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Bevezetés

Az utdbbi 40 évben jelentésen megndvekedett az igény a hagyomanyos gyogyszerek
mellett az alternativ terdpidk irant, az étrend-kiegészitok és a gyogynovény alapu
készitmények szama évrél évre nd. Ez foként annak koszonhetd, hogy a szintetikus
hatoanyagot tartalmazd készitményekkel szemben a természetes alapti készitményeket
tévesen sokkal biztonsdgosabbnak, egészségesebbnek ¢és mellékhatasoktél mentes
alternativanak vélik a fogyasztok. Azonban ezek a készitmények sem artalmatlanok, sét, az
elényos tulajdonsagaik -mint a konnyii, anonim hozzaférés- mellett a lehetséges kockazatok
szinte végtelenek. Gyartasuk ¢és forgalmazasuk kevésbé szabilyozott és ellendrzott, igy
biztonsdgossaguk ¢és toxicitdsuk is kérdéses: szennyezd anyagok (nehézfém, peszticid),
hamisitasok (a hatékonysag novelése érdekében illegalisan hozzaadott szintetikus vegyiiletek)
gyakran eléfordulnak.

A szexualis zavarok —mely gyakran tabu téma- kezelésére alkalmazott étrend-kiegészitok
és gyogyndvény alapi készitmények szdma, és ezzel parhuzamosan azok hamisitdsa is
intenziven nd. A szexudlis teljesitOképesség hatékony novelése érdekében az erektilis
diszfunkcio kezelésére torzskonyvezett készitmények hatdéanyagait, 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-kiegészitOk ¢és gyogyndvény alapt készitmények
foszfodiészteraz-5 enzim gatlokkal torténd hamisitasa kiilonds veszélyt jelenthet a gyanutlan,
alternativ terapidhoz nyuld betegekre, ahol azok alkalmazasa kontraindikalt. Tovabba arrél
sem szabad elfeledkezni, hogy a dizdjner analdgok Aartalmatlansidga, biztonsdgossadga és
toxicitasa nem ismert, igy hatdsuk megjosolhatatlan. Végezetiil fontos szem el6tt tartanunk,
hogy ezek legtobbszor gyogyndvény alapl, komplex készitmények: Osszetételiik, hatasuk €s
vizsgédlatuk is Osszetett, bonyolult. A PDE-5 inhibitor gyodgyszerek és a hamisitott
készitmények nagy szdméanak ¢és népszerliségének  koszonhetéen a  vizsgald
laboratoriumoknak sziiksége van megfeleld, olcso, egyszeriien kivitelezhetd rutin vizsgalo
modszerekre, mellyel az étrend-kiegészitd készitmények PDE-5 inhibitorral torténd
hamisitdsa kimutathato, és a hozzdadott potenciandveld vegyiilet azonosithatd, mennyisége
pedig becsiilhetd.

Doktori munkam egyik f6 célja egy egyszerli, olcs6, MS kompatibilis HPLC-UV
modszer fejlesztése volt, mely egyetlen szildenafil kiils6 standardot alkalmazva a PDE-5
inhibitorok és diz4jner analogjaik mindségi és mennyiségi meghatarozasara egyarant alkalmas

gyanls étrend-kiegészitok ¢s gyogynovény alapti készitmények vizsgalata soran. Az



optimalizalt mddszer validalasara €s valés mintdkon torténd alkalmazasara is nagy hangsulyt
kivantunk fektetni.

A disszertacio masik témaja az optikailag aktiv vegyiiletek sztereoizomerjeinek
elvalasztasa. A bioldgiai rendszerek az optikai izomereket sztereospecifikusan ismerik fel, igy
azok rendkiviil hasonld szerkezetiik ellenére gyakran igen eltérd ¢Elettani hatastiak. A
Contergan-botrany (talidomid gyogyszerbotrany) megrenditve a bizalmat a hatdanyagot
racém formaban tartalmazod gydgyszerek irant forradalmi valtozast idézett elé a
gyogyszeriparban. Az enantiomertiszta hatdanyagot tartalmazo készitmények bevezetése ta a
kiralis anyagok vizsgalata, az enantiomerek elvalasztasa ¢€s az enantiomerarany
meghatdrozasa igen gyakori analitikai feladat. A gydgyszerkonyvi és hatosagi eldirdsok
megkovetelik a legalabb tized szazalékban jelenlevd szennyezések meghatarozasat, beleértve
az enantiomer szennyezéseket is. A kiralis elvdlasztisokat bonyolulttd teszi, hogy a
kolesonhato csoportoknak nemcsak fizikailag és kémiailag kell egymasnak megfelelnitik,
hanem térbeli elrendezésiikben is. A kirdlis tisztasag meghatidrozasara napjainkban a
kromatografia (folyadékkromatografia (HPLC), gazkromatografia (GC), szuperkritikus fluid
kromatografia (SFC)) mellett a kapillaris elektroforézis (CE) nyljtja a legvéltozatosabb
lehetdségeket. A CE elénye a kiemelkedd hatékonysdg, a rovid analizisidd, az egyszerii
mintaelOkészités, a gyors, egyszerii modszerfejlesztés €s az automatizalhatdsag, melynek
koszonhetden kis mennyiségli mintdbol néhany perc alatt akar 0,1%-nal kevesebb kirdlis
szennyez0 is meghatarozhato, akar tobb enantiomer parra, bonyolult matrixokban is. CE-ben
az enantiomerek megkiilonboztetésé¢hez 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
valasztékanak koszonhetden egyszeri és gyors modszerfejlesztés érhetd el segitségiikkel. A
ciklodextrinek alapvetd tulajdonsdga a zarvanykomplex képzés, melyhez elengedhetetlen a
vendégmolekula pontos sztérikus illeszkedése az treglikbe. Ez az ilireg a CD szdmos
kiralitascentruma &ltal kialakitott kirdlis mikrokonyezetként foghat6 fel, melynek
koszonhetden létrejohet a sztereoszelektiv komplexképzés (kiralis felismerés). Abban az
esetben, ha az enantiomerek és a CD kozott kialakuld nem-kovalens kdlcsonhatas kiilonbozo
mértékben stabilizalja a két enantiomer zarvanykomplexét, 1étrejohet a kirélis elvalasztas. A
CD kiralis felismerd képessége tovabb ndvelhetd kiilonbozd semleges, illetve pozitiv €s
negativ toltésii szubsztituensek bevitelével.

A ciklodextrin-alapti kapillaris elektroforézissel rutinszeriien alkalmazhato, validalt
elektroforetikus modszerek kidolgozasa lehetséges, mellyel tobb kirdlis hatdanyag analitikai

vizsgalata megvaldsithatd; a modszerek késdbbi gyogyszerkonyvi vizsgalatok alapjaul
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szolgalhatnak. Doktori munkam soran ciklodextrin-alapa kapillaris elektroforetikus modszer
fejlesztését tliztiik ki célul harom optikailag aktiv vegyiilet: az antidiabetikus hatasa alogliptin
enantiomerjeinek, az analgetikus hatdsu tapentadol, valamint a szexudlis diszfunkcid
kezelésére hasznalt tadalafil sztereoizomerjeinek elvalasztasara. A moddszerfejlesztés soran
vizsgalni kivantuk a kiilonb6zé CD szarmazékok kirdlis elvalasztdo képességét, a vizsgalt
vegyiiletek ciklodextrinekkel képzett zarvanykomplexeinek stabilitdsat, valamint az
enantiomerek migracids sorrendjét. Az eredményeket figyelembe véve és a legmegfelel6bb
CD-t tartalmaz6 rendszert kivalasztva a modszer tovabbi optimalizalasat, és az alogliptin
illetve a tapentadol esetében validalasat terveztiik megvalositani, a dolgozatban ezt a két témat

fejezetenként kiilon-kiilon targyalom.

Célkitiizések

Munkank soran célul tiiztiik ki egyrészt egy egyszert, gyors, MS kompatibilis HPLC-UV
modszer kidolgozasat, mellyel a PDE-5 enzimet gatlo szildenafil, vardenafil, tadalafil, illetve
ezek 11 gyakrabban eléforduld (az 1. dbran bemutatott) dizéjner analdgjai azonosithatdak és
mennyiségiik meghatarozhat6 egyetlen kiils6 (szildenafil) standard segitségével. Célunk volt a
kidolgozott modszer validalasa és gyakorlati alkalmazhatdsdganak vizsgalata is kiilonbozo,
konnyen beszerezhetd, szexualis diszfunkcid kezelésére alkalmazott étrend-kiegészitOkben €s
gyogynoveény alapu készitményekben.

Célul tiztiik ki tovabba az alogliptin enantiomerjeinek, illetve a tapentadol és a tadalafil
sztereoizomerjeinek elvalasztdsara konnyen alkalmazhatd, ciklodextrin-alapu 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-bézis tulajdonsagainak jellemzése is
(alogliptin és tapentadol esetén). A modszerfejlesztés kovetkezd 1épéseként az alogliptin, a
tapentadol ¢és a tadalafil izomerek ciklodextrinekkel torténd elvalaszthatosagat,
zarvanykomplex-képzési tulajdonsagait, CD-komplexeik stabilitasat, valamint a sztereo-
izomerek migracios sorrendjét terveztilk vizsgalni kapilldris elektroforézissel, majd az
eredmények alapjan célunk volt a legmegfelelébb CD-alapti rendszerek kivalasztasa, a
modszeroptimalizalas. Célul thztiik ki tovabba, hogy a kidolgozott modszerek koziil az
alogliptin enantiomerek ¢és a tapentadol sztereoizomerek -elvélasztasait az Nemzetkozi
Harmonizaciés Konferencia (International Conference on Harmonisation, ICH) iranyelveinek

megfelelden validaljuk.



Modszerek

A PDE-5 inhibitor vegyiiletek elvalasztasara HPLC-UV modszert fejlesztését valositottuk
meg, az MS kompatibilitast szem el6tt tartava. Az optimalizalt modszer validalasa az ICH
analitikai modszerek validdldsara vonatkoz6 iranyelvek alapjan tortént a specificités,
szelektivitds, precizitds, linearitas, kimutatdsi hatar (limit of detection, LOD),
meghatarozhatosagi hatar (limit of quantitation, LOQ), torzitatlansag, robusztussag ¢&s
stabilitds szempontjabol. A gyants készitményekben a PDE-5 inhibitor mindségi azonositasa
a szildenafilre vonatkoztatott relativ retenciok és az UV-spektrumok alapjan tortént, mig
mennyiségiik a szildenafilre vonatkoztatott relativ érzékenységekbdl szarmaztatott korrekcios
faktorok, a szildenafil kiils6 standard koncentracidja és a minta higitasa alapjan volt
szamithato.

A kirdlis kapillaris elektroforetikus modszerek fejlesztése esetén elsé 1épésként az
alogliptin €s a tapentadol sav-bazis tulajdonsagait vizsgaltuk. A protonalddasi makroallandok
meghatarozasara alogliptin esetén CE-pH titralast és potenciometriat, mig tapentadol esetén
'H NMR-pH titralast és potenciometriat alkalmaztunk.

Szamos semleges, pozitiv és negativ toltéssel rendelkezd a- B- és y-CD szarmazék kiralis
elvalaszto képességét vizsgaltuk a harom optikailag aktiv vegyiilet esetén. Amennyiben az

enantiomerek elvaltak, a felbontast az alabbi képlet alapjan hataroztuk meg:

2t —t)
ST owy+wy 1)

ahol t; és t, az enantiomerek migracios id6i, w; és W, az enantiomerek csticsanak
extrapolalt szélessége az alapvonalon.
Az enantiomerek sikeres elvalasztasa érdekében az enantiomerek migracios kiilonbsége

sziikséges.

Ap = pp — Iy

_ HUszabad +.ukplx 2 Kstab 2 [CD] _ HUszabad +.ukplx 1 Kstab 1 [CD]
1+ Kstab 2 [CD] 1+ Kstab 1 [CD]

)
ahol w3 és u; az egyes enantiomerek effektiv mozgékonysagai; Kgiapi €és Ksianz @ Szelektor-
enantiomer komplexek komplexstabilitasi allandoi (M'l); Uszabad €S Ukpix @ szabad és a
szelektorhoz kotott enantiomerek effektiv mozgékonysagai; [CD] a pufferben oldott kiralis
szelektor koncentracidja (M). A Au mobilitas kiilonbséget a (2) egyenlet alapjan modelleztiik
a CD koncentraci6 fiiggvényében tobb alogliptin-CD ¢és tadalafil-CD rendszerre az
elvélasztashoz sziikséges optimalis CD koncentréci6 elérejelzése érdekében.
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A vizsgalt vegylilet enantiomerjei €s az alkalmazott kiralis szelektor kozott 1étrejovo
eltérd kolcsonhatas alapvetd a kiralis elvdlasztds szempontjabol, a szamitott
komplexstabilitasi allandok a kolcsonhatas erdsségét jellemzik. A ciklodextrin-analit
latszolagos komplexstabilitasi allandokat a mért wer - [CD] adatsorok alabbi egyenlet

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

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

(©)
ahol az illesztett paraméterek a ukpix €s a Kgan. Kiralis elvalasztas esetén eefr, fefra, Lkpixt,
Liplx2, Kstab1 €s Kstanz paramétereket kapunk kiilon-kiilon az els6ként és a masodikként migralo
sztereoizomerre.

Az alogliptin enantiomerek elvalasztasara kidolgozott kapillaris elektroforetikus modszert
is az ICH irdnyelvek alapjan validaltuk: a precizitds, kimutathatésagi hatar,
meghatarozhatdsagi hatar, a linearitds €és a robusztussdg szempontjabol, mig a tapentadol
sztereoizomerek elvalasztdsara kidolgozott modszer részleges validaldsa a precizitas,
Kimutathatosagi hatar, meghatarozhatdsagi hatar, a linearitas és a torzitatlansag szempontjabol

tortént.

Eredmények
Rokon  szerkezeti PDE-5 gatlo potencianoveld  vegyiiletek

folyadékkromatografias elvalasztasa

A modszerfejlesztés elsé 1épéseként metanol:acetonitril kiilonb6z6 aranya elegyeit
vizsgaltuk a PDE-5 inhibitor vegyliletek készitményekbdl torténd extrakcidja szempontjabol,
¢s végiil az 1:1 v/v aranyu elegyiik bizonyult megfelelonek. Szerkezetiik és UV elnyelésiik
szempontjabol a vegyiiletek 5 csoportra oszthatéak. Detektalasi hulldmhosszként a 290 nm-t
valasztottuk: itt minden komponens jelentds elnyeléssel bir, és ardnylag kozel esik az
abszorpcidés maximumokhoz. Az allofazis megvalasztisa az elvalasztds szempontjabol
sarkalatos, héj szerkezetli C18-as forditott fazisi kolonnat valasztottuk a megfeleld retencio és
csucsalak miatt a tovabbi moddszeroptimalizalasra. Mivel a tadalafilen kiviil az Gsszes
vegylilet tartalmaz legaldbb egy bazikus nitrogént, a mozg6fazis pH kontrollja sziikséges.
Célunk egy MS-kompatibilis rendszer fejlesztése volt, igy a pH hatdsat ammonium-acetatot és
ecetsavat tartalmazo rendszerekben vizsgéltuk. Optimalisnak a 200 mM ammonium-acetat
(pH~7) rendszer bizonyult. A pH~7 rendszerek, melyek B-eluensként csak acetonitrilt illetve

csak metanolt tartalmaztak nem voltak képesek a 14 komponens elvalasztasara, igy kiilonb6zo
6



aranyt metanol:acetonitril elegyeket vizsgaltuk az elvalasztas szempontjabol. Az 1:1 aranyu
elegyiik az 1. tdblazat szerinti gradiens program mellett bizonyult optimalisnak A-eluensként
200 mM  ammonium-acetatot  tartalmazo  pufferalkotot  alkalmazva  25°C-0s

oszlophomérséklet,5 ul injektalasi térfogat és 0,5 ml/perc aramlasi sebesség mellett (1. abra).

1. tablazat: Az alkalmazott gradiens eltcids program
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1. dbra: Az optimalizalt rendszer kromatogramja (Kinetex C18 2,5 pm-100 mm-3 mm oszlop,
A-eluens: 200 mM ammoénium-acetat (pH~7), B-eluens: metanol:acetonitril 1:1 (v/v), gradiens eltcio
(1.tablazat), 0,5 ml/perc, 25°C, 5 ul inj., 290 nm)



A szildenafil a rendszer kézepén elualodik, ami elényos a kvalitativ és a kvantitativ
analizis szempontjabol, mivel a szildenafilt hasznaljuk, mint kiils6 standardot. A szildenafil és
a vardenafil egymas utan jelenik meg a kromatogramon, a két vegyiilet megfeleld felbontasa a
rendszeralkalmassagi vizsgalatok szempontjabol fontos. Célunk a PDE-5 inhibitorok
kvalitativ és kvantitativ analizisét egyarant biztositd6 modszer fejlesztése volt, ahol az
azonositas alapja a szildenafil kiils6 standardra vonatkoztatott relativ retencios adatok €s a
vegyiilet UV-spektruménak referencia spektrummal torténd Osszehasonlitasa. Az adott
komponens azonositasa azonban csak abban az esetben fogadhat6 el, ha a relativ retenciora és
az UV-spektrumra vonatkozé kovetelményt is kielégiti. HPLC-s kvantitativ meghatarozasok
esetén a komponens mennyiségi becslése a megfeleld referenciaanyag hidnyaban egy masik
kiilsé standarddal is torténhet. Ez egy altalanosan elfogadott gyakorlat az Eurdpai
Gyogyszerkonyvben, féleg rokon vegyiiletek vizsgalatakor. Ebben az esetben a vegyiilet
csucsteriiletét hasonlitjuk dssze a kiilsd standard csucsteriiletével. A valaszfaktorok lehetséges
szignifikans kiilonbségeinek kikiiszobolése pedig egy korrekcios faktor alkalmazasaval
lehetséges. A mddszeriinkben alkalmazott korrekcios faktorok szamitdsa a validalas soran
kapott regresszids egyenesek szildenafilre vonatkoztatott relativ meredekségén alapul. A
hatéanyag-tartalmat a vizsgélati minta egy adagolasi egységére vonatkoztatva a kiilsé
standard oldat koncentracioja, a minta higitasa és a korrekcios faktorok alapjan szamithatjuk.

Annak érdekében, hogy a moddszer alkalmazhatdsagat bizonyitsuk, az alabbi eljarast
valodi mintak elemzésére alkalmaztuk kiilonboz0, az erektilis diszfunkcio kezelésére hasznalt
étrend-kiegészitoket és gyogyndvény alapu készitményeket vizsgalatunk. Szamos mintaban
talaltunk szildenafilt, tioszildenafil anal6gokat, vardenafil analogokat és tadalafilt (2. abra).

Az E) minta 18 mg hidroxivardenafilt és egy olyan PDE-5 inhibitor analdgot tartalmaz,
amit nem tartalmazott a mi standard mintaoldatunk. Ennek a vegyiiletnek a retencios ideje
nem illett bele egyik altalunk vizsgalt komponens altal kijelolt tartomanyba sem, azonban az
UV-spektruma a vardenafil analogok spektrumahoz hasonlitott. A  kromatografias
modszeriinket MS  detektalassal kiegészitve a komponenst hidroxi-tiovardenafilként
azonositottuk. A vardenafil, mint alapvegyiilet korrekcios faktorat (2,1) alkalmazva koriilbeliil
20 mg HTV-t tartalmazott a készitmény. Az utdbbi eset egyértelmiien bizonyitja a
modszeriink eldny0s alkalmazhatdsagat: gyors €s robusztus mindségi €és hozzavetdleges
mennyiségi informaciot nyerhetiink a PDE-5 inhibitorral hamisitott étrend-kiegészitd és

novényi alapu készitmények esetén.



A) Tiohomoszildenafil B) 500+
1000 4
mAU mAU pszeudovardenafil
Hidroxi-
800 tiohomoszildenafil 4004
600 - 300 4
400 - 200 4
200 + 100
0 A L - ol N
0 1 s 2 % 0 5 10 15 20 %
t/min i
D t/ min
© 1000 | . ) i i
AU Szildenafil 800 4 Hidroxi-
m mAU tiohomoszildenafil
800 |
600 -
600
400
400 Tiohomo-
Tadalafil szildenafil
200
200 l
0 L 0 A P W
T 7 ! 1 T T T T 1
0 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
t/min t/min
E) 1000+
Hidroxi-tiovardenafil
mAU

800

600

400

200

Hidroxivardenafil

0 A J L __
T T T T 1
0 10 15 20 25
t/ min

2. abra: Hamisitott gyogyndvény-alapu készitmények vizsgalata: A) minta 60 mg hidroxi-
tiohomoszildenafil és 67 mg tiohomoszildenafil kapszulanként; B) minta 9 mg pszeudovardenafil
kapszulanként; C) minta 9 mg tadalafil és 33 mg szildenafil kapszulanként, D) minta 65 mg hidroxi-
tiohomoszildenafil és 20 mg tiohomoszildenafil kapszulanként; E) minta 18 mg hidroxivardenafil és
20 mg hidroxi-tiovardenafil



Optikailag aktiv vegyiiletek elvalasztasa ciklodextrin-alapu kapillaris

elektroforézissel

A modszerfejlesztés elsé 1épéseként a molekuldk elvéalasztas szempontjabdl relevans
fizikai-kémiai tulajdonsagait vizsgaltuk. A CE-pH titralast eredményeként a primer amin
csoportot tartalmazo alogliptin esetén logKk = 8,34 + 0,02 értéket kaptuk, melyet
potenciometriaval erdsitettiink meg (logk = 8,50 + 0,04). Az eredmények értelmében a CE
méréseknél alkalmazott hattérelektrolitok pH-jat minimum egy egységgel az alogliptin logK
értekétdl kisebbre kell, hogy beallitsuk, ahol az alogliptin dominansan kationos formaban
létezik. Tapentadol estén is sziikség volt a molekula sav-bazis tulajdonsagainak vizsgélatara: a
molekula egy savas fenolos hidroxil és egy bazikus tercier alifas amin funkcids csoporttal
rendelkezik. A potenciometrias titralast (logK; = 10,59 + 0,01 és logK, = 9,44 + 0,01)
'"H NMR-pH titralassal er8sitettik meg (logK; = 10,62 + 0,03 és logK, = 9,48 + 0,03). Az
amino-csoport protonaldodasanak kszonhetéen a tapentadol savas koriilmények kozott (pl. pH
2,5) pozitiv toltéssel rendelkezik, mig bazikus koriilmények kozott (pl. pH 9,5) részben
pozitiv, igy a CE mérések soran semleges CD-k is vizsgalhatoak lesznek. A tadalafil nem
rendelkezik a 2-12 pH tartomanyban ionizaciora képes savas vagy bazikus funkcios
csoporttal. Ebben az esetben ez elektroforetikus elvalasztas nehézségét az adta, hogy a
molekula semleges, vagyis egyiitt mozog az elektroozmotikus aramlassal mind a négy
semleges izomer. A semleges sztereoizomerek elvalasztasahoz toltéssel rendelkezd
ciklodextrinre volt sziikség, hogy az elvalasztashoz sziikséges mobilitaskiilonbség 1étrejojjon
a migracié soran. A tadalafil vizoldékonysaga igen gyenge, gyakorlatilag vizben oldhatatlan
vegyiilet. Ahhoz, hogy a tadalafil CD-kel torténé komplexképzése CE-vel vizsgalhato legyen,
sziikség volt az oldatkészités optimalizalasara.

A modszerfejlesztés kovetkezo lépéseként a kiilonbozd ciklodextrinek kirdlis elvalaszto
képességét vizsgaltuk. Az alogliptin enantiomerek elvalasztdsa céljabol harom nativ, ot
semleges és Ot negativ toltéssel rendelkez6 CD szarmazékot vizsgaltunk a 0,25-80 mM
koncentracio6 tartomanyban tobb koncentracioszinten 30 mM acetatpuffer (pH 4,75) mellett. A
vizsgalt ciklodextrin szarmazékok koziil hat részlegesen vagy alapvonalig valasztotta el az
enantiomereket. A szulfopropil-y-CD esetén tapasztaltuk a legnagyobb felbontast (Rs = 5,16),
melyet a szulfobutil-éter-y-CD (Rs = 4,75) kovetett. A B-ciklodextrin szarmazékok koziil a
szulfobutil-éter-p-CD (Rs = 4,64) mutatta a legjobb elvalasztast.

Az RR- és S,S-tapentadol elvalasztasanak vizsgalatara két nativ, 6t semleges és tizenkettd
negativ toltéssel rendelkezd CD szdrmazékot alkalmaztunk a 0,125-30 mM koncentracid

tartomanyban 50 mM Tris-ecetsav (pH 4,75) hattérelektrolitban. A semleges CD szarmazékok
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koziil egy a- és egy B-CD szarmazék esetén tapasztaltunk felbontdst, mig a vizsgalt toltéssel
rendelkez6 CD szarmazékok koéziil mind elvalasztotta az enantiomereket, szulfatalt-a-CD
esetén kimagaslo felbontast kaptunk (Rs = 16,18). A négy sztereoizomer elvalaszthatosagat
vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy savas (pH 2,50 foszfatpuffer) korilmények kozott a
hidroxipropil-CD szarmazékok csak bizonyos enantiomer par elvalasztasat tették lehetévé: a
hidroxipropil-B-CD csak az S,R- és R,S-tapentadolt (Rs = 1,63), a hidroxipropil-y-CD pedig
csak az R,R- és S,S-tapentadolt (Rs = 4,50) valasztotta el. A két semleges hidroxipropil-CD
szarmazékot koOzOs rendszerben alkalmazva megfeleld koriilmények kozott (4 mM
hidroxipropil-B-CD és 35 mM hidroxipropil-y-CD) dual rendszer fejleszthetd, melyben mind
a négy izomer elvalasztasa megvalosulhat. Szulfatalt-a-CD esetén (S,S, SR, RS, RR
migracios sorrenddel) alapvonal elvalasztast tapasztaltunk lugos koriilmények (pH 9,5
boratpuffer) kozott.

Tadalafil esetén a kirdlis elvalasztast 22 toltéssel rendelkez6 CD szarmazékkal
vizsgaltuk: koziilik 4 részleges, mig 11 alapvonal elvalasztast eredményezett. A terapidban
alkalmazott R,R-tadalafil és az S,S-tadalafil enantiomer elvalasztasat vizsgalva azt
tapasztaltuk, hogy négy negativ toltéssel rendelkezd B-CD szarmazék esetén kaptunk 7,00
folotti Rs értékeket. Az a-CD szarmazékok koziil a szulfatalt-a-CD mutatta a legnagyobb
felbontast (Rs = 5,19), melyet a szulfobutil-éter-a-CD kovetett (Rs = 4,26).

A vizsgalt vegyiilet enantiomerjei €s az alkalmazott kiralis szelektor kozott 1étrejovo
eltérd kolcsonhatds alapvetd a kirdlis elvalasztds szempontjabol. A szamitott
komplexstabilitasi allandok a kolcsonhatas erdsségét jellemzik, segitséget nyujthatnak a
megfeleld szelektor kivalasztdsaban, mely a moddszeroptimalizalds egyik kritikus 1épése.
Azokban az esetekben, ahol az enantiomerek alapvonal elvalasztasat tapasztaltuk két analit-
CD komplex stabilitasi allandot (Ksapi, Ksap2z az els6ként és masodikként migralo
enantiomerre), valamint hatarmobilitast (ukpix, tipix2) tudtuk szdmitani.

Alogliptin esetén a 0,25-80 mM koncentracid tartomanyban végeztiik a keletkezd
komplexek stabilitasanak vizsgalatat 30 mM acetatpuffert (pH 4,75) tartalmazo
hattérelektrolit mellett (2. tablazat). 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 kdlcsonhatasoknak kdszonhetden
nagyobb stabilitasi komplexet képezhet. A létrejové anionos diasztereomer komplexek
nagyobb mobilitaskiilonbsége tovabb novelheti az elvalasztast. A y-CD szarmazékokat és a [3-
CD szarmazékokat Osszehasonlitva megallapithatd, hogy a B-CD szarmazékok latszolagos
stabilitasa joval nagyobb, liregméretiik valdszintileg jobban illeszkedik az alogliptin
térigényéhez.
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2. tablazat: Alogliptin-CD  latszolagos komplexstabilitasi  allandok, a komplexek
hatarmobilitasa valamint az enantiomerek migracios sorrendje (EMO)

CD DS K stabl K stab2 (lol-";',lcrl;IZp\);-]iS-l) (105(;:]2'\);215-1) EMO
v-CD - 7+0,8 11+£0,7 a a R; S
SP-g-CD ~2 194+14 (2066 | -79+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 2266 (240+14| -7,2+0,2 | -6,4+0,3 S;R
SBE-B-CD ~6,3 388+13 |411+20( -17,3+0,5 | -18,4+0,5 S;R
~10,4 874 £ 86 |911+88| -255+1,5 [ -26,7+1,5 S;R
SBE-y-CD ~4 1679 |[187+15| -48+04 | -6,2+0,5 R; S

a: a hatarmobilitas szamitasa nagy hibaval terhelt

Tapentadol-ciklodextrin komplexstabilitasi allandokat a hatéanyag (R,R-tapentadol) és

annak enantiomerje (S,S-tapentadol) esetén hataroztuk meg hét a- és tizenkét B-CD szarmazék

esetén a 0,125-30 mM koncentracié tartomanyban 50 mM Tris-ecetsav (pH 4,75)

hattérelektrolitban (3. tablazat).

3. tdbldzat: Tapentadol-CD latszolagos komplexstabilitasi allandok, a komplexek
hatarmobilitasa valamint az enantiomerek migracios sorrendje (EMO)
CD DS | Ksann K sab2 flpa | £ke | EMO
(10°cm°V'sT) [ (107 ecm V's™)

a 35+9 40+9 a a R,R;S,S

TRIME-o-CD | ~18 <10 :

RAME-0-CD | ~11 60+ 8 75+ 8 6,4 £ 0,6 6,5+05 |[R,R;SS

SBE-0-CD ~4 370 £ 10 440 £ 10 -14 +£ 0,2 -15+£0,2 |[R,R;SS

SP-0-CD ~2 210 £20 240 £20 -4,7+0,9 5,008 |RR;SS

S-0-CD ~12 | 550 + 45 620 £ 55 -29+0,9 32+1 S,5; RR

CM-0-CD ~3,5| 480+20 570 £ 20 -13+0,2 -14+0,1 |[RR;SS

B 355+9 7,7 + 0,08

TRIME-$-CD | ~21 <10 <10 a a R,R;S,S

RAME-B-CD | ~12| 350+ 60 7,3+0.4

HP-$-CD ~46| 246+17 6,4+ 0,2

SBE-B-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-B-CD ~4 | 3940 + 320 | 4360 + 350 -22+£0,2 -22+0,2 [R,R;SS

~2 | 233070 | 2490 + 60 -20+0,1 20+£0,1 [RR;SS

SHP--CD ~2,5| 1210+20 | 1350+ 70 -11 + 0,08 -11+£0,1 |SS; RR

CM-g-CD ~3 | 7510 £ 460 | 8140 + 480 -17£0,1 -17+0,1 |S,S; RR

CE-$-CD ~3 | 3810 +210 | 3830+220 | -3,6%0,1 -3,8+0,1 |S,S; RR

Phos--CD ~4 | 6480 £200 | 6740 + 85 -23+0,1 -24+0,1 |SS; RR

a: a hatdrmobilitas szamitasa nagy hibaval terhelt
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A toltéssel nem rendelkez6 CD-k csekély affinitast mutattak a kationos tapentadol felé,
azonban kiemelkedd stabilitast tapasztaltunk az anionos oldallancu karboximetil-B-CD és
foszfatalt-p-CD esetén. Annak ellenére, hogy a tapentadol affinitdsa a B-CD szarmazékok
irant joval nagyobb, vagyis azok iiregméretébe jobban tud illeszkedni a tapentadol, az a-CD
szarmazekok esetén jobb az enantiomerek elvalasztdsa. Valoszinlileg nem az iiregben, hanem
az oldallancokkal 1étrejové kolcsonhatasok a szelektivek. A szulfatdlt-a-CD esetében
tapasztalhatd kiugréan nagy felbontds (Rs = 16,18) Iétrejottében mind a komplexstabilitdsok
kiilonbsége, mind a hatarmobilitasok kiilonbsége meghatarozo. A tobbi szelektor esetén
elsésorban stabilitaskiilonbség felelos az elvalasztasért, mivel hatarmobilitasok értékei szinte
azonosak.

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

4. tabldzat: Tadalafil-CD latszolagos komplexstabilitasi allandok, valamint az enantiomerek
migracios sorrendje (EMO)

CD K stabl K stab2 K stab3 K stab4 EMO

S-a-CD 21080 | 11060 | 70+£35 105+45 |R,R;S,S;RS; SR
SP-a-CD | 130+30| 115+20 | 120+30 | 110+25 |RS;SR; RR;S,S
SBE-0-CD| 190+ 15| 200+ 15 [ 275+ 15 | 325+ 10 [RS;SR;S,S; R,R
CM-B-CD | 145+10 | 265+ 10 | 290+25 | 510+25 |S,S; RR; SR; RS
CE-B-CD (3404 100| 580+ 145 [1050+200|{1350 + 150(S,S; R,R; S,R; R,S
Suce-B-CD | 630 +40 |1090 + 175[1650 + 4002300 + 600(S,S; R,R; S,R; R,S
S-B-CD 110+45| 125+45 | 140+40 | 150+ 55 |S,S; S,R; RR; RS
SP-B-CD | 195+ 10| 340+30 | 89050 | 1250+ 50 |[S,S; R,R; SR; R,S
SHP-B-CD | 250+ 30 | 400+40 | 675+55 | 1000+ 75 |S,S; R,R; SR; RS
MA-B-CD | 535+30 | 365+35 | 28045 | 210+55 |RS;SR; RR;S,S
PA-B-CD [ 530+£55| 375+45 | 25510 | 235+65 |RS;SR; RR;S,S
IPA-B-CD [ 310+ 70 [ 225+60 | 15040 | 110+25 |RS;SR; RR;S,S

A B-CD szarmazékok az a-CD szarmazékoknal stabilabb komplexeket képeztek, ez
alapjan a B-CD szarmazékok tiregének 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 migraldo R,S izomerrel. A pozitiv

toltésti B-CD szdrmazékok a negativ toltéstieknél valamivel gyengébb komplexeket képeztek.
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Az elvalasztas mellett az enantiomereck migraciés sorrendje (EMO) igen nagy
jelentéséggel bir a kiralis analizis szempontjabol, mivel a fOcstics zavarhatja a minor
komponens vizsgélatat a rendszer tllterhelése illetve a csucstorzulas esetén.

Alogliptin esetén tiiregméret-fliggd migraciés sorrend valtozast tapasztaltuk B-CD
szarmazékok ¢€s y-CD szadrmazékok esetén: az R enantiomer gyorsabban vandorol a B-CD
szarmazékokkal, mig az S enantiomer migral elséként y-CD szarmazékokat alkalmazva az
enantiomerekhez torténd kiillonboz6 kotédési affinitasnak koszonhetden. Annak érdekében,
hogy kis mennyiségli disztomer is kimutathatdo legyen a B-CD szarmazékokat tartalmazo
rendszerek idealisak, ugyanis ekkor teljesiil, hogy az S enantiomer éri el el0szor a detektort,
az R enantiomer el6tt. A szulfobutil-éter-B-CD-t  (DS~6,3) valasztottuk a tovabbi
moddszeroptimalizalashoz.

Tapentadol esetén a karboximetil-a-CD és karboximetil-B-CD esetén a sorrend
valtozasanak oka a CD-k méretbeli kiilonbsége, tiregméret-fliggd migracids sorrendvaltozast

jott 1étre (3. abra).

A B)
] RR
mAU
304
S,R
204 5,5
RS
104
CM-o-CD
L 1
04
T T T L] 1
35 40 45 f 7
t/ min t / min

3. dbra: Uregméret-fliggd migracids sorrendvéltozas a tapentadol sztereoizomerekre A) 15 mM
karboximetil-a-CD és B) 0,7 mM karboximetil-B-CD esetén

Az a-CD szarmazékok kozott szubsztituensfiiggd migracids valtozast tapasztaltunk
szulfobutil-éter-a-CD (R,R-, S,S-, S,R-, R,S-tapentadol) és szulfatalt-a-CD (S,S-, S,R-, R,S-,
R,R-tapentadol) esetén. A sztereoizomerek elvalasztisara és a minor kirdlis szennyezdk
kimutataséara az a rendszer az idealis, ahol az eutomer cstics migral utolsoként. Ez egyediil a
szulfatalt-o-CD  esetén teljesiilt, igy ezt a rendszert valasztottuk a tovabbi
modszeroptimalizalashoz.

Tadalafil esetén iiregméret-fliggé migracios sorrendvaltozast tapasztaltunk szulfopropil-

a-CD és szulfopropil-B-CD esetén, melynek mélyebb megismerése érdekében 'H NMR
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vizsgalatokat is végeztiink. A sztereoizomerek szubsztituensfiiggd migracios sorrendvaltozasa
volt tapasztalhatd szulfatilt-a-CD ¢€s szulfobutil-éter-a-CD esetén. Tadalafil esetén az az
idedlis rendszer a kis mennyiségli kirdlis szennyezok detektalasara, ahol az eutomer
R,R-tadalafil migral utolsoként, ennek megfelelden a szulfobutil-éter-a-CD-t valasztottuk a
tovabbi modszeroptimalizalashoz.

A kirdlis elvalasztdas optimalizalasa érdekében tovabbi paramétereket: a CD
fesziiltséget, a kapillarishomérsékletet ¢és az injektalasi paramétereket finomitottuk
mindhérom vizsgalt vegyiilet esetén.

Alogliptin esetén a 4. abran lathatd az optimalizalt koriilmények kozott felvett
elektroferogram (25 mM acetatpuffer pH 4,75, 5 mM szulfobutil-éter-B-CD (DS~6,3), 18 kV,

20 mbar-4 s, 16°C, ahol a felbontas Rs = 8,39), valamint a 0,1% Kiralis szennyez6 kimutatasa.

A) B)
1 R
S
R
)
<
£
04
S
I T T 1 T T T T T T T T T T 1
9 10 11 12 98 10,0 10,2 104 10,6 10,8
t /min t/ min

4. dbra: A) Az optimalizalt rendszer elektroferogramja (Rs = 8,39); B) 0,1% kiralis szennyez6t

tartalmazo6 R-alogliptin minta elekroferogramja

Az alogliptin enantiomerek elvalasztasara kidolgozott kapillaris elektroforetikus modszert
validaltuk, és a precizitas, a kimutathatosagi hatar, a meghatarozhatdsagi hatar, a linearitas és
a robusztussag szempontjabol.

Az 5 mM szulfatalt-a-CD-t tartalmazé 100 mM natrium-borat pH 9,5 puffer rendszer
alkalmas lehet az R,R-tapentadol 0,15 % kiralis szennyez6inek meghatarozasara (5. abra). A

kidolgozott modszert részlegesen validaltuk.
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5. dbra: 0,15 % Kiralis szennyez6k meghatarozasa a tapentadol kiralis elvalasztasara optimalizalt

rendszerrel

A 4 tadalafil sztereoizomer elvalasztasara a 7 mM szulfobutil-éter-a-CD rendszer 75 mM
Tris - ecetsav pH 4,75 pufferrel bizonyult optimalisnak 25 kV és 25°C mellett. A

modszeroptimalizalas hatasat mutatja be a 6. abra.

§,S
RR
A) B) C) °1
mau | 74
.l R,S S,R
15 Gi_)
10 34
5
5
44 29
0 T T T T T ! T T T T T T T T 1
5 6 7 8 9 10 1 7 8 9 10 7 8 9 10 1 12
t/ min t/ min

t/ min

6. abra: A szulfobutil-éter-a-CD rendszer optimalizalasanak hatdsa a csucsalakra:
A) optimalizalas el6tti, B) a mintaoldat készités optimalizalasa utani és C) a mérési koriilmények

optimalizalasa utani elektroferogram
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Kovetkeztetések

A szexudlis teljesitményfokozoként hirdetett étrend-kiegészitdk és gyogyndvény alapu
készitmények vizsgalata egyre kiemeltebb fontossagu feladattd valik, mivel ezek a
készitmények gyakran tartalmaznak nem megengedett potenciafokoz6 szintetikus
(hatd)anyagot. Munkank eredményeként egy validalt RP-HPLC-UV moédszert fejlesztettiink,
mellyel a szildenafil, vardenafil, tadalafil és ezek 11 dizajner analdgja szimultan
elvalaszthatd. A moddszer nem igényel bonyolult mintael6készitést, egyszerlien és olcson
alkalmazhaté a PDE-5 inhibitorok és dizajner analdogjaik mindségi ¢és mennyiségi
meghatarozasdra. A fejlesztett modszer tovabbi elénye, hogy csak egyetlen standard
beszerzését igényli: a viszonylag konnyen €s olcson hozzaférhetd torzskonyvezett készitmény
hatéanyagat, a szildenafilt, melyet kiilsé standardként alkalmazunk. A komponensek
azonositdsa szildenafilre vonatkoztatott relativ retenciés adatok és a vegyiilet UV-
spektrumdnak referencia spektrummal torténd Osszehasonlitdsa alapjan torténik, tovabba a
modszer lehetdséget ad ismeretlen PDE-5 inhibitor analégok eldzetes mindségi
meghatdrozasara kiilonbdz6 komplex ndvényi matrixokban. Abban az esetben, ha a kvalitativ
analizissel kapcsolatban barmilyen kétely meriilne fel, a modszer MS kompatibilitasa
kihasznélhato6.

A mobdszert szdmos gyanus étrend-kiegészitd és gyogyndvény alapt készitmény
vizsgélatara a gyakorlatban is sikeresen alkalmaztuk. Ez is bizonyitja, hogy a fejlesztett
modszer segitségével gyors €és robusztus mindségi €és hozzavetdleges mennyiségi informaciot
nyerhetiink a PDE-5 inhibitort tartalmazé hamisitott készitmények esetén. Ezeknek az
elénydknek koszonhetden a modszer hatdsagi vizsgald laboratériumok alapmodszere lehet a
beérkezett gyants készitmények hamisitasanak gyors kisz{irésére és egyben a PDE-5 inhibitor
tartalméanak nagysagrendi becslésére.

Munkank sordn valamennyi -elektroforetikusan vizsgélt vegyiilet rendelkezik egy
(alogliptin) vagy tobb (tapentadol, tadalafil) kiralitdscentrummal, ezért tobb optikai izomerjiik
1étezik, melyek biologiai aktivitasa eltérd. A tobbi sztereoizomerhez képest az R-alogliptin, az
R,R-tapentadol ¢és az R,R-tadalafil hatékonyabbnak bizonyult, a készitményeknek is ezeket az
izomereket kell tartalmaznia enantiomertiszta formaban. Ciklodextrin-alapu kiralis kapillaris
elektroforetikus modszerek fejlesztését valositottuk meg az antidiabetikus alogliptin, az
analgetikus tapentadol, valamint a szexudlis potenciandveld tadalafil sztereoizomerek
elvalasztasdra. Szdmos ciklodextrin (szdrmazék) kirdlis elvalasztd képességét ¢&s
komplexstabilitasat vizsgaltuk a harom optikailag aktiv vegyiilet esetén. Altalanosan

elmondhato, semleges CD szadrmazékok helyett toltéssel rendelkezd CD szarmazékok
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alkalmazaséaval nott az enantioszelektivitas €s a komplexstabilitds. A hdrom vizsgalt kiralis
vegyiiletet ~ Osszehasonlitva az  enantiomerek  kozti  legnagyobb  felbontast a
tapentadol/szulfatalt-a-CD  rendszer esetén értik el, mig a legkiemelkedobb
komplexstabilitast a tapentadol/karboximetil-B-CD esetén tapasztaltuk. Tovabba elmondhato,
hogy mindharom vegyiilet irdnt a B-CD szarmazékok affinitasa volt a legnagyobb, ezek
rendelkeztek tehat a legmegfeleldbb tiregmérettel.

Alogiptin esetén liregméret-fiiggd migracids sorrend véaltozast tapasztaltunk, ahol az
enantiomerek migracios sorrendjét tekintve a B-CD szarmazékok bizonyultak elonyodsnek, igy
koziilik a legnagyobb felbontassal bird szulfobutil-éter-B-CD-t valasztottuk a modszer
tovabbi optimalizaldsahoz. A kritikus paraméterek optimalizaldsa utan modszert az ICH
iranyelvek alapjan validaltuk. A fejlesztett moddszer alkalmas 0,1% kirdlis szennyezd
S-alogliptin kimutatasara, igy a késdbbiekben akar gydgyszerkonyvi modszerré is valhat.

A tapentadol és a tadalafil sztereoizomerek elvalasztadsa soran iiregméret-fiiggd ¢és
szubsztituensfiiggd migracios sorrend valtozast egyarant tapasztaltunk. A tapentadol esetén a
szulfatalt-o-CD bizonyult idealisnak a kimagaslo enantioszelektivitdst és a migracios
sorrendet figyelembe véve, igy ezt a CD rendszert optimalizaltuk és részlegesen validaltuk.
Modszeriink 0,1% kiralis szennyezd S,S-, S,R-, R,S-tapentadol kimutatisara alkalmas, a
késdbbiekben rutin kiralis analitikai modszerré valhat.

Tadalafil esetén a megfeleldé migraciés sorrenddel és nagy sztereoszelektivitassal
rendelkezé szulfobutil-éter-a-CD-t tartalmazo rendszer bizonyult alkalmasnak a tadalafil
sztereoizomerek elvalasztisara, az optimalizalt modszer a késébbiekben az eutomer optikai
szennyezOinek meghatarozasara alkalmazhat6 rutin modszer alapjat képezheti.

Az alogliptin enantiomerek ciklodextrin komplexképzését elsdként vizsgaltuk, az
enantiomerek elvalasztasara pedig elsdként dolgoztunk ki egy optimalizalt, validalt modszert.
Tapentadol esetén elsdként valositottunk meg a sztereoizomerek ciklodextrin-alapu kiralis
kapillaris elektroforetikus vizsgalatat. Tadalafil esetén a négy semleges sztereoizomer
elvalasztasa volt a célunk, mely komoly kihivast jelent CE esetén, ahol az elvalasztas a
kiilonbozo toltés/méret alapjan torténik. A tadalafil négy sztereoizomerének kiralis
elvalasztasat eldszor valdsitottuk meg.

Meéréseink a szelektor-analit kolcsOnhatas, a sztereoizomer elvalasztas és az enantiomer
migraciés sorrend valtozds mechanizmusdnak mélyebb megismerését tették lehetdve,
valamint a kidolgozott modszerek alkalmasak minor enantiomer szennyezdk
meghatarozasara, melynek koszonhetéen a késébbiekben gyogyszerkonyvi vagy vizsgald

laboratoriumok rutin kiralis analitikai modszerei lehetnek.
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Ko6szonom Dr. Noszal Béla volt tanszékvezetd egyetemi tanarnak, valamint Dr. Horvath
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Kiilon koszonet illeti Dr. Jankovics Pétert és Neumajer Gébort (Orszagos
Gyogyszerészeti Intézet) a HPLC mérésekben nyujtott segitségéért és a hasznos
konzultaciokért.

Szeretném megkdszonni Dr. Szakacs Zoltannak (Richter Gedeon Nyrt.) a kapillaris
elektroforetikus és NMR mérésekkel kapcsolatos konzultacidkat.
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Szeretném megkdszonni a kozds munkat Kazsoki Adriennek, tudomanyos didkkori
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sztereoizomerek elvalasztisaban, Urbancsok Zsuzsannanak (tudomanyos didkkdori hallgato,
Semmelweis Egyetem, Gyogyszerészi Kémiai Intézet) pedig az alogliptin enantiomerek
elvalasztasdban. Koszonettel tartozom Dr. Volgyi Gergelynek a vegyiiletek fizikai-kémiai
jellemzésében nyujtott segitségét.

Ko6szondm tovabba Wei Zhou-nak és Wen Hui Hu-nak (Kinai Tudomanyos Akadémia,
Guangzhou, Kina) az alogliptin enantiomerek, valamint Marvanyos Edének és Volk
Balazsnak (Egis Gyogyszergyar Zrt.) a tadalafil sztereoizomerek szintézisét és rendelkezésre
bocsatasat.

Ko6szondm a Semmelweis Egyetem Gyogyszerészi Kémiai Intézet és az Orszagos
Gyogyszerészeti Intézet HPLC laboratérium valamennyi munkatérsdnak a baréti, inspirald
atmoszférat.

Végezetiil kiilon koszonet illeti csaladomat tiirelmiikért és allando tAmogatasukeért.
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