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1 Bevezetés

Az ¢él6 szervezetek alapvetéen kiralis jellegébol addddan az optikai
izomerek — koztiikk az enantiomerek — azonos konstiticidjuk ellenére gyakran
eltérd biologiai hatast fejtenek ki. Az enantiomerparok tagjainak lehetséges
eltér6 hatasa miatt az enantiomertiszta termékek gyartasa, illetve az
enantiomerek elvalasztasa és egyedi biologiai tulajdonsagainak vizsgalata ma
mar alapvetd gyogyszerkonyvi kovetelmény. A gyogyszerkonyvek eloirjak a
legalédbb 0,1 szdzalékban jelenlevd szennyezések meghatarozasat - beleértve az
enantiomer szennyezésekét is.

A kiralis elvélasztasokat bonyolulttda teszi, hogy a kolcsonhatd
csoportoknak nemcsak fizikailag és kémiailag kell egymasnak megfelelniiik,
hanem térbeli elrendezésiikben is. A kdlcsonhatasok bonyolultsagsaga rendkiviil
megneheziti az elvalasztas sikerének elorejelzését. Ezért valasztottuk kutatasaim
f6 témajaul — a tudomanyos szempontok és a felmeriilt gyakorlati igények
figyelembe vételével — az enantiomer szelektiv analiziseket magneses
magrezonancia (NMR) spektroszkopiaval kiegészitett kapillaris elektroforézis
(CE) technikaval.

Ahhoz, hogy az enantiomerek kapillaris elektroforézissel elvalaszthatok
legyenek, kiralis szelektorra van sziikség. A kiralis elvalasztas teriiletén a
leggyakrabban ¢és legnagyobb sikerrel alkalmazott ilyen additivek a
ciklodextrinek (CD-k), melyek diasztereomer zarvanykomplex képzés révén
tesznek kiilonbséget az izomerek kozott. Bar a gazda- €s vendégmolekula kozott
csak masodrendli kémiai kotések jonnek létre, a ciklodextrin iiregének nagy
elektronstirisége megvaltoztathatjia a bezart vendégmolekula elektron-
atmeneteit, ezaltal kiilonb6zd elektrokémiai és spektralis sajatsagait. Ennek
kovetkeztében a vendégmolekula fizikai és kémiai tulajdonsdgai nagymértékben
megvaltozhatnak, igy a komplexképzddés védelmet nyljthat szamos kiilsé hatas
ellen (pl. oxidacid, fotokémiai bomlas), ndvelheti a hatéanyag oldékonysagat,

vagy a mellékhatdsait enyhitheti. Mindez rendkiviil valtozatos felhasznaldsokat



tesz lehetévé tobbek kozott a gyogyszer- és élelmiszeriparban, illetve az
analitikéban.

Doktori munkam soran CD komplexek stabilitasanak vizsgalatat, illetve a
CD alapu kiralis elvalasztasi problémak minél sikeresebb megoldasat és az
elvalasztas hatterében all6 molekularis kdlcsonhatasok megértését tiiztiik ki f6
célul. Ehhez vendégmolekulaként az aszpartamot (Asm), a pregabalin tozilezett
¢s danzilezett szarmazékat (Tos-Preg, Dns-preg), harom vinka alkaloidot
(vinkamin, vinpocetin, vinkadifformin), az imperanént (Ipn), a szitagliptint
(Sgli) és a dapoxetint (Dpx) valasztottuk ki. A tudomanyos szempontok és a
gyakorlati igények figyelembe vételével az enantiomerparok eddig még
kapillaris elektroforézissel, illetve tobb esetben egyaltalan nem megvalositott
enantiomer szelektiv analizisét végeztiikk el és tanulmanyoztuk (az aszpartam
kivételével). Fontos részt képvisel emellett az egyes modszerek optimalizalasa a
felbontast legnagyobb meértékben befolyasolo paraméterek filiggvényében,
illetve egy mddszer ICH iranyelveknek megfelel6 validalasa is. Nagy hangsulyt
fektettiink a komplexek kapillaris elektroforézistdl fiiggetlen moédszerrel (NMR
spektroszkopiaval) torténd tanulméanyozasara, mellyel szamos esetben komplex
stabilitast, valamint a legtobb vegytiletnél a komplexek sztochiometriajanak és

térszerkezetének vizsgalatat végeztiik el.



2 Célkitiizés

Munkank sordn célul tliztiik ki szamos biologiailag aktiv anyag (aszpartdm,
pregabalin, vinka alkaloidok, szitagliptin, imperanén, dapoxetin) ciklodextrin
komplex képzésének vizsgalatat kapillaris elektroforézissel és magneses
magrezonancia spektroszkdpiaval.

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

Célul tiztik ki, hogy meghatarozzuk a fenti vegyliletek szamos
ciklodextrinnel képzett komplexének stabilitasat kapillaris elektroforézissel és
két vegyiilet esetében magneses magrezonancia spektroszkopiaval is.

A torzskonyvezési eljaras sordn ma mar alapvetd kritérium a
gyogyszerfejlesztésben a lehetséges enantiomer-szennyezok azonositasa és
1izomertiszta hatéanyagok forgalmazasa. Ezért is elengedhetetlen, hogy gyors ¢€s
robosztus modszerek alljanak rendelkezésre a hatdanyagok ilyen jellegii
vizsgalatara. Célunk volt ennek megfeleléen kidolgozni a pregabalin, a vinka
alkaloidok, a szitagliptin, az imperanén és a dapoxetin enantiomerjeinek kiralis
elvalasztasara konnyen alkalmazhatdo, CD komplex képzés alapu kapillaris
elektroforetikus modszereket.

Celul tliztik ki, hogy a kidolgozott modszerek koziil a dapoxetin
enantiomerek elvalasztasat az ICH iranyelveknek megfelelden validaljuk.

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

NMR spektroszkopia segitségével.



3 Médszerek
3.1  Protonalédasi allandék meghatarozasa

A protonalodasi allandok meghatarozasat az aszpartam és a szitagliptin
esettben NMR-pH titralassal végeztiikk, melyet az utdobbi vegyiiletnél CE-pH
titralassal is kiegészitettiink. A pregabalin szarmazékok sav-bazis tulajdonsagait
kizarolag CE-pH titralassal vizsgaltuk.
situ pH méréssel, a szitagliptin allandoit egyedi mintak modszerével 0,15 M
ionerésség mellett (NaCl), 25,0 = 0,1 °C hémérsékleten hataroztuk meg. A
titralasokat H,O/D,0 9/1 aranya olddszerben végeztik, referenciaként DSS-t
(0=0,000 ppm), az aszpartamnal in situ pH indikatorként klérecetsavat (CIAC),
ecetsavat, imidazolt és Trist alkalmazva. Az egyes spektrumokhoz tartozd
aktudlis pH-t a megfeleld indikdtor molekula aktualis kémiai eltolodasabol
szamitottuk. A vizjel elnyomasara el6telité (presaturation), illetve dpfgse water
pulzust alkalmaztunk. Az NMR-pH adatsorok egyiittes kiértékelése az OPIUM
programmal tortént, a spektrumok feldolgozasira a Mestre-C programot
valamint a MestreNova 5.3.1-4825 szoftvert hasznaltuk.

A vegyiiletek protonalddasi allanddinak pontos meghatarozasat kapillaris
elektroforézissel a két pregabalin szdrmazék illetve a szitagliptin esetében
végeztiik el. Kisérleteinket egy diddasoros detektorral felszerelt *°CE
késziiléken végeztiik, adatainkat a HP*® CE Chemstation szoftverrel dolgoztuk
fel. Méréseinkhez valamennyi esetben kezeletlen szilika kapillarist hasznaltunk
(50 um bels6 atmérd, 64,5 cm teljes hossz, 56 cm effektiv hossz). A talcat és a
kapillarist 25 °C-ra termosztaltuk, a mérések soran +30 kV fesziiltséget
alkalmaztunk. A mintakat hidrodinamikai injektalast (50 mbar, 4 mp)
alkalmazva juttattuk a kapillarisba. Minden esetben harom parhuzamos mérést
végeztiink, EOF markerként DMSO-t hasznaltunk.

A protonalddasi allandok szamitdsara a migracidés 1dOkbdl effektiv

mozgékonysagot (4" ) szamitottunk:
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amit a pH fiiggvényében abrazolva jutottunk titralasi gorbékhez (les, Iy, U, ti
¢s teor rendre a kapillaris effektiv és teljes hosszat, az alkalmazott fesziiltséget,
valamint a vizsgalt vegyiilet és az EOF marker migraciés idoit jelolik). A gorbe

pontjait a kovetkezo egyenlet segitségével illesztettiik:

sz _pH

Mt Ha 10
Kot =10

Az illesztéshez a ue-pH adatsorokbdl az OPIUM program segitségével

kalkulaltuk a protonalodasi allandokat €s az egyes protonaltsagi izomerek

hatarmozgékonysagait.

3.2 Komplex stabilitas és kiralis elvalasztas vizsgalata

A kapillaris elektroforézis mddszer kivaloan alkalmas mind a ciklodextrin-
vendég zarvanykomplexek stabilitidsanak jellemzésére, mind az egyes
enantiomerek kiralis elvalasztdsanak tanulmanyozasara. A stabilitdsi allandok
vizsgalatat valamennyi vegyllettel elvégeztiikk, a kirdlis elvalasztast pedig
egyediil az aszpartam esetében nem tanulméanyoztuk.

Kisérleteinket a 3.1 fejezetben leirtakkal analog homérsékleten, azonos
fesziiltség és injektalas mellett, ugyanazon késziiléken végeztiik egyforma
kapillarisokat alkalmazva. A detektalas harom hullamhosszon, 200, 215 és 230
nm-en tortént. EOF markerként valamennyi esetben DMSO-t hasznaltunk.

A komplex stabilitasi vizsgalatokat CE-vel vizsgaltuk altalaban egy,
amfoter részecskék esetén tobb pH értéken, a stabilitasi vizsgalatokhoz
valamennyi vegyiilet esetében nagyszamu ciklodextrint (17-29) alkalmazva. Az
atlagos stabilitasi allandok vizsgalata soran a vendégmolekulat elészor CD
nélkiili, majd annak novekvd koncentracidit (5-50 mM) tartalmazo

hattérelektrolitban futtattuk, ezutan effektiv mozgékonysagokat szamitottunk.



Az effektiv mozgékonysagbdl és az aktualis CD koncentraciobol x-reciprok
moddszerrel, grafikus Gton szamitottuk ki az egyes stabilitasi allanddkat.

A kirdlis elvalasztas jellemzésére a felbontasi értéket (Rs) hasznaltuk,
melyet a kovetkez6 egyenletnek megfelelden szamitottunk:

-2 (it)

W, +W,

ahol t; és t, az enantiomerek migracios id6t, mig w; és W, az enantiomerek
csucsanak extrapolalt szélessége az alapvonalnal.

Az enantiomerek azonositdsa minden esetben a racém mintdhoz adott

1zomertiszta anyaggal tortént.

3.3 Sztochiometria és térszerkezet vizsgalata

A stabilitasi alland6 meghatarozdsa mellett az NMR spektroszkopia
kivaléban alkalmas a zarvanykomplexek atlagos sztochiometriajanak
meghatarozasara is. Ennek megallapitasira Job modszere kézenfekvOen
alkalmazhato, melyet 'H NMR, a szitagliptin esetében 'H és *°F NMR titralassal
végeztink. Méréseinket H,O/D,O 9/1 elegyben hajtottuk végre, a vizjel
elnyomasara el6telitd (presaturation) pulzust alkalmazva. A spektrumokat
T=25,0 £ 0,1 °C-on, szamitott mennyiségli NaCl hozziadasaval 1=0,15 M
mellett regisztraltuk. Belsé referenciaanyagként MeOH-t (0=3,300 ppm)
alkalmaztunk. A '°F méréseket (referencia: NaF, 0=-122,0 ppm) Varian
Mercury Plus spektrométeren (400 MHz) végeztilk a Semmelweis Egyetem
Szerves Kémiai Intézetében.

A zarvanykomplex szerkezetének meghatdrozasara 2D ROESY
spektroszkopiat alkalmaztunk. llyen vizsgalatokat az aszpartam, a pregabalin
szarmazekok, a vinka alkaloidok, az imperanén ¢€s a szitagliptin komplexeinek

esetében végeztiink, az oldoszer valamennyi esetben D,0 Vvolt.



4 Eredmények
4.1 Protonalodasi allandok meghatarozasa

Az aszpartam egy karboxil és egy primer amino csoporttal rendelkezik, igy
két protonalddasi 1épcsét kell a titralds soran meghatdrozni. Az egycsoves
titralas soran alkalmazott in situ pH-mérésnek elofeltétele, hogy a megfeleld
indikator molekula g €s dping hatareltolodasai, valamint logK;,q protonalddasi
allanddja pontosan ismertek legyenek, ugyanis csak ezen paraméterek
ismeretében szamithat6 a titralas tetszdleges pontjan felvett NMR spektrumhoz
tartozo pH:

pH=IlogK,, = Iog%

ind ~ Oind

A szamos magra meghatarozott NMR-pH adatsorok alapjan az aszpartam
amino csoportjanak protonalodasi allandoja logK;=7,834+0,02, mig a karboxilat
csoporté logK,=2,96+0,03. A protonalédasra legérzékenyebben H™ proton
kémiai eltoldodas-valtozasat szemléltetd, kiilonboz6 pH-kon  felvett

spektrumsorozat az 1. abran lathato.

ClAc

43 4.1 3.9 3.7 3.5

& (ppm)
1. dbra. Az Asm H* protonjanak pH-fiiggd kémiai eltolodas-valtozasat szemléltetd
spektrumsorozat.
A szitagliptin esetében a sav-bazis tulajdonsdgokat mind kapillaris
elektroforézissel, mind magneses magrezonancia spektroszkdpiaval jellemeztiik.
A CE-pH titralas alapjan a Sgli aminocsoportjdnak savi disszociacios allanddja

pKs=7,61, NMR-pH titralassal az alland6 pKs=8,03-nak adddott.



A protondlodasi allandok meghatarozasat mindkét pregabalin szarmazeék
esetében CE-pH titralassal végeztiik el. A szarmazékok kozil a Tos-preg egy
karboxil, mig a Dns-preg egy karboxil és egy tercier-amino csoporttal
rendelkezik. Tos-preg esetében pKs=4,75, Dns-preg esetében pKy=3,47 és
pKs1=4,67 allandokat szamitottunk.

4.2 Komplex stabilitas és enantiomer elvalasztas vizsgalata
A komplexek stabilitdsat valamennyi vegyiilet esetében szamos
ciklodextrinnel viszgéltuk. Az 1. tibldzatban az egyes vendégmolekulak

legstabilabb CD komplexei ¢és azok atlagos stabilitasi allandéi vannak

feltiintetve.
1. tablazat. A vizsgalt vegyiiletek legstabilabb CD komplexei.
Vendég CD szarmazék Stabilitas (M)
Asm acetil-p-CD K=333, pH=9,0
(Ac-5-CD)
Tos-preg szulfobutil-p-CD Ks= 946, Kr= 1014, pH=2,5
(SB-5-CD)
Dns-preg szulfopropil-p-CD K=1290, pH=2,5
(SP-g-CD)
Vinkamin szulfobutil-y-CD K.=1600, K,=2800, pH=2,5
(SB-y-CD)
Vinpocetin szulfobutil-y-CD K;=8500, K,=9500, pH=2,5
Vinkadifformin | szulfobutil-y-CD K.=4300, K,=7500, pH=2,5
Ipn szulfopropil-p-CD Ks=1600, Kr=1990, pH=9,0
Sgli szulfobutil-a-CD Ks=312, Kr=320, pH=6,0
Dpx szulfobutil-p-CD Ks=610, Kr=690, pH=5,5

Kiralis szelektorként az aszpartdm kivételével valamennyi vizsgalt

vegyiiletnél alkalmaztuk a ciklodextrineket az enantiomerek elvéalasztasara. Az



elvalasztasokat szamos paraméter, igy ciklodextrin tipus €s koncentracio, puffer
alapanyag ¢s koncentracio, pH, kapillaris hdmérséklet, alkalmazott fesziiltség és
hozzaadott szerves adalékanyag fliggvényében optimalizaltuk. A paraméterek
optimalizalasat altalaban egyvaltozdés modszerrel, a Dpx esetében ortogonalis
kisérlettervezés modszerével végeztik el. Amennyiben egy ciklodextrint
tartalmazd rendszerrel nem sikeriilt megfelelé felbontast elérni, behatdan
tanulmanyoztuk a dudl CD rendszerek alkalmazhatosagat. A 2. tablazatban az
egyes vizsgalt vegyiileteknél megvaldsitott optimalizalt elvalasztast és annak

paramétereit mutatjuk be.

2. tablazat. Vizsgalataink soran kidolgozott optimalizalt elvalasztasok felbontasi értékei

¢és a modszerek koriilményei.

Felbontas
Vendeég CD szarmazék Koriilmények
(Rs)
- pH=6,8, +17,5 kV, 25 °C,
propilamino--CD
Tos-preg Rs=2,76 100 mM foszfat puffer,
(PA-5-CD)
3,4 mM PA-4-CD
pH=7,1, +17,5 kV, 25 °C,
Dns-preg PA-B-CD Rs=4,35 100 mM foszfat puffer,
3,2 mM PA-5-CD
pH=2,5, +20 kV, 25 °C,
Vinkamin SB-y-CD Rs=7,78 42 mM foszfat puffer,
1 mM SB-y-CD
pH=2,5, +20 kV, 25 °C,
Vinpocetin SB-y-CD Rs=4,08 42 mM foszfét puffer,
1 mM SB-y-CD
o pH=2,5, +20 kV, 25 °C,
. ) ) karboximetil-y-CD
Vinkadifformin Rs=25,1 42 mM foszfat puffer,
(CM-y-CD)
8 MM CM-y-CD
SB-y-CD és pH=9,0, +30 kV, 25 °C,
Ipn PA-3-CD Rs=4,47 75 mM borat puffer,
(dual CD rendszer) 12,5 mM SB-y-CD,




10 mM PA--CD

pH=4.4, +30 kV, 10 °C,
_ SB-B-CD és f-CD
Sgli Rs=2,24 40 mM foszfat puffer,

(dual CD rendszer)
5 mM SB-4-CD, 5 mM g-CD
pH=4,5, +15kV, 15 °C,
metil-y-CD 70 mM foszfat puffer,
Dpx Rs=7,01
(RAMEG-CD) 3 mM RAMEG-CD,

20 VIV% MeOH

A Dpx enantiomerjeinek elvalasztasara kidolgozott médszert a Nemzetkozi
Harmonizéicidos Konferencia (International Conference of Harmonization)
analitikai modszerekre vonatkoz6 iranyelve alapjan validaltuk, vizsgélva a
modszer ismételhetéségét (repeatability), pontossagat (precision), linearitasi
tartomanyat (linearity range), helyesség (accuracy), kimutatasi és mennyiségi
meghatarozhatosagi hatarat (limit of detection, limit of quantification) valamint

robosztussagat (robustness).

4.3 A komplexek sztochiometriajanak és térszerkezetének vizsgalata

A komplexek atlagos sztochiometriajanak direkt meghatarozasara Job
modszerét alkalmazva "H NMR titralasokat végeztink az aszpartdm és a
dapoxetin kivételével valamennyi vegyiiletnél. A szitagliptin esetében, 1évén a
vegyiilet fluor atomokat is tartalmaz, lehetdség nyilt ezt °F NMR titralassal is
kiegésziteni. A mérések kiértékelése soran a moltorttel sulyozott kémiai
eltoldédasokat a moltort fliggvényében dbrazolva szerkesztettiik meg a Job

gorbéket (2. abra).

10
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2. abra. A Tos-preg (négyzet) és Dns-preg (haromszog) f-CD-nel (kor) végzett 'H NMR

titralasai alapjan szerkesztett Job gorbék.

A gorbék maximuma a komplexképzésben részt vevd gazda/vendég
aranynak megfeleld helyen talalhato, 1:1 arany esetén 0,5-nél. Adataink
elemzése alapjan kijelenthetd, hogy a komplexek valamennyi esetben atlagosan
1:1 sztochiometriajuak voltak.

A zarvanykomplexek  haromdimenzios  szerkezetét 2D  NMR
spektroszkopiaval, ROESY szekvenciat alkalmazva hataroztuk meg. Ezzel a
technikaval az egymas térkozelségében 1€vé magokrol kaphatunk informéciot,
ezért a modszer alkalmas az intermolekularis keresztcsucsok segitségével a
vendégmolekula behatolasi irdnyanak, meélységének ¢€s a feltételezhetden
kolcsonhatd csoportoknak a megallapitasara. A ciklodextrin  komplexek
szempontjabol elsddleges jelentdsége a CD iireg belsejében talalhaté H-3 és H-5
protonoknak van. ROESY kisérleteket a Dpx kivételével valamennyi vizsgalt
molekulan végeztiink, szamos esetben tobb, kiilonb6zé CD komplexet is
vizsgalva. A 3. abra egy reprezentativ ROESY spektrumot mutat be Tos-preg/f-
CD mintan, melyen a szamos intramolekularis keresztcsiics mellett a komplex
térszerkezetének megallapitasat segitd intermolekularis keresztcsucsok kiemelve

lathatok.

11
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3. abra. A Tos-preg/f-CD komplex (5-5 mM) 2D ROESY spektruma (D,0, 300 ms keverési
id8), melyen felfedezheték a belsd CD protonok (H-3 és H-5) a Tos-preg aromas (H?°, H®®)

és dimetil (H®") protonjaival adott keresztcsticsai.

Hasonlo spektrumok alapjan deritettik fel az Asm-$-CD, mindkét
pregabalin szarmazék f-, y- és PA-f-CD, a Sgli - és SB-4-CD, illetve az Ipn g-
/hidroxipropil(HP)-4- és SB-y-CD komplexeinek térszerkezetét. A vinka
alkaloidok esetében azt is vizsgaltuk, vajon az iliregméret- és szubsztituens-
fiiggd enantiomer sorrend megfordulasok mogott a kialakulo komplexek eltérd
szerkezete all-e, igy a vinpocetin-HP-4-CD/HP-y-CD, vinkadifformin-HP-4-
CD/HP-y-CD, vinkadifformin-RAMEB-CD/RAMEG-CD (iiregméret-fliggd)
valamint a vinpocetin-HP-5-CD/RAMEB-CD (szubsztituens-fiiggd) komplexek

térszerkezetét vizsgaltuk.
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3) Kovetkeztetések

Doktori munkam soran kilenc vegyiilet ciklodextrin komplexeinek behato
jellemzését, ezek koziil nyolc enantiomerjeinek kiralis elvalasztasat végeztiik el.

A protonalodési allandok vizsgalata soran meghataroztuk a Tos-preg és
Dns-preg pregabalin szarmazékok protondlodasi allandoit CE-pH titralassal,
valamint két fiiggetlen modszerrel, CE-pH és 'H NMR-pH titralassal a
szitagliptin amino csoportjdnak protonalodasi allandojat.

Behatoan tanulmanyoztuk valamennyi vegyiilet CD komplexeinek
stabilitasat kapillaris elektroforézissel, az aszpartdm ¢és a vinka alkaloidok
vizsgalatanal NMR spektroszkdpiaval is. Az aszpartam esetében harom pH
értéken vizsgaltuk a komplexek stabilitasat (lugos pH-n els6ként), és sikertilt a
korabban publikaltaknal jelentdsen stabilabb (Asm-Ac-5-CD) komplexet
jellemezni. A pregabalin szarmazékok toltésfiiggd komplex stabilitasi
vizsgalatat elsOként, négy pH értéken végeztik el, valamennyi esetben
kiemelkedd stabilitasi komplexeket sikeriilt felfedezni. A vinka alkaloidok
komplexeit a korabban publikaltabbnal joval to6bb CD-nel vizsgaltuk, jelentds
stabilitasu komplexeket felfedezve. A szitagliptin, imperanén és dapoxetin CD
komplexeit elsOként vizsgaltuk, mindharom esetben szamos olyan
gazdamolekulat talaltunk, amellyel nagy stabilitasi komplexet képeztek a
vegyiiletek.

Az aszpartam kivételével valamennyi esetben megvaldsitottuk a
vegyliiletek enantiomerjeinek kiralis elvalasztasat kapillaris elektroforézissel, a
vinka alkaloidok kivételével minden esetben elsOként. A pregabalin
szdrmazekok elvalasztasdt mind a négy pH értéken megvaldsitottuk, majd
pH=7,2-n az elvéalasztist szdmos paraméter hatasat vizsgalva egyvaltozods
modszerrel optimalizaltuk PA-S-CD-nel. Hatékonyan, korabban nem vizsgalt
CD-kel is megvaldsitottuk mindhdrom vinka alkaloid kirdlis elvalasztasat
behatéan tanulmanyozva a kisérletek soran felfedezett iiregméret- &s

szubsztituens-fiiggé enantiomer sorrend megforduldsokat. Az imperanén
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enantiomerjeit, miutan az egy ciklodextrint tartalmazé rendszerekkel nem értiink
el megfelel6 eredményt, 12,5 mM SB-y-CD-t és 10,0 mM PA-f-CD-t tartalmazo
dudl CD rendszert alkalmazva vélasztottuk el. Szitagliptin esetében az eldzetes
kisérletek utan szintén dual CD rendszert haszndlva (5 mM SB-4-CD és 5 mM
p-CD) értiink el megfelelé elvalasztdst, melyet egyvaltozés modszert
alkalmazva a pH, puffer koncentracio és homérséklet fiiggvényében
optimalizaltunk. A dapoxetin enantiomereit RAMEG-CD-t alkalmazva
szeparadltuk, majd az elvélasztast ortogonalis kisérlettervezés modszerével
optimalizaltuk hat alapvetd fontossagu elvalasztasi paraméterre. Az igy
kidolgozott modszert a tovabbiakban az ICH iranyelveknek megfelelden
validaltuk.

A stabilitasi  allandok meghatarozasa soran a komplexek 1:1
sztochiometridja indirekten bizonyitasra kertilt, ezt az Asm és a Dpx kivételével
valamennyi esetben 'H NMR kisérlettel, Job modszerét alkalmazva igazoltuk. A
vizsgalatot legtobb vegylilet esetében tobb, az elvalasztas vagy komplexképzés
szempontjabodl relevans CD-nel is elvégeztiik. Szitagliptin esetében a vegyiilet
fluortartalmanak koszonhetSen ezt lehetéség volt F NMR titralassal is
aldtdmasztani. A sztochiometria meghatarozasa kordbban csak az Asm és a
vinka alkaloidok egyes CD komplexeinek esetében keriilt publikalasra.

A komplexek jellemzésének kiegészitésére a Dpx komplexek kivételével
térszerkezeti vizsgalatokat végeztink 2D ROESY NMR spektroszkdpidval.
Ezen vizsgalatok soran feltérképeztiik a kialakuldé komplexek 3D szerkezetét az
elvalasztds ¢és komplexképzeés szempontjabol fontos ciklodextrinekkel.
Korabban az Asm, a vinpocetin valamint a danzil csoport ciklodextrin

komplexeinek térszerkezetét igazoltak.
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