH guidelines. As the optimized methods were capable
to achieve high enantioresolution and to detect trace amounts of chiral impurities, they

could serve as routine chiral analytical procedures in control laboratories.
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