Magyar

Kémiai Folyoirat

Kémiai Kozlemények

122. EVFOLYAM, 2016

2-4

A Magyar Kémikusok Egyesiilete tudomanyos folydirata
A Magyar Tudomanyos Akadémia Kémiai Osztalyanak kozleményei
Magyar Kémiai Folyoirat 122. évfolyam, 2-4. szam 53-212. oldal, 2016



Utmutatas szerzéknek

A Magyar Kémiai Folydirat {6 feladata egyrészt a magyar kémiai szaknyelv folyamatos apolasa, s a kémiai
tudomany fejlédéséhez, az aktualis tudomanyos ujdonsagokhoz alkalmazasa, egyidejileg a minél teljesebb
korti szakmai informacio-csere késedelem nélkiil biztositasa, s az, hogy magas szakmai szinvonalon tegye
hozzaférhetdvé az érdeklodok szamara a hazai és kiilfoldon é16 magyar kémikusok kiemelkedd tudomanyos
kutatasi eredményeit, sikereit és mutassa be a kémiai tudomanyok vilagszerte bekovetkezo fejlédését,
valtozasat, a kémia legfrissebb vivmanyait, alkalmazasait, az érdekl6dés gyujtopontjaba keriilo teriileteit,
masrészt, hogy segitséget nyujtson kovetkezé kémikus nemzedékeknek a kémiai tudomany anyanyelven valo
megismeréséhez, a kémiai ismeretek, fogalmak szakmailag helyes és pontos magyar nyelvii kifejezéseinek
megtanulasadhoz.

A Magyar Kémiai Folyoirat negyedévenként jelenik meg. Eredeti magyarnyelvii kozleményeket — az alabb
megadott, szigortian korlatozott terjedelemben, a nemzetk6zi tudomdnyos folyodiratok atlagos szinvonalat
eléré munkak esetén — jelentet meg, eldnybe részesitve fiatal kutatok elsé nallo kozleményeit. Osszefoglald
cikkeket kozol (felkérés alapjan) hazai kiemelkedd teljesitményti kutatomiihelyek hosszabb id6 alatt elért
eredményeir6l, hazai nemzetkdzi konferenciakrol, a nemzetkozi érdeklddés gyujtopontjaba keriilt kutatasi
tertiletekrdl, bemutatva a friss eredményeket, fejlodési iranyokat, s ha van, a hazai hozzajarulast, kiilféldon
€16, sikeres magyar szdrmazasu vegyész-kutatok munkajardl, a szomszédos orszagokban, hatdrainkon kiviil
mikodo magyar kémikusok kozzétételre érdemes tudoméanyos eredményeir6l. Helyet kapnak a folydiratban
konyvismertetések, kémiai €s rokontargyu kiadvanyokrol. Kiilon rovatként kozli a kordbban mar a Magyar
Kémiai Folyoirat-ba beolvadt Kémiai Kozlemények profiljabol atvéve akadémiai székfoglalok, MTA doktora
cimért megvédett értekezések és PhD-dolgozatok Osszefoglaloit és akadémiai forumokon elhangzott egyes
eléadasok roviditett valtozatat. Idegen nyelven mar kozzétett cikkek masod-kozlését a folyoirat nem vallalja.
Terjedelem tullépést csak a szerkesztdbizottsag hozzajarulasaval, a tobblet terjedelem megvaltasa ellenében
fogad el.

Az egyes kozlemény-fajtak téritésmentesen, szerkesztObizottsagi hozzajarulas nélkiil kitolthetd terjedelme
(nyomtatott oldalak):

1. Osszefoglalo kozlemények a) jelentds, aktudlis kutatési teriilet legiijabb nemzetkozi eredményeirdl: max.
8 + 1 oldal angol nyelvii kivonat, b) kiemelked6 hazai kutatohelyek ujabb eredményeirdl, ill. c¢) kiilfoldon
alkoté magyar szarmazasu kiemelkedo elismertségli kutatok munkdssagarol: max. 6 + 1 oldal angol nyelvii
kivonat.

2. Eredeti kozlemények: 0j tudomanyos eredményeket bemutato, lektoralt magyar nyelvii kozlemények:
max. 4 + 1 oldal angol nyelvii kivonat. Elényt ¢élveznek fiatal kutatok (pl. kiemelkedé PhD értekezések
Osszefoglaldja) és hataron tali magyar kutatok munkai.

3. A “Kémiai Kozlemények” rovatban a) Akadémiai székfoglalo eldadasok roviditve és b) MTA Doktora
védések anyaganak Osszefoglaloi: max. 4-4, tovabba c¢) a Szerk. Bizottsag, vagy az MTA Kémiai Tud.
Osztalya altal kivalasztott és az Osztaly szervezésében elhangzott eléadas Osszefoglaloja: max. 2 oldal +
féloldalas angol nyelvii kivonat.

4. Konyvismertetés: max. fél oldal.

A megadott maximalis terjedelem tallépéséhez esetenként a Szerkesztd Bizottsag — a koltség-tobblet szerzo
altali megtéritése ellenében — hozzajarulhat.

A kézirat elkészitését segitd mintafajlt, valamint a részletes formai kdvetelményeket a folyoirat honlapjan
talalja meg:

http://www.mkf.mke.org.hu
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Tisztelt Elofizetok és Olvasok!

A Magyar Kémiai Folyoirat 0j folyamanak immar 13. évfolyama is utolsé szamahoz érkezett. Biiszkén jelenthetem, hogy minden
ellenallas és tobb szempontbol is megalapozott ellenérv dacara sikertilt életben tartani a tobb, mint évszazados hagyomanyt
képviseld, és a magyarorszagi kémiai kutatasok magyarorszagi eredményeit bemutatd egyetlen magyar nyelvii kiadvanyt.

A lap kdzreadasanak legfontosabb célja tovabbra is a szakmai szinvonal megérzése, illetve lehetdség szerinti ndvelése mellett,
a magyar kémiai szaknyelv folyamatos frissitése, a korszeriiség kovetelményeihez igazitasa és hozzaférhetové tétele a szakmai
utanpotlas és a hatarainkon kiviil tevékenykedd, magyar nyelven is publikalo és eléadd magyar vegyész kollégaink szamara,
akik a kdrnyez6 orszagokban, s a vilag mas tajain mas nyelven tanuljak és oktatjak a kémiat, mas nyelvet hasznalnak mindennapi
szakmai munkajukhoz, illetve mas nyelven olvassak a szakirodalmat.

A 122. évfolyam szamaiban is folytattuk a megujult lapban elinditott sorozatainkat, kozottiik az akadémiai székfoglalok
kozlését. A 2016/1 lapszamban a hazai polimer-kémiai kutatdsok szaktekintélyének, Ivan Béla levelezd tag eldadasa alapjan
Osszeallitott kozlemény jelent meg. Az elhunyt kollegainkrol megemlékez6 irasok soraban, Pallos Laszld professzorrol,
a magyarorszagi gyogyszerkutatds egyik legkivalobb személyiségérdl jelent meg méltatas. A legsikeresebb, kiemelkedd
hazai kutatomiihelyek eredményeit bemutatd sorozatunkban, ebben az évben a gydgyszerkémia teriiletén miikodé vallalatok
¢és intézmények adtak attekintést legfontosabb 0j eredményeikrél a 2016/2-4 lapszamokban. Folytattuk a doktori (PhD)
értekezések Osszefoglaldinak publikalasat. Ezt a sorozatunkat kiilondsen fontos feladatnak tartjuk, mivel lehetéséget nyujt
fiatal kutatoknak, hogy a fokozatszerzéshez kotelezden eldirt, tobb idegen nyelvli kozleménytik Iényegét 0sszefoglaljak, s
ezzel gyakorlatot szerezhessenek eredményeik tomor, am mégis minden fontos momentumot attekinthetd formaban tartalmazo
irasok elkészitésében ¢s a korszer(, szabatos magyar szaknyelv hasznalataban.

Mint minden évben eddig is, szeretnék koszonetet mondani a benyujtott kéziratokat lektorald, s alabb felsorolt kollegainknak
onzetlen és feleldsségteljes munkajukért, amivel hozzéjarultak a Magyar Kémiai Folyoirat szakmai szinvonalanak megdrzéséhez.

Aigner Zoltan, Agai Béla, Batori Sandor, Bényei Attila, Blazsé Marianna, Bodiss Janos, Bombicz Petra, Csampai Antal,
Csaszar Attila, Cserhalmi Zsuzsa, Csomos Péter, Csonka Gabor, Czugler Matydas, David Adam Zoltan, Dedk Gydrgy, 1 Fekete
Jend, Felinger Attila, Forgo Péter, Fiilop Ferenc, Hernadi Klara, Hohmann Judit, Horvai Gyorgy, Kallai Tamas, Keglevich
Gyorgy, Kiss Eva, Kristyan Sandor, Kurtan Tibor, Kuszmann Janos, Mazak Karoly, Mészaros Robert, Morvai Miklos, Novaik
Zoltan, Novak Tibor, Nyulaszi LaszIlo, Pajkossy Tamas, Pasinszki Tibor, Pintér Istvan, Pongo LdaszIlo, Rabai Jozsef, Simonné
Sarkadi Livia, Sipos Melinda, Skodané Féldes Rita, Soos Tibor, Szakonyi Zsolt, Szalay Roland, Szente Lajos, Szilagyi LaszIo,
Timari Géza, Batta Gyula, Torkos Kornél, Toth Gabor, Toth Tiinde, Veszprémi Tamads, Vidoczy Tamas, Wolfling Janos.

A lap szerkesztdségének nevében koszonetet mondok a Magyar Tudomanyos Akadémia Kémiai Tudomanyok Osztalya
anyagi tamogatasaért, a kozlemények szerzdinek és a lap eldfizetdinek a Magyar Kémiai Folyoirat iranti bizalmukért és
tamogatasukért. Kiilon is kdszondm a kiilfoldi magyar palyatarsaink szamara kettds eléfizetést vallalo, sajnos alig néhany
kollegaink aldozatkészségét. Kérem valamennyi magyar kémikus kollégamat, hogy vallaljanak kettds eldfizetést, hogy
minél t6bb hatarainkon kiviil a kémia teriiletén mikodé magyar kutatdbhoz, magyarul kémiat tanitd és tanuld honfitarsunkhoz
eljuthassanak a lap szamai.

Sohar Pal
foszerkeszto
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Kémiai kutatas és fejlesztés a hazai gyogyszeriparban

GREINER Istvan®
Richter Gedeon Nyrt., Gyomroi ut 19-21., 1103 Budapest, Magyarorszag

A magyar gyogyszeripar tobb, mint 100 éves torténelme
soran mindig nagy hangsulyt fektetett arra, hogy innovativ
termékekkel és megoldasokkal mélto versenytarsa lehessen a
vilag vezetd gyogyszeripari cégeinek. Ahhoz, hogy ezt a célt
elérhesse az érintett tudoméanyok szamos teriiletén a legijabb
¢és leghatékonyabb megoldasok alkalmazasara torekedett,
és talan nem is sikerteleniil. A XX. szazad vérzivataros
¢és diktatarakkal tarkitott évtizedeiben talalékonysaggal,
elkotelezett tulajdonosokkal és vezetdkkel, azok remek
politikai érzékével felvértezve mindvégig az ipar vezetd
agazataként igyekezett szolgalni a mindenkori tulajdonosok
érdekeit, valamint a magyar ¢s a vilag sok mas orszagaban
¢l6 emberek egészségét, utobbit lehetdleg megfizethetd
aron. A célok megvaldsitasahoz a kémiai tudomany €s tudas
hazai 1étrehozdi, ismerdi és alkalmazdi is jelentés mértékben
hozzajarultak. Sajnos egyfeldl a torténelmi tavolsag homalya,
masfeldl a kiilonszam terjedelme nem engedi meg, hogy
minden fontos tudomanyos és/vagy gyakorlati eredmény
megemlitésre keriilhessen, ez indokolja azt, hogy e szamban
csak a kozelmult néhany szakmai sikerérdl olvashatunk.

Az ezredfordulora a hazai gyogyszerkutatassal és kémiai
fejlesztéssel foglalkozo cégek és kutatohelyek allapota tobbé
kevésbé stabilizalodott. Az Gsszes gyogyszergyar tulajdonosi
struktiraja egyértelmiivé valt, habar Osszességében nem
a legszerencsésebb kimenettel. A Richter Gedeon Nyrt.
kivételével mindegyik cég szakmai befektetd birtokaba
keriilt és ezzel az is egylitt jart, hogy a magyarorszagi
leanyvallalatokkal kapcsolatos stratégiai dontések mind
kiilfoldon sziilettek és sziiletnek meg. Ennek kovetkeztében
a kozelmultban a hazai gyogyszeripari K+F befektetések
jelentésen csokkentek, és ez sajnos negativan hatott a
kémiai kutatas-fejlesztési tevékenységekre is. Mig korabban
az ipari K+F kiadasok kozel haromnegyede gydgyszeripari
eredetli volt, addig mara, az elmult idészakban ujonnan
hazankba telepitett nem gydgyszeripari (Nokia, Bosch...)
K+F egységek és a mar fentebb emlitett gyogyszeripari K+F
raforditasok csokkenésének eredményeképpen, mar csak
40% koriili értéken mozog. Az elmult 6t évben két nagy
gyogyszergyar is abbahagyta az originalis kutatas preklinikai
rész¢ét hazdnkban. Sajnos a kicsit korabban Budapesten
megnyilt 0j gyogyszerkutatasi kémiai egység nem, vagy
csak kis mértékben tudta ezt a veszteséget kompenzalni.
Erdekes fordulatnak tiinik azonban, hogy épp az utobbi
idoben valtak nyilvanossa olyan 0j hazai gyogyszeripari
innovaciés eredmények, melyek pont azt igazoljak,
hogy érdemes hazank ,sziirkeallomanyat” az eddiginél
jobban kihasznalni, akar a multinacionalis vallalatoknak
is, a siker megalapozott reményével. Reméljiik, hogy a
kiilfoldi iranyitast vallalatok dontéshozoi is mihamarabb
erre a kovetkeztetésre fognak jutni és Ujra emelkedni
fognak majd a hazai gydgyszeripari K+F raforditasok.

* e-mail: i.greiner@richter.hu

Biztatd momentumként tekinthetiink arra a tényre is, hogy
palyazati pénzbdl mar egyetemi-akadémiai mthelyek is
gyogyszerjeloltjiik preklinikai fejlesztési lehetdségéhez
jutottak és ennek mintdjara jabb tavlatok nyilnak meg a
hazai nem vallalati kutatéhelyek el6tt is. Nagyon bizunk
benne, hogy az ilyen K+F tevékenységek szama emelkedni
fog a kozeljovében és uj, jelentds eredményeket tud majd
felmutatni a magyar gyogyszerkutatas.

Ebben a szdmban szamos olyan 10j tudoményos és szakmai
eredmény keriil ismertetésre, melyekr6l az érdeklédd
olvasd6 korabban nem, vagy alig hallhatott. Mindez
tudatos valasztds eredményeképpen alakult igy. Azok a
nagykozonség altal is jol érthetd és szakmailag is jelentds
sikerek, melyek korabban mar jelentds nyilvanossagot
kaptak, a tudomanyos élet sziikebb berkein beliil tobbszor
is ismertetésre kertiiltek. Ugyanakkor a kémia korai
kutatashoz, vagy ipari méretnoveléshez kotott teriiletein
végzett belsé tevékenységeknek sokkal kevesebb a
megjelenési lehetdsége, s6t, egyes esetekben a vallalatok
ezek publikalasat céges altalanos politikai gyakorlatra
hivatkozva nem is engedélyezik. Most azonban mindezek
mellett sikeriilt néhany szakmailag is elismerésre mélto
eredményt megjelentetni mind a szintetikus kémia, mind az
analitika teriiletér6l. Az egykori harom nagy gyogyszergyar
(Chinoin, Egis, Richter) kdzds torténelmi gydkereire utal az
is, hogy kozvetve, vagy kozvetleniil, de mindharom multbeli
teljesitménye is emlitésre kertl a kovetkezd oldalakon, és
ezekre az értékes hagyoméanyokra mindegyik (utod)cégnél
biiszkék lehetiink.

Nagyon bizom abban, hogy a tisztelt Olvasd, mire a
cikkek olvasasanak végére ér, érteni €s érezni fogja mi és
hogyan zajlik ma a hazai miihelyekben a gydgyszerkutatas
tertiletén, hogyan gondolkoznak a kollégdk, milyen célok
mentén probalnak az adott témakban nap, mint nap elérébb
haladni €s milyen modon igyekeznek dsszhangba hozni a
kapott tudomanyos eredményeket az iizleti €let igényeivel.
Meggydzddésem ugyanis, hogy a gyogyszeriparban jelentds,
tartds és elismert tlizleti sikert csak a tudomanyos ismeretek
magas szintli felhasznalasaval lehet biztositani, és vallom,
hogy ezt a magyar ipari kutatohelyek ma, csak gy, mint
régen, képesek is megvalositani.

Chemical R&D in the Hungarian Pharmaceutical
Industry

In this short prologue the transition of the Hungarian pharmaceutical
industry is described during the past 3 decades in a very concise
form. Past achievements, present activities and future possibilities
were also mentioned using general terms helping the reader to be
prepared for the content of articles in this issue.
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CycloLab Kft: A Chinoin Rt. Biokémiai Kutato
Laboratoriumatol az Illatos uti gyarig

SZENTE Lajos,” SZILAGYI Erzsébet és SZEJTLI Gabriella
CycloLab Ciklodextrin Kutato Fejleszté Laboratorium Kift.

lllatos ut 7. 1097 Budapest, Magyarorszag

1. A hazai ciklodextrin kutatas kezdete a Chinoin Rt.
Biokémiai Laboratoriumaban

Foldi Zoltan, a Chinoin Rt. egykori vezérigazgatdja
rézsadombi maganlaboratoriumaban, 1973-ban, Szejtli
Jozsef alapitotta meg a Biokémiai Kutatolaboratériumot. (1.
abra) A Chinoin Rt. “Foldi paradicsoma” 16 éven at a hazai-
¢és nemzetkozi ciklodextrin kutatds-fejlesztés kozpontjaként
mikodott.

1. Abra. Minden itt kezdédott: a Foldi Zoltan rozsadombi
laboratoriumanak HRSZ szama.

Kezdetben, az 1973-1976 koz6tti idoszakban, a ciklodextrin
téma mellett a laboratoriumban egyéb gyogyszeripari
vonatkozast poliszacharid-kémiai kutatds (a kondroitin-
szulfat ¢és a kitozan alkalmazasa) is folyt. Szejtli rovid id6
alatt egy dinamikus, fiatal kutatocsoportot épitett ki maga
koriil. Az akkoriban még vilagviszonylatban is kevés helyen
tanulmanyozott, de sok felhasznalasi lehetdséget igérd téma,
a vonz6 réozsadombi munkakdrnyezet, a stimulaloé szakmai
kozeg és a legendas eldd, Foldi Zoltan személyes jelenléte
a sors kiilonds ajandéka volt a tanulni vagyo palyakezdd
kutatok szamara. A Chinoin Rt. nyujtotta kutatasi és pénziigyi
hattér és a lelkes, jol terhelhetd kutatogarda tette lehet6ve,
hogy a ciklodextrin téma szisztematikus fejlesztési projektté
valjon. A r6zsadombi laboratoriumban intenziv kutatdbmunka
indult a ciklodextrinek ipari gyarthatosaganak és gyakorlati
hasznosithatosaganak  felderitésére. A  ciklodextrinek
értékesitésének elemi  feltétele, hogy azok kelld
mennyiségben és jo mindségben legyenek hozzaférhetok és
ismertek legyenek felhasznalasi lehetdségeik, valamint azok
korlatai. Ennek érdekében sajat technologia kidolgozasara,
probagyartasokra keriilt sor.

“ Tel.: +36-1-347-6060; fax: +36-1-347-6068; e-mail: szente@cyclolab.hu

Az 1975 és 1989 kozotti idészakban Szejtli laborja szinte
minden fontosabb alkalmazéasi lehetdséget felderitett,
a gyogyszer- és ¢élelmiszeripartdl kezdve, a kozmetikai
és mezbgazdasagi alkalmazasokon at a vegyipari
felhasznalasig. A Chinoin Rt. tucatszam jelentette be a
vonatkozo talalmanyokat. Ez akkoriban, kb. 50 szabadalmat
jelentett.

2. Abra. Szejtli Jozsef (kézépen) a Chinoin Rt. Kutatasi Igazgatojaval,
Meészaros Zoltannal (jobbra) és Kovats Géaborral a prosztaglandin téma
vezetGjével 1975 nyaran.

A ciklodextrin laboratérium az akkori idok lehetdségei
mellett a lehetd legszélesebb forumokon publikalta uj
tudoményos eredményeit. A hazai ciklodextrin kutatés
kezdeti idészakaban, a teljes magyar kutatd vertikum
csatasorba allitasdval, a rdézsadombi Laboratoériumbol
tobb, mint 130 tudomanyos kdzlemény jelent meg. Nem
véletlen, hogy néhany év alatt a Szejtli vezette Chinoinos
kutatocsoport a vilag ciklodextrin-kutatasanak ismert ¢és
elismert kozpontja lett. A Biokémiai Kutatolaboratorium
tobb, mint 25 nemzetkdzi kapcsolatot alakitott ki. 1982-
1985 kozott szamos japan, nyugatnémet, francia és amerikai
kutato latogatta meg a laboratériumot. A nem kifejezetten
akadémiai kutatohelynek szamité intézményben japan
professzorok Osztondijasként hosszabb id6t toltottek a
ciklodextrin komplexképzddés tanulmanyozasaval.

2. A Chinoin Rt.-t6l a CycloLab Leanyvallalat felé

Az 1980-as évek végére a Biokémiai Kutatélaboratdrium
mar kizarolag ciklodextrin kutatassal foglalkozott, a Chinoin

122. évfolyam, 2-4. szam, 2016.
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Rt.-ben a ciklodextrin téma 6nallo egységgé, elsé 1épésben,
onmagat finanszirozni képes leanyvallalatta notte ki magat.

»A Chinoin Rt. Gyogyszer és Vegyészeti Termékek Gyara
Vallalati Tanacsa az 1988. szeptember 26.-i dontésével a
CYCLODEXTRIN-ek kutatasa, alkalmazasanak fejlesztése
¢és a termékek piacanak megteremtése érdekében hatarozta
el a kutato-fejlesztd leanyvallalat 1étrehozasat.”- idézet a
leanyvallalat alapitd okiratabol.

Az jdonsiilt leany a CycloLab nevet kapta, amelyet késobb,

kft-vé alakuldsa utan is megtartott a mai napig. A névado, a
Chinoin Rt. akkori kutatasi igazgatoja, Kovats Ferenc volt.

3. A Ciklodextrin Kutaté-fejleszté Leanyvallalat Kft-vé
alakul

Aleanyvallat mikodése 1989.01.01-énindultés 1991.12.12.-
én sziint meg azért, hogy 1992.01.01-t61 korlatolt feleldsségii
tarsasagi (kft) formaban miikddjon tovabb.

A CycloLab Kft. tulajdonosa a megalakulasakor 30%-ban
az anyavallalat, a Chinoin Rt., mig 70%-ban a dolgozok egy

csoportja volt. Ez akkor, megalakulaskor, 19 maganszemélyt
jelentett. A kft. indul6 vagyona 10 580 000 Ft volt.
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Az Ttjonnan alakult wvallalat 1992 ¢és 1994 kozott,
az MTA Kozponti Kémiai Kutatointézetében bérelt
laboratériumokat és irodakat. Ezt kovetden a Rozsadombrol
a XI. keriiletbe koltozott. A Dombodvari uti Siitéipari
Kutat6é Laboratoriumait €s irodait nyolc éven at bérelte. A
vallalat tevékenységében egyre jelentsebb szerepet jatszo
szintetikus gydgyszergyartasi tevékenység miatt sziikség
volt nagyobb teriiletii laboratériumokra és tizemcsarnokokra.
A megnovekedett teriiletigény kielégitésére 2001-t61 a
CycloLab Kft. az Illatos ut 7 alatti ipari teriileten vasarolt
ingatlanokat, épitette fel korszerli laboratériumait. Ez az
Illatos uti ingatlan 15 éve a cég telephelye, 5 éve regisztralt
gyogyszer gyartohely is.

1996-ban a Chinoin Rt. 30 %-os részesedését a kft. tagok
megvasaroltak, igy 1996.06.30.-t61 a Cyclolab Kft.
fiiggetlen maganvallalatként mikodott tovabb ill., miikddik
a mai napig. 2008-ban a tulajdoni viszonyok jelentOsen
egyszertisodtek, igy a Kft-nek ma négy maginszemély a
tulajdonosa. A CycloLab Kft. jelen tevékenysége feloleli
a ciklodextrin technoldgia teljes spektrumat: a kiilonb6z6
ciklodextrin szarmazékok laboratoriumi szintii eloallitasatol
a kutatas-fejlesztésen at az ipari méretekben torténd
gyartasig. Ezek eredménye a tobb szdz kutatasi jelentésen
kiviil kb. 130 talalményi bejelentés és 400 feletti publikécio
referalt tudomanyos folydiratokban. Vallalatunknal az

===#=-== Bevyetelel

3. Abra. A CycloLab Kft. bevételeinek, eredményeinek és vagyonanak alakulésa az elmult 10 évben.

utobbi 10 évben 18 szakdolgozat (diplomamunka) késziilt és
4 munkatarsunk szerezte meg a PhD fokozatot.

Az utdbbi 10 év eredményeit dsszefoglalod 3. abran lathato,
hogy a CycloLab Kft. lassu iitemben, de folyamatosan

gyarapodott, a 2004-2014 kozotti idészakban bevételeink
246 M Ft-rol 844 M Ft-ra, az adozas el6tti eredményliink 1,3
M Ft-r6l 355 M Ft-ra, a sajat tokénk pedig 394M Ft-rol 844
M Ft-ra nétt. A CycloLab Kft. 36 munkatarsunknak nyujt
biztos megélhetést és szinvonalas, szakmai kihivasokban
gazdag munkalehetdséget.
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A Magyar Kémiai Folyodirat e szdmanak tovabbi kozle-
ményeiben néhany fontosabb kutatasi teriileten elért
eredményeinkrdl adunk szamot.

CycloLab Ltd: From the Chinoin Biochemical Lab to the
Pharmaceutical Factory

This introductory article intends to give an overview on the
history and significant milestones of CycloLab, Cyclodextrin
Research and Development Laboratory. It covers nearly 25 years,
from the beginning at Chinoin’s Zoltan Fo6ldi Laboratory, until
the establishment of Illatos Uit Headquarters and Pharmaceutical
Factory. The research of cyclodextrins applications became the only
topic of the laboratory at that time. In this period the most important
applications have been explored and protected by approximately 50
patent applications. In collaboration with universities and research
institutes about 130 scientific papers have been published bringing
international recognition to the Hungarian cyclodextrin research.
When CycloLab Ltd. was established by Jozsef Szejtli in 1992
as a spin-off of Sanofi-Aventis-Chinoin group, he was already
an internationally recognized pioneer and leader of cyclodextrin
science and technology and his laboratory became the center of
cyclodextrin research and application. He had several international
collaborations. In 1982-1985 numerous Japanese, German (west),
French and American scientists visited the laboratory and Japanese
professors spent a few months or few years here as research fellows.

After a few years of intermediary status as a subsidiary of Chinoin
CycloLab started to work as a private research and development
company, which was unique in Hungary at that time. Utilizing
the internationally recognized goodwill, the costumers, mainly
pharmaceutical companies, ordered cyclodextrin-related research

from us. The task was to solubilize insoluble drugs, improve the
stability, dissolution, taste and odor, modify the pharmacokinetic
profile, etc. These partners provided the income for survival of the
company.

Moving from the laboratory of Zoltan F&ldi to the Hungarian
Academy of Sciences Central Research Institute of Chemistry, then
to the former Research Institute of Backing Industry we purchased
a building in Illatos street (an industrial area in Budapest) where the
modern laboratories and the manufacturing unit were constructed.

CycloLab is today the world’s only all-round cyclodextrin research-
development and GMP-manufacturing firm that provides services
in any kinds of cyclodextrin applications. The privately-owned,
financially independent SME organization has a core team of 36
employees, including some internationally acknowledged, highly
published scientists/engineers in this field. CycloLab’s team has
played central role in the development of a number of already
marketed pharmaceutical products, clinically used therapeutic
methods, and over ahundred of different food, personal care products
in Europe and USA. Some official, regulatory Pharmacopoeial
analytical methods currently used for the characterization of
pharmaceutical cyclodextrins were developed by CycloLab’s
analysts. Now the company has a manufacturing facility where a
cyclodextrin derivative as pharmaceutical excipient is produced
under GMP conditions with the approval of the US Food and Drug
Administration. The company has been continuously growing in
terms of its technical and manufacturing capabilities, as well as of
the company’s market value and owners’ equity.

The following papers written by CycloLab’s researchers give
a more detailed view on the pharmaceutical, diagnostic, food,
environmental and analytical applications of cyclodextrins
developed in our laboratory.

122. évfolyam, 2-4. szam, 2016.
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Szejtli Jozsef élete és fontosabb felismerései a ciklodextrinek
gyogyszeres alkalmazasa terén

SZENTE Lajos” és FENYVESI Eva
CycloLab Ciklodextrin Kutato-Fejleszto Laboratorium Kft, Illatos ut 7, 1097 Budapest, Magyarorszag

1. Bevezetés

Jelen sorok irasakor Szejtli Jozsef mar tizenkét éve
nincs kozottink, de napi teendSink végzése soran
gyakran alkalmazzuk valamelyik eljarasat, hasznaljuk fel
eredményeit, vagy keriil kézbe egy-egy kozleménye. A kutatd
vegyészmérnok, a feltalald, a vallalat- és folydirat-alapito,
a generaciokat oktatd tanar sokunk ismerdse. (1. abra)
Amit Szejtli 1970 és 2004 kozott a ciklodextrin kémia €s
technologia megalapozasa, hazai és nemzetkdzi elterjesztése
terén tett, elismerésre méltd teljesitmény. Neve ma mar
elvalaszthatatlanul 6sszeforrott az alkalmazott szénhidrat- és
szupramolekularis kémia, a ciklodextrin technologia ¢s ipar
eredményeivel.

1. Abra. Szejtli Jozsef (1933-2004).

1.1. A Korai iskolas évek

Nagykanizsan sziiletett, altalanos iskolai tanarai felfigyelnek
az ¢lénk, gyors észjarast, egyedi modon gondolkodd
kisdiakra, aki, - amint tehette - elhagyta a sziil6i hazat és
nagy elszantsaggal érkezett Budapestre, hogy tanulmanyait
a Petrik Lajos vegyipari technikumban elkezdje. 1952-ben
itt szerzett vegyésztechnikusi oklevelet.

1.2. A Budapesti Miiszaki Egyetem

Az egyetemi évek alatt példas eldmenetelével kivivja
évfolyamtarsai és tandrai elismerését, 1957-ben diplomazik.
A Mezdgazdasagi Kémiai Technologiai tanszéken tanarsegéd
¢és nemzetkdzileg is figyelmet érdemld eredményeket ér el.
Tobb, mint 40 cikket publikdl a keményitd, az amiloz és a
jod kozotti komplexképzodés mechanizmusardl. Kiépiti
poliszacharid-kémiai laborjat ¢és kijeloli fobb kutatasi
iranyait. Erdeklédése fokuszaban a keményité és az amiloz
vizes oldatbani szerkezete, valamint e poliszacharidok
zarvanykomplex-képz6 tulajdonsagai allnak.

“ Tel.: +36-1-347-6060; fax: +36-1-347-6068; e-mail: szente@cyclolab.hu

1.3. Kiilfoldi tanulmanyutjai

Sikerrel palyazott meg egy 0sztondijat a trondheimi Norvég
Kiralyi Algakutato Intézetbe, ahol 1963-64 koz6tt dolgozott.
Atengeri algakban talalhaté alginatokat hasznalta modellként
a poliszacharidok hidrolitikus bomlasanak vizsgéalatahoz. A
glikozidos kotés hidrolizis kinetikajaval kapcsolatban tett
alapvetd megallapitasai negyvendt év utan is hivatkozott
eredmények.

1965-1966 kozott az akkori NDK Tudomanyos Akadémia
Taplalkozastudomanyi  Intézetében, Potsdamban volt
Osztondijas. Az intézetben, abban az iddben, szamos
neves, az egykori berlini Kaiser Institut-bol indulé német
kémikussal dolgozhatott egyiitt. F6 kutatdsi témaja a
keményito retrogradacioja és a folyamat befolyasolhatosaga
volt. A potsdami évek alatt Szejtli munkatarsaival részletesen
tanulmanyozta és publikalta az amiléz—j6d csatorna-
komplexek szerkezetével kapcsolatos — maig helytallo —
elképzelését (2. abra).
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2. Abra. A Szejtli-féle amiloz-jod zarvanykomplex 1967-ben kozolt
szerkezete.’

A potsdami tartdozkodast kovetéen egy UNESCO szakért6i
allasajanlat nyoman Szejtli Kubaba keriilt, ahol 1967-
70 kozott dolgozott. A havannai egyetemen biokémiat és
poliszacharid kémiat oktatott. Az UNESCO szakért6i munka
¢és az oktatas mellett allami kutatasi feladatokat is végzett.
Elmondasa szerint ezekr6l az eredményekr6l maganak a
kubai vezetésnek kellett beszamolnia. Kuba elsé embere és
szlikebb tanacsadoi kore rendszeres szakmai konzultacidkat
tartott az UNESCO szakértok bevonasaval.

A kubai tanacsadoi és egyetemi oktatoi tevékenysége mellett
- mintegy kikapcsolodasként - irja meg Szejtli az elsd
konyvét glikozid kotések hidrolizisének kinetikajarol, mely
egyben akadémiai doktori értekezésének targya is lett.!
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1.4. A hazatérés és a Chinoinban to6ltott évek

A hazatérés utan nem sokkal egy szerencsés talalkozast
kovetéen Mezey Barna, a Chinoin akkori vezérigazgatoja,
felkérte, hogy a rozsadombi Foldi Zoltan-féle Chinoin
kutatolaboratoriumot ,,ébressze fel almabol”, szakmai
miikddését inditsa be. Szejtli az 1973-1976 kdozotti
iddszakban egy id6ben inditotta a ciklodextrin, a kondroitin-
szulfat és a kitozan témakat. Ekkor mar fiatal kutatoi csapatot
épitett ki maga koriil. Szejtli személyisége, sokoldalisaga,
a legendas nagy eldd, Foldi Zoltan személyes jelenléte a
laborban, a sors kiilonds ajandéka volt minden tanulni vagyd
kezd6 kutatd szamara.

2. Ciklodextrin kutatas a Chinoinban

A mar emlitett szamos témabol szinte magatol valasztodott
ki a ciklodextrin projekt. A hazai keményitdre alapulo,
a petrolkémiatol fiiggetlen téma Szejtlit mar korabban
foglalkoztatta, és a Chinoinos évek alatt latta elérkezettnek
az id6t, hogy a témat ipari fejlesztési projektté tegye.
Szerencsés koriilmény, hogy a Chinoin kutatasi igazgatoja,
M¢észaros Zoltan, fantaziat latott az Gjszerd, alig ismert és
emiatt kockazatos témaban. Néhany év elteltével a Szejtli-
vezette Chinoinos csapat a vilag ciklodextrin kutatadsanak
egyik ismert és elismert kozpontja lett. A zarvany-komplexek
gyakorlati alkalmazasara kiterjedt vizsgalatokat inditott és
rovid id6 alatt tobb mint ezer kiilonféle szerkezetii gazda—
vendég tipusti komplexet allitott eld és vizsgalt. Kimutatta,
hogy az liregméret és az lregbejarat kémiai kornyezete
alapveto hatassal van a képz6dott komplexek stabilitasara
¢és sztochiometrigjara. Egy eredeti, kézzel rajzolt Szejtli
illusztraci6 mutatja a lehetséges zarvany-komplex
szerkezeteket, ahogy azt 1978-ban feltételeztiik. (3. dbra)

A komplexek 1étezésének igazolasara szilard allapotban
¢és vizes oldatban Uj moddszereket javasolt és vezetett be.
Ismert analitikai modszereket adaptalt a zarvany-komplexek
vizsgélatara, és a nechezen kimutathatd nem-kovalens
ko6lesonhatasok igazolasara.*¢
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3. Abra. A CD iiregmérettol és a vendégmolekula szerkezetétdl fiiggéen
kiilonféle zarvany-komplexek képzddhetnek.(eredeti Szejtli rajz 1978-
bol).?

A szakmai hitvallds: ,Ha barmely teriileten kiemelkedot
szeretnél alkotni, irj réla egy konyvet” szokta mondani.
A ciklodextrin témardl, e kiilonleges makrociklusok
szerkezetérél  és  gyakorlati  hasznosithatosagukrol
sz0l6 els6 Osszefoglald miive 1981-ben jelent meg az
Akadémiai Kiadonal. Ezt az alapmiivet kovette 1988-
ban a ciklodextrin technologia egészét bemutatd konyve,
Hollandiaban. A két alapmiire napjainkig 6sszesen kb. 5000
fliggetlen hivatkozasrol tudunk, és a kézikdnyvek hosszl
évekig szinte minden ciklodextrines kutatomiihelyben
a polcon alltak. Ezekben a monografidiban Szejtli
Osszefoglalta a ciklodextrinek gyartasarol, szerkezetérdl €s
hasznosithatosagukrol szol6 ismereteit és elképzeléseit.

Eszerint a ciklodextrinek:

o Ipari méretekben, kell6 tisztasagban gazdasagosan
eldallithatok;

» Nem  toxikusak, biologiailag
kornyezetszennyez6 anyagok;

* Funkciondlis segédanyagként hasznalhatd, zarvany-
komplex-képz6, molekularis kapszuldzasra alkalmas
makrociklusok;

» Segitségiikkel kevéssé stabilis, lipofil hatéanyagok
stabilitasa ¢és vizoldékonysaga javithatdo, mikozben a
ciklodextrinek €s hatéanyagok k6zott nem alakul ki kovalens
kotés

* A gazda-vendég tipusu komplexképzddés; megfordithato,
egyensulyi folyamat, a bezart hatéanyagok felszabadulasa
szabalyozhaté modon valosithatdo meg.

lebomlo, nem

A Ciklodextrines  Folydirat  (Cyclodextrin ~ News)
megalapitasa: A masodik nagy ciklodextrin technoldgiai
monografidgjanak megirdsakor mar elmélyiilt szakmai és
emberi kapcsolatban allt egy angol kémikussal, James
Pagingtonnal. Az akkor mar 10 éve miivelt munkak soran
Szejtli 0sszegylijtotte és osztalyozta a ciklodextrin targyu
Osszes fellehetd irodalmat. Elhatarozta, hogy egy havi
rendszerességgel megjelend folyoiratban kozzéteszi az
aktualis trendeket, listazza a kiemelked6 kozleményeket és
kommentalja a ciklodextrin téma fontosabb eredményeit.
A folyoirat alapitdsara hivatalosan ekkor még nem volt
lehetdség, igy a fent emlitett brit kolléga neve alatt,
Anglidban jelent meg a magyar ,,Cyclodextrin News” els6
szama Szejtli és Pagington kiado-szerkesztok neve alatt,
1986-ban. A folyoirat, azota havi rendszerességgel - immar
30 éve !- jelenik meg, szamos nagy kiilfoldi gyogyszergyar,
akadémiai intézet, kiilfoldi egyetemek ¢és neves konyvtarak
jaratjadk. Ma mar elektronikus formaban, ingyenesen
hozzaférhet6 a CycloLab honlapjan.’

A Nemzetkozi Ciklodextrin Szimpoziumok kezdeményezdje:
Szejtli a ciklodextrin téma kérdéseivel kapcsolatos
nemzetkozi tudomanyos forum megteremtésében is uttdrd
szerepet vallalt. Hosszl évekig évente egyszer rendezett
hazai munkaértekezleteket. Ezen a forumon mintegy 30-40
kivaloé hazai kutatd vett részt €s szamolt be a ciklodextrin
kutatds soran elért legujabb eredményeirdl, azaz, mar
akkoriban létrejott és miikodott —nem deklaraltan —a Magyar
Ciklodextrin Tarsasag. Ezekbdl az dsszejovetelekbdl nott ki
aztan az els6 nemzetk6zi ciklodextrin konferencia 1981-ben,
Budapesten. A vilag akkor legnevesebb ciklodextrin kutatoi
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gylltek Ossze Japanbol, USA-bol és Eurdpabdl. Azota 2
évente, a vilag ciklodextrin kutatoi és az ipar képviseldi
(kb. 150-200 f6) tanacskoznak ¢€s vitatkoznak a ciklodextrin
téma elméleti és gyakorlati vonatkozasairdl. Ebben az évben
a 18. nemzetkozi ciklodextrin konferenciat Gainesville-ben
(USA) rendezik.

Elismerések: Szejtli szamos magas tudomanyos elismerésben
részesiilt:  1986-ban Akadémiai-dijat, 1991-ben Moet-
Henessy-dijat kapott. 1995-ben a Japan Kémiai Térsasag
tiszteleti tagja lett, végiil, 2003-ban, Széchenyi-dijat kapott.

Legfontosabb eredményei:

¢ Megteremtddott a ciklodextrin  ipar (mig 1975-
ben globalisan évi 1-2 kg, addig 2015-ben mar 14-15
ezer tonndnyi mennyiségben gyartottak és hasznaltak
ciklodextrineket (USA, Japan, EU).

» Kutato-fejleszté céget alapitott: a CycloLab® ma
vilagszerte elismert kutatohely és iskola. Ez idaig harom
japan kolléga mellett amerikai, belga, francia, olasz kutatok
is dolgoztak és toltottek Osztondijas idejiiket a CycloLab-
ban.

» Szejtli iskolateremtd volt, kinevelt egy 10j szakmai
generaciot, kovetdit, akik ma mar a harmadik ciklodextrines
generacio kinevelésén dolgoznak

« rt kb. 500 cikket, 120 taldlmanyt, négy konyvet és tobb
konyvfejezetet

» Kozvetlen szellemi atyja hat, tobb millio-dollar forgalmu
sikeres terméknek

3. A ciklodextrines gyogyszerformulazas kifejlesztése

Szejtlinek koszonhetéen kialakult egy protokoll, melyet
kovetve a ciklodextrines gyogyszerformulazas kifejlesztése
rutin feladatta valt. Az indometacin (4. abra) példajan
mutatjuk be a legfontosabb lépéseket.
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4. Abra. Az indometacin szerkezete.

Az els6 1épés annak vizsgalata, hogy van-e kolcsonhatas
a kivalasztott gyogyszer és ciklodextrin molekula kozott.
Ennek legegyszeribb modja a  fazis-oldékonysag-
vizsgalat. Ilyenkor azt mérjik, hogy az egyébként vizben
rosszul oldédo hatdanyag oldékonysaga novekszik-e
a gazdamolekula jelenlétében. Indometacin esetében
jelentds oldodas-emelkedést latunk, ami arra utal, hogy van
kolcsonhatas, és ez feltehetden komplexképzés (5. abra).
A komplex képzdédését cirkuldris dikroizmus vizsgalattal
is bizonyitottak.® A fellép6 Cotton-effektusok arra utalnak,
hogy az indometacin molekula kiralis kornyezetbe kertilt.

A komplexképzddés igazolasara sokszor megfeleld volt a
pordiffrakcios vizsgalat is. A komplexnek a hatdoanyagétol
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5. Abra. Az indometacin oldékonysaga vizes oldatban a B-ciklodextrin
koncentracié figgvényében (37 °C-on pH 7.0 pufferben).®

és a ciklodextrinétdl eltéré kristalyossaga szolgaltatott
alapot chhez. Kés6bb elterjedtek a termoanalitikai
vizsgalatok. A differencialis pasztazo kalorimetria felvételen
komplexképzés hatasara eltiint a hatdanyagot jellemzd
olvadashé, parolgashd jele. Manapsag elsésorban NMR
vizsgalatokkal igazoljuk a komplexképzést. A 2D mod-
szerekkel a komplex szerkezetére is koOvetkeztethetiink.
Valaszt kaphatunk arra a kérdésre, hogy a vendégmolekula
mely része helyezkedik el a ciklodextrin gytirii belsejében.
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6. Abra Indometacin oldodésa Gnmagaban (@) és B-ciklodextrin
komplexbél (O) pH 7 (A) és pH 8 (B) pufferben.®

Az 5. abran lathaté oldékonysagi izoterma a Higuchi-
Connors-féle osztalyozas szerint A tipustt (a linedristol
negativ iranyban eltér), ami jellemzdéen akkor 4ll el6, ha egy
vendégmolekula feloldasahoz egynél tobb gazdamolekula
sziikséges. A gorbe kezdeti linedris szakaszabol szamithato
komplex asszociacios allando (142 M) megmutatja, hogy
mekkora affinitassal 1ép kolcsonhatasba az elsd ciklodextrin
molekula az indometacin molekulaval. Ez a nagysagrendii
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asszociacios allando nem utal tal er6s kolcsonhatasra, ami
kedvezo abbol a szempontbodl, hogy vizes kdzegben konnyen
fel is szabadul a komplexbdl a hatéanyag.

Ezutan elkészithetjiik a komplexet. Erre tobbféle lehetoség
van. A legegyszertibb a kozods oldatbol kikristalyositott
komplex. Az indometacin komplexet is igy allitottak eld:
BCD 70 °C-os vizes oldatahoz adtak az indometacin acetonos
oldatat intenziv keverés kdzben, majd lasst lehiilés kozben
kivalt a komplex, melynek hatéanyag-tartalma 12,5%. Ebbdl
az Osszetételbdl szamitott indometacin:f— ciklodextrin
molarany kozel 1:2. Késébbi szerkezetvizsgalatok igazoltak
is, hogy mindkét aromas gytirti kotdhelyként szolgal.

A 6. abra kioldodasi gorbéi mutatjak hogyan valtozott a
kioldodas a komplexképzés kovetkeztében. Mig pH 7-es
foszfat pufferben 2-szeres, pH 8-as pufferben 10-szeres
a kioldédott hatdéanyag koncentraci6 a nem komplexalt
hatéanyaghoz képest.

A fiziologias pH-hoz kozeli értékeken mért jelentds
kioldodas-novekedés magyarazza az allatkisérletek eredmé-
nyeit. 150-170 g-os CFY him és néstény-patkanyoknak (1:1
aranyban) 24 oras ¢heztetés utdn gyomorszondan keresztiil
adtak 5 mg indometacint vagy 5 mg indometacinnak
megfeleld 40 mg komplexet. A kisérleti allatok vérében
levé indometacin-tartalmat megfeleld mintaclékészités utan
gazkromatografiaval hataroztak meg.
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7. Abra. A vérben gizkromatografiaval meghatérozott indomethacin
szintek az oralis beadas utan eltelt id6 fiiggvényében.®

A 7. ébra jol szemlélteti, hogy azonos mennyiségii
hatéoanyagot komplex formajaban beadva valamennyi
vizsgalt idépontban magasabb vérszintek érhetdk el, mint
a szabad hatéanyag beadasa utan. Gyorsabb és nagyobb
mértéki a felszivodds. A magasabb vérszint érték tovabb
fennmarad.

4. Milyen nyomot hagyott Szejtli J6zsef maga utan?

Neve és munkassaga Osszeforrt a ciklodextrin kutatas-
fejlesztéssel, az ebbdl szarmazo, ma mar piacon levo sikeres
termékekkel, hasznalatba vett eljarasokkal. Tudésként is
alapvetd felismeréseket tett a szupramolekularis kémia terén,
innovatorként pedig az altala alapitott vallalat markanév
a nemzetkozi piacon, elsésorban Nyugat-Eurdpaban,
Japanban és USA-ban. A ciklodextrin technologiat Szejtli
Jozsef munkassaga tette kémiai ,,hungarikumma”.

Szejtli Jozsef neve és tudomanyos Oroksége megdrzése
céljabol 2013-ban, sziiletése 80.-dik évfordulojan, a
CycloLab vezetése, egykori tanitvanyai, megalapitottak
a Szejtli Jozsef dijat. A dij bronz plakettbol (8. abra),
jelentds euro pénzjutalombol és oklevélbdl all. Atadasara
a nemzetkdzi ciklodextrin konferencidkon keriil sor.
A dijazottak, zstiri altal kivalasztott fiatal kutatok, akik
nemzetkozileg kiemelkedé tudomanyos eredményeikért
részeslilnek az elismerésben.

8. Abra. A Szejtli-medal.
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Jozsef Szejtli and his important findings in the
pharmaceutical application of cyclodextrins

Jozsef Szejtli, pioneer of cyclodextrin science and technology,
founder of CycloLab Cyclodextrin Research and Development
Laboratory, Ltd. graduated from Technical University as
chemical engineer, in 1957. He defended his PhD theses in 1961,
subsequently he received an appointment as postdoctoral fellow
in Norway in 1963 studying seaweed polysaccharides. Between
1965-66 he worked in Potsdam, at the Institute of Nutrition of
German Academy of Science, where he studied structure of
amylose and its inclusion complexes, moving him a step closer to
cyclodextrins, an area that would forever be in debt to his scientific
and industrial perseverance. He worked as UNESCO expert for 3
years in Cuba studying the polysaccharides available there (e.g.
chondroitin sulfate extracted from sharks). Returning to Hungary,
at Chinoin he began his life work crusade on cyclodextrin science
and technology, in 1973.

He succeeded at the greatest challenge a scientist can accept:
he created commercial products from his ideas. Through his
perseverance, business acumen and tireless efforts, Dr. Szejtli has
created a financially independent self-sustaining place of science
and business, where his team can prosper and maintain a balance
between academic research and industrial applications. So, Szejtli
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has acted as an inventor and innovator at the same time. He has
authored about 500 papers, 6 books over 80 patents. As research
scientist, pioneer, motivator, entrepreneur and mentor, Szejtli has
left behind significant footprints such as:

- he created cyclodextrin industry with 14-15 thousand tons of
global CD uses (in 2014)

- founded CycloLab Ltd, a world-wide recognized leader of
cyclodextrin technology

- created six marketed products each with multimillion USD annual
sales value

- mentored new generation of cyclodextrin scientists, all world-
wide acknowledged experts in the field of cyclodextrin-based
supramolecular chemistry

-established the Cyclodextrin News, the monthly periodical on the
cyclodextrin-related literature (Volume 30 was started in 2016)

-started the tradition of the International Cyclodextrin Symposia
held biannually (18" meeting will be held in 2016)

He worked out a protocol for the development of drug formulations
with cyclodextrins which became a routine. The first step is to
prove if there is an interaction between the drug and the selected
cyclodextrin. The phase-solubility studies (recording the drug
concentration as the function of the cyclodextrin concentration)
have the advantage of simplicity. The solubility enhancement is the
proof of interaction. For proving the inclusion complex formation
(that the drug molecule is located within the cavity) further studies
are needed. Earlier X-ray diffraction and circular dichroism
was used for this purpose. Later thermoanalytical methods
(thermogravimetry and differential scanning calorimetry) gave the
evidence. Nowadays NMR is used for this purpose.

The solubility isotherm of indomethacin in BCD solutions (Fig. 5)
shows that the stoichiometry of the complex differs from 1:1. The
complex association constant (142 M) calculated from the initial
linear part is large enough to change the properties (solubility) of
the drug but small enough to allow its release into the aqueous
environment.

The complex was prepared from a common solution obtained by
mixing indomethacin dissolved in acetone and [B-cyclodextrin
dissolved in water at 70 °C. Upon cooling the crystalline complex
was obtained. Its indomethacin content was 12.5% corresponding
to 1:2 indomethacin:cyclodextrin molar ratio.

The release profile shown in Fig. 6 indicate the large enhancement
of drug dissolution by complexation especially at pH 8. This result
explains the enhanced absorption of indomethacin in rats after per
os administration of 5 mg indomethacin or 40 mg B-cyclodextrin
complex corresponding to 5 mg drug. The indomethacin level in the
blood of the experimental animals measured by gas chromatography
(Fig. 7) was enhanced at each time point. Higher and faster
absorption occurred and the blood level was maintained for longer
time when the complex was administered compared to the free
drug. The improved pharmacokinetic parameters unambiguously
show the advantages of the cyclodextrin formulations.

At the 80" anniversary of his birth the management of CycloLab
established the Szejtli prize to be awarded biannually to a
young cyclodextrin researcher who demonstrated outstanding
achievement in the cyclodextrin chemistry. With the ceremony at
the International Cyclodextrin Symposia we hope to keep him in
memory for long.
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A ciklodextrinek élelmiszeripari alkalmazasai napjainkban

BALINT Mihély* és FENYVESI Eva
CycloLab Ciklodextrin Kutato-Fejleszté Laboratorium Kft, lllatos ut 7, 1097 Budapest, Magyarorszag

1. Bevezetés

A ciklodextrinek (CD-ek) élelmiszeripari alkalmazasa mar
a ciklodextrin-kutatas hdskoraban felvetddott.! Az illékony
aromaanyagok komplexképzését konnyli volt igazolni,
hiszen komplexbe zarva 1ényegesen lassubba valt a parolgas
miatti anyagveszteség. Ezek az anyagok raadasul altalaban
érzékenyek fény- és hohatasra, de a komplexképzés védelmet
nyujt ezen karos hatasokkal szemben is. A ciklodextrines
formulazas hatasai tehat hasonloképpen érvényesiilnek az
¢lelmiszeriparban alkalmazott lipofil, illékony, bomlékony
anyagokra (aromdk, vitaminok, szinezékek, zsirok, stb.),
mint a gyogyszerek hatdanyagaira, ahogy ezeket Puskas
Istvan kollégank e kiilon szamban kdzolt cikkében bemutatja.
Tovabbi élelmiszer-specifikus elényt jelent a kellemetlen
izek és szagok elfedése. A CD-komplexalt aromdk a
szokasos fiiszerekhez képest mentesek mikrobiologiai
szennyezésektdl, nem tartalmaznak esetleg irritdlé hatasu
rostkomponenseket. Technoldgiai elényt jelent, hogy
a folyadékokbdl konnyebben kezelhetd, szilard porok
keletkeznek komplexképzéssel, és hogy az aromatartalom
pontosan adagolhatd (nem fiigg a fliszernévény fajtajatol,
termesztési helyétdl, évjaratatol). Emulziok stabilizalasara,
habzasgatlasra is lehet hasznalni a CD-eket, ezen kiviil
csokkentik az enzimes oxidacios folyamatok kovetkeztében
tapasztalt barnulast pl. gyiimolcslevek esetében.

Ezeket az eldnyoket Szejtli professzor, a ciklodextrin-
kutatas hazai uttoréje, mar 1981-ben megjelent konyvében
osszefoglalta.’

A CD-ek szamos elényos tulajdonsaga érvényesithetd
akkor is, ha nem kdzvetlen az élelmiszerekben hasznaljuk
Oket, hanem azok csomagolasaban: tartositoszer/CD
zarvanykomplexszel = impregnalt  folia  segitségével
elkertilhetjiik, hogy a tartdsitoszert az ¢lelmiszerhez keverjék.
CD-tartalmu aromatartd csomagoléanyagok pedig segitik
megdrizni a becsomagolt élelmiszer iz- és illatanyagait.’?

Az ¢lelmiszeripari alkalmazas lehetdségeit szamos
kutatohelyen részletesen vizsgaltak. A CycloLab irodalmi
adatbazisaban* kb. 1500 cikket és 800 szabadalmat
talalunk a ,,food” keresGszora. A leggyakoribb az iz- és
illatanyagok komplexalasa (780) és a zsirsavak stabilizalasa
(650). Vitaminok komplexeire keresve 620, mellékiz
csokkentésére 600, kellemetlen szag elfedésére kb. 100
taldlatot kapunk. Nagyszaml 0Osszefoglalé kozlemény
tekinti 4t az élelmiszeripari alkalmazésok kiilonféle
vonatkozasait.>6.789:10

Aharomalap CD (0-, B- és yYCD) megtalalhato a természetben.
Egyes talajlakod baktériumok energiatarolasra allitjak elo,
ezért rendelkeznek a keményit6t bontd és a keletkezd
fragmentumokat ciklizal6 enzimrendszerrel. Nemrégen
kidertilt, hogy egyes fermentalt élelmiszerekben, pl. sérben,

“ Tel.: +36-1-347-6060; fax: +36-1-347-6068; e-mail: balint@cyclolab.hu

kukoricaszirupban és kenyérben, nyomnyi mennyiségben
mindhdrom természetes CD gliikozil és maltozil szarmazékai
kimutathatok.!! Ez tehat arra utal, hogy a CD-ek nem idegen
anyagok az emberi emésztérendszer szamara, hiszen ezek az
alap ¢lelmiszerek régodta szerepelnek az emberiség étlapjan.

A harom alap CD sorsa az emberi emésztérendszerben
alapvetden kiilonbozik. Az aCD ¢és a BCD emberi
emésztoenzimek altal nem emészthetd, csak a bélflora
mikroorganizmusai képesek lebontani.”> A yCD mar az
emberi nyal amilaz altal emészthetd, és a szajiiregben
nagyrészt a keményitd lebomlasi termékeihez hasonld, nyilt
lanct maltooligomerekké alakul.™

2. Torténeti attekintés
2.1. CD-tartalmu élelmiszerek

A CD-ek ipari méretli gyartdsa a hetvenes években
kezd6dott €s a nyolcvanas években mar megjelentek az
els6 CD-tartalmu élelmiszerek Europaban. Ezek CD-
nel stabilizalt aromakat tartalmazd pudingporok voltak
(Manet cég termékei, Franciaorszag). Nagyjabol ezekkel
egy idében keriilt forgalomba Magyarorszagon egy
fliszer-s6 termékcsalad, melynek tagjait kiilonbozo, a
laboratériumunkban kifejlesztett aroma/CD komplexekkel
készitettek (Chrompack cég termékei). Késébb egyes
aruhazlancok arultdk a CycloLab Kft. aromasitott
cukor termékeit, melyekben a CD-nel stabilizalt aroma
(citromhéj-, rum- és vaniliaaroma) hosszu ideig eltarthato,
de siités kozben nedvesség és ho hatasara felszabadul.
Példaként a citrus aroma felszabadulasat mutatja az 1. Abra.
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1. Abra. Citrus aroma felszabadulasa 50 °C-on CD komplexbdl 25% (O)
és 95% (A) RH mellett valamint laktozos keverékb6l (@) 25% RH mellett
g6ztéranalizissel mérve.'
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A komplexet 50 °C-on 25% relativ paratartalom (RH) mellett
tarolva 1 ora alatt minddssze kb. az aroma-tartalom 10%-
a szabadul fel, mig ugyanilyen koriilmények kozott egy
laktozos keverékbdl kozel 100% minddssze 30 perc alatt. A
RH névelésével a komplex disszocial és tobb aroma valik
szabadda.!

Hasonld elvet kovetve késziiltek aromasitott teak: a
szobahémérsékletli tarolas soran stabilizalt aromdk nem
illannak el az aromasitott teafiir6l, nem oxidalédnak, nem
bomlanak, de a forro italban felszabadulnak a komplexb6l.'

Az ¢élelmiszeraromak eltarthatosagat szemléltetik az
1. Tablazat adatai. A komplexek tobbsége 10 év utan is
meglrizte aromatartalmanak tobb mint 80%-at.'"* Csak a
citromolaj esetében mértiink ennél alacsonyabb olajtartalmat
a tarolas utan, mivel ennek f6 komponense, a citral kevésbé
stabil komplexeket képez.”> Ugyanezek az illdolajok
onmagukban tobbnyire par napos tarolds utan észrevehetden
elillannak, oxidalodnak.

1. Tablazat. 11160laj/BCD komplexek maradék illdolajtartalma tobb éves
tarolas utan'

Olajtartalom (%) 10 év utan a
) kezdetihez
Kezdeti 10 év utan képest (%)

Anizsolaj/CD 9,9 8,0 81
Bergamott/CD 10,2 9,8 96
Citromolaj/CD 10,2 7,0 69
Majorannaolaj/CD 10,6 10,0 94
Fokhagymaolaj/CD 10,0 8,7 87

Az aromak CD-nel alkotott komplexei allanddé mindséget
biztositanak, ami egy roppant érdekes alkalmazasra
ad lehetéséget: hivatdsos kostolok izérzékelésének
kalibracigjara  CD-nel  stabilizalt sor illetve viz
aromasztenderdeket hasznalnak.'®

A zsirsavak komplexeinek képzddésekor tobb CD gytrii
is felflizédik a hosszil zsirsavlancra polirotaxan-tipust
szerkezetet eredményezve (2. Abra). Mig a telitett
zsirsavakkal a kisebb iiregméreti oCD, a telitetlen
zsirsavakkal a szélesebb BCD képez nagyobb stabilitast
komplexet. A yCD iirege til nagy atmérdji ezekhez a hossza
zsirsavlancokhoz, ezért a komplexek asszociacios allanddja
kisebb. Esetenként 2 alkillanc is elfér egy ilyen nagy
gyliriben."” A komplexek sztdchiometriajat a zsirsavlanc
hossza hatérozza meg. Altalaban 6 CH, egységre jut egy
CD."®

2. Abra. Palmitinsav (C16:0) CD komplexének sematikus rajza.

A komplexalas nemcsak a vizoldékonysagot fokozza,
hanem meg is védi az oxidaciotol a telitetlen zsirsav (PUFA)

komponenseket (2. Tablazat). Az oxidacio termékei részben
mérgezoek (peroxi-vegyiiletek), részben kellemetlen avas
izt és szagot okoznak, de mindezek keletkezése elkeriilhetd
CD-es komplexképzéssel. Példaul, a 18 C-atomos, 2 kettds
kotést tartalmazo linolsav (C18:2) és a harom kettds kdtéssel
bird linolénsav (C18:3) vizben oldhatatlan komplexeket
képeznek PBCD-nel, melyekben a zsirsav komponensek
hosszabb ideig tarolhatok.'”” Laboratoriumunk korabbi
eredményei a BCD metilezett szarmazékaval késziilt vizben
0ld6do komplexekre vonatkoznak, melyek zsirsav-tartalmat
gazkromatografiaval hataroztak meg (2. Tablazat).

2. Tablazat. Telitetlen zsirsavak tarolasi stabilitasa metilezett BCD-nel
stabilizalva 60 °C-on nyitott edényben normal paratartalom mellett®

Zsirsav Zsirsav-tartalom (%) 6 honap utan
. ’ ) a kezdetihez
Kezdeti 6 honap utan képest (%)
Olajsav (C18:1) 4,0 3,7 92,5
Linolsav
(C18:2) 3,6 3.4 94,4
Linolénsav
(C18:3) 4,1 33 82,5

A halolajakban el6forduld eikozapentaénsav (EPA, C20:5
w3) és dokozahexaénsav (DHA, C22:6 w3) w3 zsirsavak,
melyekben a kettds kdtések a zsirsavlanc o végétdl szamitott
harmadik C atomnal kezdddnek, kiilondsen érzékenyek az
oxidativ valtozasokra. yCD-nel formulazott, hosszl ideig
tarolhaté halolaj-készitményt vasarolhatunk élelmiszer-
kiegészitoként.?

A CD termelés nodvekedésével az ¢élelmiszeripari
felhasznalas is novekedett. 2008-ban a nyugati vilagban
(Eurdpa és Eszak-Amerika) az évi 8600 tonna CD-b&1 1200
tonnat (14%-ot) az ¢lelmiszeripar hasznalt fel. A tavol-keleti
gyartasi és felhasznalasi adatok nem 4llnak rendelkezésre,
de sejthetd, hogy a nyugati vilagét meghaladd mértéki.
Japanban kiilonosen sok élelmiszer tartalmaz CD-t iz- és
allomanyjavito adalékként tovabba a kellemetlen szagok
elfedésére. Ebben az orszagban 1988-ban a CD felhasznalas
kozel 80%-at az élelmiszerek tették ki.”!

2.2. CD mint technolégiai segédanyag alkalmazasa az
élelmiszerek eléallitasaban

A harom természetes CD féleség koziil a BCD kiilondsen
nagy affinitdssal képez komplexet koleszterinnel. Ez a
komplex, amely 1 molekula koleszterin és 2 molekula BCD
nem kovalens kapcsolodasaval jon létre (3. Abra), vizben
oldhatatlan. Ezt a jelenséget hasznaljak fel csokkentett
koleszterin-tartalm  élelmiszerek eldallitasara.?? Példaul,
a CD-nel kezelt tejbdl, koleszterin-szegény vaj €s sajtok
allithatok el6. A legkiilonfélébb sajtokra (Cheddar,
Mozarella, camembert, feta, kéksajt, stb.) kiprobaltak az
eljarast és akar 90%-kal csokkent koleszterin-tartalmat
értek el. Az igy késziilt sajtok élvezeti értéke nem romlik,
mivel a koleszterint jelentdsen nagyobb affinitassal koti a
CD, mint az iz- ¢s illatanyagokat, igy megfelel6en beallitott
technoldgia esetén az utobbiakat nem vonja ki.?* A tejbol
kisztrt koleszterin-CD komplexbdl a koleszterin kinyerhet6
¢és pl. szteroid szintézis alapanyagaként hasznosithato, a
Lkilirilt” CD pedig visszaforgathato.
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Hasonl6 eljarast dolgoztak ki koleszterinmentes tojas
eldallitasara. Ez esetben azonban nemcsak a koleszterint,
hanem a karotinoid komponenseket is megkoti a CD, ami
a koleszterinmentes tojas kevésbé intenziv sarga szinén
szabad szemmel is érzékelhet6.

>

3. Abra. A koleszterin/pCD 1:2 komplex szerkezeti modellje. A CD-t a
molekula alakjat utanzo dézsaval jelenitjiik meg.

CD-nel vonjak ki a szabad zsirsavakat a siitbolajbol®, a
jellegzetes , kecske”-izt okozd zsirsavakat a kecsketejbdl?,
valamint a mellékizt okozd komponenseket a szojatejb6l.%
Japan kutatok kimutattak, hogy szojatejet CD-nel kezelve az
allergén komponensek (pl. a Gm30K fehérje) koncentracioja
is csokken.”

A telitetlen zsirsavak is kivonhatok olajokbol vizben oldodo
CD-szarmazékok segitségével. A metilezett CD szarmazékok
vizes oldatai alkalmasak erre.*

Almaléhez 1% BCD-t adva, nemcsak az enzimes barnulas
mértéke csokken, hanem az aflatoxinok (pl. patulin)
koncentracidja is.’! Kavébol, kakaobol, borbol, sorbdl a
gombatoxinok koziil az ochratoxint sikeriilt kivonni CD-es
komplexalassal (4. Abra).>?

@ioioo OH O
N 0
H

Cl

4. Abra. Egy tipikus gombatoxin, az Ochratoxin A képlete.

Citruslevek kesertiségét okoz6d komponensek kivonasara
CD-polimert alkalmaznak. A polimerrel t5ltott oszlop
szelektiven koti meg a naringint és limonint (5. Abra).®

5. Abra. Limonin, a citruslevek kesertiségét okozo egyik komponens.

Az oszlop hig vizes lugos oldattal (2% NaOH vagy Na,CO,)
regeneralhatd és legalabb 20-szor ujrahasznalhatdo a
megkotési kapacitas jelentdsebb csokkenése nélkiil 3+

Kitozanhoz kotott CD is alkalmas oszloptoltet tobbféle
noévényi kivonat (articsoka, aloe) izének javitasara.

3. Ciklodextrinek alkalmazhatésaga élelmiszerekben a
hatosag illetve a gyarté szemszogébdol

3.1. Az Europai Unié teriiletén érvényes szabalyozas

Az els6 élelmiszerben torténd felhasznalasra engedélyezett
ciklodextrin a PCD volt: a Kézos FAO/WHO Elelmiszer-
adalékanyag  Szakértéi  Bizottsag (JECFA)  1993-
as’’ és 1995-6s* pozitiv allasfoglalasa utan az EU
Elelmiszer-tudoményi  Bizottsaga ~ 1996-ban®  0-5
milligramm/teststlykilogramm elfogadhaté napi beviteli
mennyiséget hatarozott meg. A PCD élelmiszeraromak,
-szinezékek és egyes vitaminok hordozojaként illetve
stabilizaloszereként E459 azonositoval keriilt be az
engedélyezett ¢lelmiszer adalékanyagok kozé. Jelenleg az
1333/2008/EK eurdpai parlamenti és tanacsi rendelet az
Osszes helyesbitéssel és modositassal*® a BCD-t szinezékekt6l
és édesitészerektdl kiilonb6z6 mas adalékanyagként
engedélyezi felhasznalasra az alabbiak szerint:

o quantum satis (amennyi elég) mennyiségben tabletta
és bevonatos tabletta formaju élelmiszerek esetén,
minden élelmiszerkategorianal, kivéve az azonos
rendeletben meghatarozott élelmiszereket, amelyekben
adalékanyag jelenléte nem engedheté meg,

e quantum satis mennyiségben egyéb édességek esetén,
beleértve a leheletfrissitd cukorkakat is, kizardlag
tabletta és bevonatos tabletta formaban,

o quantum satis mennyiségben szilard étrend-kiegészitok
esetén, beleértve a kapszulakat, tablettakat ¢és
hasonlokat, kivéve a raghat6 formakat, kizardlag
tabletta és bevonatos tabletta formaban,

o 500 mg/l maximalis mennyiségben a kész élelmiszerben
izesitett instant italporok esetén,

o hordozoként élelmiszer-adalékokban, 1000 mg/kg
maximalis mennyiségben a kész élelmiszerben,

o ¢lelmiszer-adalékként  élelmiszer-aromakban, 500
mg/l maximalis mennyiségben a kész ¢élelmiszerben
izesitett teak ¢és izesitett instant italporoknal, 1000
mg/kg maximalis mennyiségben a fogyasztasra kész
¢lelmiszerben vagy a gyartd utmutatdsai szerint
elkészitett élelmiszerben izesitett snackeknél,

o ¢lelmiszer-adalékként  tapanyagokban, kivéve az
azonos rendeletben meghatarozott csecseméknek
¢és kisgyerekeknek késziilt élelmiszerekben hasznalt
tapanyagokat, 100000 mg/kg mennyiségben a
készitményben, 1000 mg/kg mennyiségben a kész
¢lelmiszerben.

Az EU tertiletén 1997-t61 hatalyba lépett 258/97/EK eurdpai
parlamenti és tanacsi rendelet”! alapjan az az élelmiszer
vagy ¢lelmiszerben felhaszndlni kivant anyag, amely
bizonyithatd6 moédon 1997. majusa el6étt nem volt jelentds
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mennyiségben élelmiszerként fogyasztva egyik tagallamban
sem, de biztonsagos fogyasztasara vonatkozoan adatok
allnak rendelkezésre, 0j élelmiszerként illetve 0j élelmiszer-
Osszetevoként engedélyezhetd. Mivel aCD és yCD esetén
¢élelmiszerben torténd felhasznalasra az engedélyezési
eljaras 1997 utan kezdddott, igy mindkettd ) élelmiszer-
Osszetevoként kertilt elfogadasra.

Az aCD a 2008/413/EK bizottsagi hatarozat alapjan 2008
ota, a yCD a 2012/288/EU bizottsagi végrehajtasi hatarozat
alapjan 2012 6ta 0j élelmiszer-6sszetevoként forgalmazhatod
az EU teriiletén.

gy egy roppant érdekes helyzet all fenn: mig kémiai
szempontbol és gyakorlati felhasznalhatosaguk
alapjan nagyon hasonld molekulakrél beszélhetiink,
szabalyozas szempontjabél a BCD élelmiszerekhez
szandékosan hozzadadott, kizarélag technologiai célokat
szolgaldé komponens, amely szigoran szabalyozott
¢élelmiszerfajtakhoz korlatozott mennyiségben adhatd, addig
az aCD és a yCD jelenleg technologiai célokat nem tdlthet
be élelmiszerekben, tovabba mennyiségi korlatozas nem
vonatkozik rajuk. Az aCD mennyiségi felhasznalhatosagara
minddssze ajanlas vonatkozik a ,diétds termékekkel,
taplalkozéassal és allergidkkal foglalkoz6 tudomanyos
testiiletnek a Bizottsag kérésére kiadott, az alfa-ciklodextrin
biztonsagossagarol sz616 szakvéleményében” *?

2007 6ta az EU-ban forgalmazott élelmiszereken feltiintetett
tapanyag-Osszetételre és egészségre vonatkozod allitasokat
a 1924/2006/EK eurdpai parlamenti és tanacsi rendelet®
szabalyozza. Jelenleg az aCD-re jovahagyott egészségre
vonatkozo allitast talalhatunk az EU adatbazisaban**:
»Az alfa-ciklodextrin fogyasztasa keményitd-tartalmu
étel részeként hozzajarul az adott étkezés utani
vércukorszint-emelkedésének mérsékléséhez”. Az allitas
felhasznalhatosdganak feltétele, hogy legalabb 5 g aCD-t
kell tartalmaznia a készitménynek minden 50 g keményit6t
tartalmazo6 ételadaghoz, amely mellé fogyasztasra keriil.

3.2. Az Euroépai Unién Kkiviili szabalyozas

Az aCD-t a JECFA 2002-ben* biztonsagosnak itélte
technologiai funkciot betdlté élelmiszer komponensként,
elfogadhato napi beviteli mennyiség meghatarozasa nélkiil,
tovabba 2006-ban*® élelmi rostként torténd felhasznalasat
is jovahagyta. 2004-ben az USA-ban GRAS (Generally
Recognized As Safe, azaz rendeltetésszerti hasznalat mellett
—beleértve a felhasznalas modjat és mennyiségét — szakértok
altal biztonsagosnak tartott) besorolast nyert.'

A BCD GRAS besorolast 2001-ben nyert az USA-ban,¥’
azonban mdar 1996-t6]l évi 50 tonnds mennyiségben
hasznaltak élelmiszerekben.

A yCD volt a masodik CD, amelyet a JECFA biztonsagosnak
itélt élelmiszer adalékként torténd felhasznalasra 1999-
ben* (elfogadhatd napi beviteli mennyiség meghatarozasa
nélkil), és az els6é, amely GRAS besorolast kapott az USA-
ban 2000-ben.*

A GRAS besorolas nem jelent szigoru szabalyozast
sem a felhasznalas modjara sem a mennyiségre, csak az

engedélyezést kezdeményezd személy altal feltételezett
¢lelmiszertipusokat és az azokban felhasznalt mennyiségeket
veszi alapul a besorolas megadasakor, ami leginkabb
ajanlasként értelmezhetd.

Japanban a harom alap CD-en kiviil a maltozil-CD is
engedélyezett  élelmiszerben  torténd  felhasznalasra:
ISOELEAT markanév alatt maltozil-aCD, -BCD és
-yCD keverékként érhet6 el (6. Abra).?!
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J JJ JJJ
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%0 % 990
0. 99 9 J 9
27 00 Yy

Maltozil-CD keverék

6. Abra. Az ISOELEAT gyartasi folyamata, a végtermék legalabb 50%
maltozil-szarmazékot, 80% CD-t tartalmaz (aCD:BCD:yCD arany 6:3:1).%!

Japanban a CD-ek élelmiszeripari felhasznalasa mar az 1980-
as években 400 tonna/éves mennyiségben jellemzé volt,
amelynek alapja, hogy az oldoszermentes technologiaval
eléallitott CD-eket természetes élelmiszer adaléknak tekinti
a hat6sag.”!

3.3. Ciklodextrinek alkalmazhatésiga a gyarté
szemszogébal

Elelmiszer-eléallitok részérél a CD-ek alkalmazasaval
kapcsolatban az egyik meghatarozé tényez6 azok kdoltsége:
bar a CD-ck ara az évtizedek folyaman igen jelentds
mértékben csokkent, ¢és hozzéférhetéségﬁk sokat javult,
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7. Abra. A BCD érénak (@) és termelésének (M) alakulasa az évek
soran.>

fgy élelmiszerhez akkor haszndl CD-t az el6allitd, ha az
kimagaslo technologiai eldnnyel jar, illetve valamilyen
tulajdonsagat (beleértve az egészségre vonatkozé eldnyds
tulajdonsdgokat is) hirdetheti akar a termék csomagoldsan,
akar kapcsolodo feliileteken.
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Mivel Japanban mar a 80-as évek Ota egy megengedd
szabalyozasi kornyezetben jelen vannak CD-ek az
¢lelmiszerekben iz- és allomanyjavitd adalékként, mara
a vasarlok korében is ismert anyagokrol beszélhetiink,
amelyek puszta jelenléte a termékben pozitiv vasarloi
megitélést eredményez. Az EU teriiletén a szigorubb
szabalyozas akadalyozhatja a piaci elterjedést.
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materials compared to the original flavors. Certain technological
advantages might originate from formulating with CDs: by
bringing liquids into solid form, handling can be improved through
easier and more precise dosing. CDs can also be used for stabilizing
emulsions, as defoamers and they also mitigate browning of fruit
juices (due to enzymatic oxidation).?

The advantages of CD complex formation can be exploited in
food packaging as well: the direct addition of the preservative
to the foodstuff can be avoided by using foil impregnated with
preservative/CD inclusion complex without losing microbiological
safety. CD-containing packaging material can be employed also for
preserving taste and flavor components.?
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The fate of the three parent CDs (a-, - and yCD) in the human
digestive tract is essentially different: while the aCD and the fCD
are not degraded by human digestive enzymes (only fermented by
certain members of the intestinal microflora),'? the yCD is readily
metabolized by human salivary amylase.'

As the industrial production of CDs started in the 1970s, their
application in marketed food products occurred as early as the 1980s.
The amount of food products that contain CDs is remarkably higher
in Japan compared to other parts of the world: this is probably due
to the permissive regulatory environment with CDs since they are
legally approved as natural food additives for more than 30 years.?!
Public awareness of CDs in Japan is high and their simple presence
in foodstuff contributes to a better image of the product.

In Hungary, a family of flavored salts were the first products
marketed. Later on, a flavored sugar family useful for baking was
introduced. The CD-stabilized flavors (lemon peel, rum and vanilla)
can be stored for a long time but are released upon the effect of
heat and moisture during baking. The release of citrus oil flavor
is illustrated in Fig. 1. The essential 0il/CD complexes showed
extreme stability: over 80% of the flavor content was preserved after
storing the complex for 10 years at ambient conditions (Table 1).'*

Effective stabilization of polyunsaturated fatty acids (PUFAs)
can be achieved by complexation as well. Over 80% of the
sensitive linolenic acid (C18:3), a PUFA with three double bonds
was detected after 6-month storage at 60 °C (Table 2).% Fish oil
containing PUFASs stabilized by yCD can be purchased as nutritional
supplement.?

CDs can be applied in food processing. For instance, cholesterol can
be removed from milk to produce butter and cheese with reduced
cholesterol content.?> Fungal toxins, such as patulin and ochratoxin
can be removed from beverages by CD complexation.’’*? CD

polymer is applied for reducing the limonin and naringin content in
citrus juices, the two components responsible for the bitter taste.®

The regulatory status of the parent CDs around the world shows
certain variety. In the USA the three parent CDs have GRAS
(Generally Recognized as Safe - the substance is generally
recognized, among qualified experts, as having been adequately
shown to be safe under the conditions of its intended use)
approval.*#"# In the EU the aCD and the BCD are approved as
novel food ingredients (2008/413/EC Commission Decision and
2012/288/EU Commission Implementing Decision, respectively)
while the BCD is approved as a food additive with the code E459.%

This situation creates a peculiar environment for CDs in foods
in the EU: while the three CDs, chemically and concerning their
practical utilization, are very similar, from the regulatory point
of view BCD is a substance intentionally added to food for solely
technological purposes (with strict limitations on food categories
it can be added to and respective allowed amounts), the aCD and
the yCD cannot have technological purpose in food but no further
restrictions apply to them.

In the EU Register of nutrition and health claims made on foods*
one authorised claim can be found for aCD: “Consumption of
alpha-cyclodextrin as part of a starch-containing meal contributes
to the reduction of the blood glucose rise after that meal”. The claim
may be used for food which contains at least 5 g of aCD per 50 g of
starch in a quantified portion as part of the meal. In order to bear the
claim information shall be given to the consumer that the beneficial
effect is obtained by consuming the aCD as part of the meal.

For the manufacturers of food products one of the main factor in
deciding for the incorporation of an ingredient is its cost. Although
the price of the CDs dramatically decreased since their initial
production, they still belong to the group of the more expensive
additives (Fig.7).
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A ciklodextrinek aggregaciojanak gyogyszerformulazasi
kovetkezményei

PUSKAS Istvan" és SCHROTT Maria
CycloLab Ciklodextrin Kutato Fejleszté Laboratorium Kift.

Hllatos ut 7. 1097 Budapest, Magyarorszag

1. Bevezetés

A ciklodextrinek (CD) hat, hét vagy nyolc a.-D-gliikopiranoz-
egységbdl allo ciklikus oligoszacharidok. A gliikopiranéz
egységek szamatol fliggben alfa-, béta-, illetve gamma-CD
néven ismertek, ezek az un. alap ciklodextrinek. A CD-k
csonkakup alaku, belsé treggel rendelkezé nanoméretii
molekulak. A szerkezeti elrendezédés kovetkezményeként
ez az Ureg apolaris; a molekula pereme és kiilsé feliilete
polaris. A CD-k asszociacios tipust, Un. zarvanykomplexeket
képezhetnek kiilonboz6 kémiai szerkezetli (els6sorban
egy, vagy tobb apolaris csoportot tartalmazo) ionokkal,
gyokokkel vagy molekulakkal, de klasszikus értelemben
vett kémiai kotés kozottik altaldban nem jon 1étre.
Megfelel6 koriilmények kozott a zarvanykomplex kdnnyen
disszocialhat, ¢és ekkor a szabaddd valt vendégmolekula
visszanyeri eredeti fizikai-kémiai sajatsagait.'

A Magyar Kémiai Folyoirat hasabjain elsé alkalommal
1978-ban jelent meg ciklodextrin témaji kozlemény,
melyben Szejtli Jozsef és munkatarsai elemezték a CD-
komplexképzés szinezékek spektralis sajatsagaira gyakorolt
hatasat, valamint javasoltak e jelenség kihasznalasat CD-
tartalmu oldatok analitikai vizsgalatara.3

A CD-k sajatsagait targyal6 tudomanyos kozlemények
(cikkek, monografidk) szamottevé hanyada kapcsolodik
gyogyszeripari alkalmazéashoz,* mert $Zamos
gyogyszermolekula alkalmas komplexképzo partner a CD-k
szamara. A ciklodextrinekkel torténé komplexképzés egyik
leggyakoribb velejardja, hogy a bezart vegyiilet oldékony-
saga vizes fazisban (akar sokszorosan) feliilmulhatja
a komplexalatlan vegyiiletét. Sok kevéssé oldhato
hatéanyagbol nehéz eldallitani vizes kozegl injektalhatod
készitményt. Tovabbi probléma lehet, ha az alkalmazando
vegyiletek  illékonyak, h6  hatdsara  eclbomlanak,
érzékenyek az oxidaciora, fényre, bizonyos ionokra, illetve
Osszeférhetetlenek mas dsszetevokkel. Ezekben az esetekben
sikerrel alkalmaztdk a CD-ket gyogyszerformulalasi
segédanyagként. A CD-k alkalmazasan alapul6 technologiai
jellemzdk javuldsa a vendégmolekuldk CD komplexen
beliili molekularis szinti diszperz allapotaval indokolhato.
A kialakulo komplex egésze hidrofil kémiai karakterti lesz,
¢s a hatéanyag védett mikrokornyezetbe keriil.

Ciklodextrinekkel — célszerlien szabalyozhatok  egyes
hatéanyagok farmakokinetikai jellemz6i is.> A forgalomba
keriilt ciklodextrin-farmakon komplexeket tartalmazo
gyogyszerkészitmények jelentds része tabletta, kapszula,
illetve drazsé formaban keriil kiszerelésre.® Ilyen
készitmények  kritikus  jellemzdje a  hatdanyag(ok)

" Tel.:(1) 347 60 77; fax:(1) 347 60 68; e-mail: puskas@cyclolab.hu

felszabadulasi és oldddasi sebessége, valamint a bioldgiai
felszivodas mértéke.

A vizben rosszul oldodoé farmakonok biologiai hasznosulasa
gyakran csekély mértékii. A hatdanyag azonban jol
0ld6do ciklodextrin zarvanykomplexébdl gyomornedvvel
érintkezve perceken belill felszabadulhat, valamint a
felszivodas szempontjabol kedvezd magas szabad farmakon-
koncentracié hossza ideig biztosithato. A hidrofil komplex
asszociatum, valamint maga a CD gyakorlatilag nem
szivodik fel a tapcsatornabol.’

Tovabbi elonyds sajatsaga is lehet a CD-komplexbe
zart farmakonoknak. A gydgyszerhatdanyagok jelentds
része kellemetlen izii vagy szagu, alkalmazasuk stlyos
mellékhatassal jarhat, irritalhatjadk a gyomorfalat vagy a
nyalkahartyat. A problémak részleges vagy teljes megoldasat
a hatéanyag CD-be torténd bezarasa kinalja.®

Kedvez6 komplexképz6 tulajdonsagaik, jo vizoldhatosaguk
és csekély aggregacios hajlamuk miatt szamos forgalomban
1évo gyogyszerészeti készitményben alkalmaznak kémiailag
modositott  ciklodextrin-szarmazékokat s,  példaul
2-hidroxipropil-B-ciklodextrint (HPBCD), és szulfobutiléter-
B-ciklodextrint.” E termékek tilnyomo tobbsége parenteralis
készitmény vagy szemcsepp, melyekkel szemben szigora
hatésagi  kovetelményeket tamasztanak. Ezek kozil
kiemelendd, hogy szemmel detektalhatd részecskék nem
lehetnek jelen a termékben. E formuldciok fejlesztésekor
az  aggregacidés  sajatsdgok  vizsgalatanak  kiemelt
jelentésége van, mivel az aggregatumok a hatdanyag
kikristalyosodasanak gocai lehetnek.

A ciklodextrinek komplexképzé sajatsaga kedvezden
hasznosithaté biologiai aktivitast mutatdé makromolekulak
és peptidek stabil, injektdlhaté vizes oldatainak
elballitasara.’® Kiemelkedd gyodgyaszati jelent6ségli, de
alacsony oldékonysagu, idoével aggregalodo polipeptideket
pl. interleukin-2-t (IL-2); tumor nekrozis faktort (TNF),
makrofag kolonia stimuldlo faktort (M-CSF), inzulint és
eritropoietint (EPO) tartalmaz6 vizes oldatok hosszabb ideig
tarolhatdk, ha adalékanyagként HPBCD-t is tartalmaznak. A
stabilitasnovekedés ugyanakkor nem csokkenti a polipeptid
oldatok biologiai hasznosulasi aranyat."!

ACD-kgyogyaszatifelhasznalasajelentds paradigmavaltason
ment keresztiil a 2000-es évek fordulojan, miutan gyakorlati
alkalmazast is nyert a felismerés, hogy bizonyos CD-
szarmazékok Onmagukban is alkalmas vegytiletek orvosi
kezelés céljara. A CD-kutatas torténetének ezen izgalmas
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fejezetét Szente Lajos foglalta 6ssze e folyodirat egy évvel
korabbi szamaban.'

2. A ciklodextrinek és komplexeik aggregacios viselkedése

A CD-kbdl késziilt vizes oldatok idealistol eltérd
ozmozisnyomas-adataibol szamolt aktivitasi egyiitthatok
alapjanjapan kutatok maraz 1980-as évek elején feltételezték,
hogy ezen oligoszacharid molekuldk Onszervezodésre
(legalabbis dimer képzésére) hajlamosak.'

A miszeres vizsgalati lehetdségek szélesedd tarhazanak (pl.
az1j fényszorasos technikak, atomeré mikroszkdpia (AFM),
elektron-mikroszkopia, elektron spin rezonancia (ESR)
spektroszkopia, stb.) boviilésével, és az egyre érzékenyebb
modszerek elérhet6vé valasaval az intermolekularis
kolcsonhatasok részletesebb jellemzésére nyilt lehetéség. 15
Az aggregatumok méreteloszlasanak ¢és stabilitasanak
vizsgalata gyakorlatban is kiaknazhatdo eredményeket
szolgaltatott a gyogyszerfejlesztd szakemberek szamara.

Az 1990-es években tobb kozlemény is foglalkozott azzal a
felismeréssel, hogy szamottevo kiilonbség lehet az alap CD-
k, illetve szarmazékaik aggregacios hajlama kozott. Az alap
CD-k vizes oldatban meglehetdsen hajlamosak aggregaciora,
az aggregalt részecskék atmérdje akar a néhany mikrométert
is elérheti.'® Kiilonosen figyelemremélto, hogy a gamma-
ciklodextrin akar néhany szazalékos vizes oldata napokon
beliil szabad szemmel is lathatd opaleszcenciat mutat és
iilepedé diszperz rendszert képez.!”

Hidrofil CD-szarmazékok kevésbé aggregalnak, mint
a megfeleld alapvegyiilet, mivel a CD-molekuldk
peremein talalhatdé -OH csoportok teljes vagy részbeni
szubsztitlicioja miatt csokkenhet az intermolekularis
hidrogénhidak létrejottének lehetdsége.'”® Amennyiben
hidrofob oldallancokat épitiink a CD-molekulakra, a vizben
vald oldékonysag csokkenése mellett vizes oldatukban az
aggregacio mértékének novekedésére szamithatunk.!*2

Szabad hatéanyag

w Szabad ciklodextrin

(b Ahatéanyag ciklodextrin zarvanykomplexe

/_\/ Polimer

1. Abra. Polimerrel stabilizalt ciklodextrin-hatéanyag komplex sematikus
abrazolasa.

A ciklodextrinek aggregaciora valo hajlama (alkalmas
koriilmények kozott) gyogyszerformulalasi szempontbol
akar elényos is lehet. Nanoméretii CD- vagy CD-komplex
aggregatumok  vizoldhaté  polimerekkel  sztérikusan

stabilizalhatok. A polimer burokkal védett aggregatumok
tovabbi Osszeépiilésre mar nem hajlamosak, a polimerekkel
stabilizalt aggregatumok inkabb az asszociacios kolloid
rendszerekkel mutatnak szerkezeti analogiat (1d. 1.
abra). Ilyen tipusi formulaciokat a gyakorlatban vizes
kozegben melegitéssel, majd visszahitéssel allitanak
el6. A gyogyszerészet mellett a kozmetikum-, illetve
novényveéddszer-formulalas soran is hasznalhato eljaras
szabadalmi oltalomban is részesiilt.”!

Jelen kozleményben néhany sajat (a Cyclolab Kft-nél
elvégzett) ciklodextrin-aggregacios vizsgalatot mutatunk be.

3. Vizsgalati médszer

Az aggregatumok méreteloszlasat Malvern Zetasizer
Nano ZS késziiléekkel (Malvern Instruments Ltd, Egyesiilt
Kiralysag), dinamikus fényszoras mérés (fotonkorrelacios
spektroszkopia) modszerrel  vizsgaltuk. A késziilék
lézerforrasa 633 nm-es HeNe lézer, a folyadéktarto 1,00
x 1,00 cm méretli livegkiivetta volt. A részecskeméret-
eloszlasokat kdzvetleniil a késziilékbdl nyert autokorrelacios
figgvényekbdl Zetasizer Software 6.2 verzidji szoftverrel
értékeltiik.

A folyadék mintadkat kdzvetleniil vizsgalat eldtt precizios,
sz0tt, egyszalu, 10 pm-es névleges résméretii szitaszoveten
(Medifab, SEFAR AG, Svajc) szlirtiik a szemmel érzékelhetd
lebegd szennyezddések eltavolitasa végett.

4. Felhasznalt anyagok
A kisérletek soran hasznalt ciklodextrinek a CycloLab

Ciklodextrin Kutat6 Fejleszté Laboratérium Kft. (Budapest,
Magyarorszag) termékei. Adalékanyagokként a Molar

Chemical (Budapest, Magyarorszag) p.a. mindségi
finomvegyszereit hasznaltuk fel.
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2. Abra. Az aggregatumméret valtozasa a hdmérséklet fliggvényében az
alap CD-k vizes oldataiban (a kisérleti adatok hibahatara: + 20 nm).

5. Eredmények

Kiilonb6z6 CD molekuldk aggregaciojat vizsgaltuk a
homérseklet fiiggvényében. A harom, leggyakrabban
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alkalmazott (in. alap) CD vizes oldataban 1év6 aggregatumok
fényszorassal meghatarozott méretét a 2. abran mutatjuk be.
A CD-k koncentracioit tigy valasztottuk meg, hogy azok
kozel legyenek a telitési értékhez, mivel leggyakrabban ilyen
oldatokat alkalmazunk preparativ céli komplexképzés soran,
amennyiben oldat fazisu technikat valasztunk. Mindharom
esetben azt tapasztaltuk, hogy az atlagos aggregatumméret
— némileg elérd mértékben — csokken a homérséklet
emelkedésével. A vizsgalt hémérséklet-tartomanyban egyik
esetben sem értiik el a teljes mértékii de-aggregaciot, azaz a
hémozgas kinetikai energiaja még 80 °C koriil sem elegendd,
hogy e CD-molekuldk 6sszekapcsolodasat megakadalyozza.

A CD-k aggregacios allapotanak vizsgalatabol nyert
adatok nemcsak gydgyszertechnologiai fejlesztések soran
hasznosithatok. Az élettudomanyok és a biotechnoldgia
jonéhany teriiletén alkalmaznak CD-ket elssorban
szolubilizaloszerként,  illetve  sejtmembran-osszetétel
modositd agensként. A szolubilizalt gydgyszermolekuldk

fizikai allapota jelent6s hatassal lehet e szallitast végzd
»carrier”) molekulak hatékonysagara, ¢és a megcélzott
terlilet elérhetdségére is az Un. ,fokozott permeabilitas
és visszatartas” hatds miatt.”> Nanoméretli részecskéket
tartalmazd  gyogyszerformulaciok  alkalmazasaval a
nehezen atjarhaté bioldgiai gatrendszereken keresztiil
is atjuttathato a kivant hatéanyag.>>** Az 1. tablazatban
biologiai alkalmazasokban gyakran alkalmazott
adalékanyagok (hidrogénhid kotést perturbald karbamid,
makromolekulak, savak) és koszolvensek hatasat vizsgaltuk
alap B- és y-CD-k, és egy kivalasztott szovetbarat, alacsony
felderitésére végeztiik el a vizsgalatokat, hogy pusztian ezen
adalékanyagok alkalmazasaval célzottan modosithatok-e a
CD-k aggregacios sajatsagai.

A vizsgalt adalékanyagok és koszolvensek de-aggregalo
hatasa kétféleképp nyilvanulhat meg. Egyfeldl az
aggregatumok mérete csokkenhet, vagy az aggregatumok
mennyisége csokken valtozatlan atlagos atméré mellett.

1. Tablazat Kiilonboz6 sajatsagt segédanyagok és koszolvensek hatasa a ciklodextrinek aggregacios sajatsagaira (25 °C)

Ciklodextrin

Segédanyag / koszolvens (koncentracio)

Hatas

citromsav (0,1 — 1,0 %)

De-aggregalo hatas

citromsav (0,1 — 1,0 %)

80 °C-ra melegités, majd 25°C-ra visszahiités utan

Jelentds de-aggregald hatas

B-ciklodextrin dimetil formamid (0,1 — 1,0 %)

De-aggregal6 hatas

karbamid (1,0 %)

Nincs hatassal az aggregaciora

dimetil szulfoxid (1,0 %)

Nincs hatéassal az aggregaciora

polivinil pirrolidon K-30 (0,1 %)

De-aggregald hatas

citromsav (0,1-1,0 %)

Aggregalo hatas

karbamid (1,0 %)

Nincs hatassal az aggregaciora

v- ciklodextrin — -
dimetil formamid (1,0 %)

Nincs hatassal az aggregaciora

polivinil pirrolidon K-30 (1,0 %)

De-aggregalo hatas

1,0% citromsav / citrat puffer (pH=6)

NaCl (0,9 %)

KH,PO, (1,0 %)

EDTE (1,0 %)

Fosztat pufferelt sdoldat (PBS)
2-hidroxipropil-p- bérsav (1,0 %)

ciklodextrin, atlagos
szubsztiticiofok: ~ 4

arginin (1,0 %)
fruktoz (5,0 %)
glicerin (1,0 %)
etanol (1,0-15 V%)

Nincs hatassal az aggregaciora

natrium tetraborat (1,0 %)

Aggregalo hatas

polivinil pirrolidon K-17 (1,0 %)

De-aggregalé hatas

polivinil pirrolidon K-17 (1,0 %)
+ etanol (5,0-20 V%)

Jelentds de-aggregald hatas

Citromsav jelenlétében a B-CD aggregaciora vald hajlama
csokken, kiilondsen melegités hatdsara. Azonban meglepd
moédon  ellenkezd hatast tapasztaltunk y-CD esetében.
Nagy toménységben alkalmazott karbamid hidrogénhid-
kotésekre gyakorolt hatdsa kozismert, az oldatbeli
CD-k de-aggregaciojat is okozhatja.'”*? Az altalunk
alkalmazott alacsonyabb (1,0%) koncentracidban még az

érzékeny dinamikus fényszdrasméréssel sem tapasztaltunk
szignifikdns aggregacidbeli valtozast.

Egy széles korben hasznalt makromolekularis adalékanyag
— a polivinil-pirrolidon (PVP) — jelentékeny de-aggregalod
hatasat figyelhettiik meg mindharom vizsgalt CD esetén.
E makromolekuldk gombolyagmérete fényszordsméréssel
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10-20 nm-nek adodott, ami legalabb egy nagysagrenddel
kisebb, mint a CD-aggregatumok jellemz6 mérete. Emiatt
a polimer molekulakrol szorédo fény nem zavarta az
aggregacios vizsgalatok értékelését. PVP jelenlétében azt
tapasztaltuk, hogy az adalékanyagmentes CD-oldatokra
jellemzd mérettartomanyban nem, vagy alig észlelhetok
aggregatumok. Pusztan a fényszordsos vizsgalatok
alapjan azonban nem adhatd vélasz arra, hogy a polimer
gombolyagok méretével Osszemérhetd, vagy annal kisebb
CD-aggregatumok (esetleg a polimer altal stabilizalt
formaban) tovabbra is léteznek-e az oldatban. A vizsgalat
soran hasznalt PVP-k molekulatdmegét ugy valasztottuk
meg, hogy engedélyezési szempontbol igazodjon a CD-k
felhasznalasi teriiletéhez. A per os alkalmazott - és y-CD
aggregacios vizsgalatai soran oralis alkalmazasra javasolt
magasabb molekulatomegii (K-30 jeli) mintat, mig az
els6sorban parenteralis célra hasznalt HPBCD mellé
injektabilis PVP K-17 jelii anyagot valasztottunk.

Mindkét PVP minta hatékony adalékanyagnak bizonyult a
és HPBCD esetében vizsgaltuk etanol koszolvens hatasat
is. Az dnmagaban de-aggregaciot nem okozo6 etanol PVP
jelenlétében a polimer de-aggregalé hatasat jelentdsen
fokozta.

A mérési eredményeinkbdl levonhaté tapasztalatok
Osszhangban  vannak Messner ¢és  munkatarsainak
membranpermeacios adatokbol levont kovetkeztetéseivel,
miszerint polimer adalé¢kanyagokkal (karboximetilcelluldz,
hidroxipropilmetilcellul6z), valamint etanollal lehetséges
csokkenteni hatéanyag/ciklodextrin komplex aggregatumok
méretét.”’

6. Osszefoglalas

Fotonkorrelacios spektroszkopia alkalmazasaval tobbféle
ciklodextrin aggregaciés sajatsagait vizsgaltuk vizes
oldatban. Kiilonbozé kozegekben  Osszehasonlitottuk
az alap ciklodextrinek ¢és egy ciklodextrin szarmazék
(2-hidroxipropil-béta-ciklodextrin) Onszervezddését. Ré-
szecskeméret elemzéseink alapjan megallapitottuk, hogy
szokasos adalékanyagok alkalmazasaval (pl. citromsav,
polivinil-pirrolidon), illetve a hémérséklet valtoztatasaval
kontrollalhat6 a ciklodextrin molekulak aggregaciora valo
hajlama.

Pharmaceutical use of cyclodextrins: advantages and
disadvantages of self-assembly

It has been known that cyclodextrin (CD) molecules are susceptible
to self-association since the 1980’s when Miyajima et al. reported
their observations on the non-ideal osmotic behavior of CD-
solutions.” This phenomenon can cause problems in parenteral
drug formulations.

As various modern, sensitive instrumental analysis techniques
(laser light scattering, atomic-force microscopy, electron
microscopy) were developed, in-detail data on the characterization
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of intermolecular interactions became available. In the 1990’s
several publications dealt with the peculiarity of hydrophilic CD-
derivatives, that these compounds are less likely to form aggregates
compared to the starting material parent CDs.'*'® Szente et al.
conducted extensive investigations on the aggregation properties
of gamma-CD which shows opalescence in aqueous solution even
in few percentage concentration.'

Ability to control the aggregate state of CDs offers multiple benefit
for the pharmaceutical technologists. On one hand aggregation
phenomenon in injectable and ophthalmic preparations is often
sought to be eliminated since such aggregates might be seeds
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for the precipitation of the solubilized drug. However, if such
nanosized associates are kinetically stabilized by water soluble po-
lymer chains, then the apparent solubility of some drugs difficult
to formulate might be increased manifold." Such systems are
prepared by heating and cooling cycles and might be well utilized
in pharmaceutical, cosmetic and agrochemical applications.

In present work photon correlation spectroscopy has been employed
for the purpose of characterizing the aggregation behavior of CD
molecules. Parent cyclodextrins and a cyclodextrin derivative,
(2-hydroxy)propyl-p-cyclodextrin (HPBCD) were studied in
differentaqueous media. Based on particle size analysis data we have
demonstrated that the tendency of cyclodextrin molecules to form
aggregates may be controlled by both temperature and numerous
additives. Cyclodextrins are used in various pharmaceutical and
life science fields as solubilizers and membrane-composition
modifiers. The aggregate state of these carrier molecules may affect
or modify the performance of cyclodextrin-drug associates as well
as the availability to the targeted tissues.

The changes of the mean aggregate sizes as functions of temperature
(between 20 and 80 °C) were evaluated. Nearly saturated
solutions prepared from the three parent CDs were evaluated,
since we aimed modeling the circumstances applied upon liquid
phase complex preparation. It was found that the aggregate sizes
decrease by increasing the temperature in the studied range, but
complete deaggregation could not be reached. The reduction of the
mean sizes somewhat differed comparing the three parent CDs. It
could be seen that increasing the kinetic energy of the individual
cyclodextrin molecules may disrupt the aggregate architecture.

Eventual aggregative or anti-aggregative effect of representative
compounds of distinct chemical properties (hydrogen bond
breakers/modifiers, macromolecules, acids, cosolvents) present
as additives was also studied. When anti-aggregative effect was

observed, usually also the intensity of the scattered light attributed
to the aggregates was found to decrease besides the reduction of
the mean size.

Some additives behaved differently if the preparation of the solution
was followed by heat treatment: citric acid caused de-aggregation
of B-CD especially when the solution was heated to elevated
temperature. Surprisingly citric acid affected the aggregation
behavior of y-CD in a controversial way at room temperature. Urea
has earlier been reported to deaggregate B-CD due to its ability
to affect the intermolecular hydrogen-bond network of the CD,
however, this effect was only significant in somewhat concentrated
solutions (i.e. above 1 M). We have observed that urea applied in
dilute solution (1.0 w%) is practically inefficient.

A polymeric additive — polyvinylpyrrolidone (PVP) — widely
used in the pharmaceutical formulations showed anti-aggregation
effect. Solvated PVP macromolecules being in a coiled up
conformation scatter light themselves, but their size (10-20
nm) is smaller at least by one order of magnitude than that of
the typical CD aggregates. The deaggregation of CD molecules
was recorded as the particle population falling within the range
characteristic to CD-associates was less or no longer detectable
in the presence of PVP. Due to practical applicability purposes
the effect of a higher molecular mass PVP suitable for per os use
(K-30) was evaluated when anti-aggregation of 3-CD or y-CD was
studied whereas HPBCD was investigated in the presence of PVP
K-17 which represents the grade of highest molecular mass still
allowed for parenteral administration. Both PVP samples proved
to be an effective additive to prevent the self-aggregation of -CD,
y-CD and HPBCD. The de-aggregative effect of lower molecular
mass PVP could be enhanced by using ethanol as a cosolvent.

Based on the presented results it is anticipated that further
exploration of the characteristic aggregation state of cyclodextrins
may find its relevance in pharmaceutical and biological applications.
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A ,lathato” ciklodextrinek: fluoreszcensen jelolt ciklodextrinek
szintézise és sejtbiologiai alkalmazasa

BENKOVICS Géabor,” MALANGA Milo és FENYVESI Eva
CycloLab Ciklodextrin Kutato-Fejleszté Laboratorium Kft, lllatos ut 7, 1097 Budapest, Magyarorszag

Bevezetés

A természetes  ciklodextrinek  (CDk)  szénhidrat
makrociklusok, fényelnyelésik maximuma 200 nm-
nél kisebb hullamhosszon talalhatd, tehat az UV/Vis
spektroszkopiaban ,lathatatlanok”. Zarvanykomplexeiket
emiatt leggyakrabban a vendégmolekula abszorpcids
illetve emisszios spektrumanak valtozasain keresztiil lehet
vizsgalni.!? Ismeriink azonban szdmos olyan felhasznalasi
teriiletetis (fluoreszcens nyomjelzés, szenzorok, fotodinamias
terapia), amelyek megkovetelik e  makrociklusok
»Hlathatova” tételét. Az ilyen céli alkalmazasokhoz a CD
molekula kémiai mddositasara van sziikség, melynek soran
a fluorofért — a fluoreszcens jelzdmolekulat — a megfeleld
pozicidban a megfeleld kovalens kotéssel a gytirithoz
kapcsoljak. A legels6 ilyen jellegli szarmazékok poliaromas
szénhidrogének (naftalin, antracén, pirén) CD-nel alkotott
konjugatumai voltak, melyek lehetové tettek kiilonbozo
spektroszkopiailag inaktiv szerves vegyiilet (pl. szteroidok)
fluoreszcens spektroszkopiai vizsgalatat.> Bebizonyosodott,
hogy a zarvanykomplex-képzddés hatassal van a gylriih6z
csatolt festékmolekula emisszids spektrumara €s igy
az mintegy jelzérendszerként szolgal a komplexképzés
detektalasahoz. E szignalizacios lehet6séget Otvozve a
CD-iireg molekulaméret- illetve sok esetben enantiomer-
felismerd képességével, megsziilettek az els6 CD-alapt
fluoreszcens szenzorok (1. Abra).
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1. Abra. Fluoreszcens jelzémolekuléhoz (F) csatolt y-ciklodextrin
mint kemoszenzor spektroszkopiailag inert szerves molekulak (A)
detektalasahoz.> A CD-alapu szenzorok alapja a komplexképzddés altal
gerjesztett emisszios hullamhossz-eltolodas (A | . # A

muxv(‘,D»komplcx)'

A késobbick soran, ahogy a CDk egyre nagyobb szerepet
kaptak a gyogyszerek formulalasdban és felmeriilt a CD-
alapu, célzott gyogyszerbevitelre alkalmas hordozok
eldallitasanak lehetsége, sziikségszertivé valt a gyogyszer-
technologiai szempontbol jelentés CD-szarmazékok (CD-
polimerek, 2-hidroxipropil-fCD (HPSCD), metilezett-
PCDk) fluoreszcens jelolése is. A CycloLab Kutato-
fejleszté6  Laboratériumban  2009-t61 kezdve folynak
ilyen iranyu kisérletek. Laboratoriumunk ekkor valt
tagjava egy tobb eurdpai kutatokdézpontot és egyetemet

“ Tel.: +36-1-347-6060 fax:+36-1-347-6068; e-mail: benkovics@cyclolab.hu

magaba foglalé konzorciumnak - az Eurdpai Unio altal
tamogatott CYCLON ¢és CYCLON Hit nevli Marie Curie
programoknak koszonhetden - melyek elsddleges célja
CD-alapt gyogyszerhordozok eldallitasa, spektroszkopiai,
mikroszképiai és biologiai vizsgalata ¢s lehetséges
alkalmazasa a multidrog-rezisztens mechanizmusok
lekiizdésében. Ezekhez a kutatasokhoz is elengedhetetlen
a CDk fluoreszcens jelolése, aminek kovetkeztében a
konfokalis mikroszkop lencséjén keresztiil lathatova valik
a gyogyszerhordozd ¢és esetenként vele egyiitt a szallitott
hatéanyag is.

Napjainkban a jeldlt, azaz ,lathat6” CDk esetében is
megfigyelhetd az a trend, ami a nem jeldlt, azaz ,,lathatatlan”
CDk esetében mar évek ota jelen van: a fluoreszcens
ciklodextrinek is elindultak a segédanyagbodl hatéanyagga
valas utjan. Ahogy a HPSCD is egy kivalo szolubilizald
szerbdl, azaz gyogyszertechnologiai segédanyagbol valt
reményt keltd hatdanyagga,* tigy 1épnek ki a fluoreszcens
CDk is a vizualizalast tdmogatod segédanyagok teriiletérdl
a fotodinamids terapia (PDT) vilagaba, ahol mar mint 6
komponensek szerepelnek. Jo példa erre K. Yannakopoulou,
illetve S. Sortino kutatocsoportjanak tevékenysége ezen a
teriileten. Mindkét csoport a CycloLab Kft.-vel szorosan
egyittmikodve olyan CD-alapi gyogyszerhordozo-
rendszerek kifejlesztésén dolgozik, amelyek amellett, hogy
biztositjdk a biologiai szovetekben torténd fluoreszcens
detektalast, megfelelé hullamhosszon torténé megvilagitas
hatasara képesek nagy reaktivitasu szingulett oxigén
termelésére vagy nitrogén-monoxid (NO) felszabaditasara,
ami a kdrnyez6 sejtekben szdveti bomlast eredményez, igy
un. fényérzékenyitd anyagokként (fotoszenzibilizatorokként)
alkalmazhatéak a rdkos és bakteridlis megbetegedések
fotodinamias kezelésében. S. Sortino és kutatocsoportja,
fluoreszcensen jelolt CD-monomereket® és vizoldhato CD-
polimereket® alkalmaz, melyek a fotoreaktiv agensekkel
(NO-fotodonorok) nagy stabilitasi  zarvanykomplexet
képeznek, igy azok vizoldhatdsagat, biohasznosulasat,
sejtmembranokon vald atjutdsat nagymértékben novelik.
Egy kiillon a CD-es alkalmazasokra kifejlesztett NO-
fotodonor az adamantanhoz kapcsolt orto-trifluorometil-
nitroanilin szarmazék, melyben az adamantan-csoport
PCD-gylirtihz valé nagy affinitasa biztositja a stabil
zarvanykomplex képzddését, igy a fluoreszcensen jelolt
CD ¢és NO-fotodonor egyiittes jelenlétét is. A CD-lireghez
kovalensen kapcsolt rodamin B jelz6csoport pedig lehetévé
teszi a zarvanykomplex detektalasat és igy kijeloli a
lézeres gerjesztés teriiletét is. A 1ézerfény hatdsara ezutan
aktivizalodik a vendégmolekulaként hordozott NO-
fotodonor és felszabadul a sejtrombolé hatasi NO (2A.
Abra).?
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Yannakopoulou ¢és kutatocsoportja egy masik megkozelitést
alkalmaz a CDk PDT-ban torténé alkalmazasdhoz: a
fényérzékenyitdé anyagot, esetiikben kiilonboz6 porfirin
szarmazékokat, kozvetleniil a CD-gylirithéz kapcsoljak.
A porfirin vegyiiletek kedvelt fotoérzékenyitd anyagok,
melyek a megfeleld6 hullimhossza fénnyel torténd
besugarzas utan képesek szingulett oxigén kibocsatésra.
Terapias alkalmazasukat viszont dont6 mértékben
befolyasolja rendkiviil alacsony vizoldhatosaguk, illetve
a vizes oldatokban fellépd aggregalddas, ami csokkenti a
fluoreszcenciat és a szingulett oxigén termelést.” Ezeket a
negativ tulajdonsagokat sikeriilt lekiizdeni mezo-tetra(m-
hidroxifenil)porfirin (mTHPP) esetében pCD-gylirithoz
torténd kovalens kapcsolassal egy enzimatikus ton
nem hasadé éterkotésen keresztiil.® A kapott konjugatum
vizoldhatdsaga nagymértékben ndvekedett a szabad porfirin
szarmazékokéhoz képest, a fluoreszcens jel intenzitdsa is
megndtt, igy a kutatoknak lehetdségiik nyilt a konjugatum
in vitro vizsgalatara fluoreszcens képalkotdsi modszerek
(fluorescent life imaging) és konfokalis mikroszkop
segitségével rakos laphamsejt kolonidkon. A mTHPP-SCD
konjugatum a szabad CD-iiregnek koszonhetéen alkalmas
tovabbi fotoaktiv molekulak komplexalasara. A mar emlitett,
Sortino ¢és kutatdcsoportja altal alkalmazott, adamantan-
modositott NO-fotodonor komplexalasaval sikeriilt egy
olyan bimodalis szupramolekularis rendszert létrehozni,
ami egyidejiileg képes szingulett oxigén termelésére és NO
felszabaditasara, raadasul a mTHPP fluoreszcenciajanak
kdszonhetden e szupramolekularis rendszer detektalasa is
biztositott’ (2B. Abra).
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2. Abra. Fluoreszcensen jeldlt ciklodextrinek fotodinamias alkalmazasa-
nak sematikus abrazolasa.*’

E rovid attekintés és az emlitett kutatocsoportok aktiv
munkaja jol mutatja a ,lathaté” CDk sokrétii alkalmazasi
lehetéségét, molekularis  kemoszenzoroktél — kezdve
a gyogyszerhordozd rendszereken keresztil az egyre
elterjedtebb és a multidrog-rezisztens baktériumok illetve

kiilonboz6 rakos megbetegedések kezelésében alternativ
gyogymodot jelentd fotodinamias terapiakig.

1. Fluoreszcensen jelolt ciklodextrin szidrmazékok
eléallitasa

1.1. Reaktiv intermedierek szintézise fluoreszcensen
jelolt ciklodextrinek eléallitasahoz

Ahhoz, hogy konnyen jellemezhet6 ¢s alkalmazhato
fluoreszcens CD-hez jussunk, sziikség van a CD-gytrl
célzott iranyu, szelektiv kémiai modositasara. Ennek
legkézenfekvébb modja a molekula peremén 1évo és a
hidrofil jelleget ado hidroxil (OH)-csoportok helyettesitése.
A CD molekula sziikebb oldalan gliikopirandz egységenként
egy primer OH-csoport, mig a szélesebb, szekunder
oldalan gliikkopiran6z egységenként 2 szekunder OH-
csoport talalhato. A perem kiilonb6z6 tulajdonsaghi OH-
csoportjai szamos lehetdséget nyujtanak a CDk kémiai
finomhangolasara. A cél a legtobb esetben a CD molekula
oldhatosaganak ndvelése, a komplexképzés befolyasolasa,
a CDk szilard fazishoz vald rogzitése illetve a fluoreszcens
CDk esetében a kivant festékanyag CD-hez kotése.

1.1.1. A C-6-0s helyzet monoszubsztitucidja:
6-monoazido-6-monodezoxi-ciklodextrinek
eloallitasa

A nagyszamli OH-csoport egyiittes jelenléte a lehetdségek
mellett a szelektiv szubsztiticid nehézségeit is magaban
rejti. A CD-gytrti OH-csoportjai koziil a legerésebben
nukleofilek a primer oldalon talalhatdo C-6-os helyzetben
1évé OH csoportok, a szekundér oldal C-2-es helyzetben
1évé OH csoportjai a legkdnnyebben deprotonalhatdak,
mig a C-3-as helyzett OH-csoportok sztérikusan a
legjobban gatoltak. Ezeket a reaktivitasbeli kiilonbségeket
célszerti figyelembe venni a CD-gylrli szelektiv
modositasanal am sok esetben a reagens és a CD-lireg kozti
zarvanykomplex-képzédés is befolyasolhatja a reakcid
kimenetelét. A fluoreszcensen jelzett CDk szintézisekor
a leggyakrabban alkalmazott stratégia a primer oldal
szelektiv monoszubsztiticidja paratoluolszulfonsav(tozil)-
szarmazékokkal. A reakciokorilmények fliggvényében
(reagens, oldoszer, szervetlen sok szerepe) a helyettesités
kizarolag a primer oldalon megy végbe, minek kovetkeztében
fotermékként a 6-O-monotozil-CD képz6dik.'*!" A reakcid
melléktermékeiként a kristalyositassal vagy az o- és yCD
esetében preparativ folyadékkromatografiaval eltavolithatd
kiindulési CD ¢és a 6,6’-O-ditozil-CDk vannak jelen a nyers
reakcidtermékben. A szulfonat észterek jo tavozo csoportok,
igy semleges pH mellett konnyen helyettesithetdek
kiilonféle nukleofil csoportokkal (magas pH-n a mono-6-0O-
tozil-CD egy 3,6-anhidrogliikopiran6z egységet tartalmazo
CD-né bomlik, ezért a szubsztiticio nem megy végbe).'? A
helyettesitéshez leggyakrabban hasznalt nukleofil-csoportot
tartalmaz6 vegyiilet a natrium- illetve litium-azid,” mivel
a reakcio termékei, a 6-monoazido-6-monodezoxi-CDk
szamos elényds tulajdonsidgot mutatnak: 1.) konnyen
tarolhatdéak (szobahdmérsékleten nem bomlanak), 2.)
meglehetdsen ellenallébak a CD tobbi OH-csoportjan
végbemend tovabbi reakciokkal szemben ¢és 3.) az azido-
csoport egyszerlien amino-csoportta redukalhatd, ami
ujabb lehetdségeket nyit meg a monoszubsztitualt CDk
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eléallitasdhoz. A 6-monoazido-6-monodezoxi-CDk tehat
tobb szempontbdl is kulcsfontossagi intermedierek a
fluoreszcensen jelolt CDk eldallitasa soran.

1.1.2. Hidroxialkilezés az oldhatésag novelése
érdekében: 6-monodezoxi-6-monoazido-
MefCD és 6-monodezoxi-6-monoazido-HPSCD
eloallitasa

A gyogyszertechnologiai  szempontbol — legfontosabb
CD-szarmazékok a HPSCD és a részlegesen metilezett
SCD (MefCD). Oldhatosaguk tobbszordse a természetes
PCD-ének. A fluoreszcens festékmolekula gytrtihdz vald
csatolasa utan is vizoldékonyak maradnak a konjugatumok,
ami a sejtbioldgiai alkalmazas egyik alapkovetelménye. A
MefCD és a HPSCD szelektiv fluoreszcens jelolésével €s
e fluoreszcens CD-szarmazékok kiilonbozé sejtkoloniakon
valé mikroszkopiai vizsgalataval bdvebb informaciot
szerezhetiink a CDk szdveti eloszlasardl, sejtmembranokon
vald atjutdsardl, valamint a CDk bioldgiailag fontos

CD kolcsonhatasok). A jelzett MefCD illetve HPSCD
szintézisének kiinduldsi anyaga is a 6-monoazido-6-
monodezoxi-fCD. A jelzett HPFCD eldallitasa soran a
kiindulasi ~ 6-monoazido-6-monodezoxi-fCD  alkalikus
vizes kozegben lép reakcioba az 1,2-propilénoxiddal (3.
Abra), mig a jelzett MefiCD esetében a 6-monoazido-6-
monodezoxi-fCD metilezése ugyancsak alkalikus vizes
oldatban, dimetilszulfattal torténik. Az igy kapott részlegesen
alkilezett azido-CD szarmazékokban a kovetkezd 1épésben
az azido-csoport amino-csoporttd torténé redukcidjara
keriil sor. E reakcidlépéshez tobbféle eljarast is kidolgoztak
az évek soran. Az egyik, a szénhidratkémiaban jol bevalt
modszer a katalitikus transzfer hidrogénezés hidrazin
karbonattal, palladium katalizator jelenlétében.'* A reakcio
gyorsan végbemend, kvantitativ, konnyen méretndvelhetd
és feldolgozhato, a végtermékek a 6-monoamino-6-
monodezoxi-HPACD illetve a 6-monoamino-6-monodezoxi-
MepCD az amino-csoportnak koszonhetéen mar alkalmasak
a kilonféle, kereskedelemben is kaphato jelzévegytiletekkel
(xantin-izotiocianatokkal, antracén-benzaldehiddel, stb.)
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3. Abra. Rodamin B-vel jelolt 2-hidroxipropil-B-ciklodextrin eléallitisinak szintézisutja 6-monoazido-6-monodezoxi-B-ciklodextrinbél.'?

1.2. A fluoreszcens jelzévegyiiletek kapcsolasa
ciklodextrin-templathoz: fluoreszcensen jeldlt
ciklodextrin monomerek eléallitasa

A sejtbiologiai felhasznalas céljabol eldallitott fluoreszcens
CDk esetében kulcskérdés a fluorofor és a CD kozotti kotés
stabilitasa. Amennyiben e kotés enzimatikus uton konnyen
hasithato (pl. észter kotés), tigy a fluoriméter kiivettajaban
vagy a fluoreszcens (konfokalis) mikroszkép lencséje

alatt mar nem lehet kiilonbséget tenni a bomlastermékként
keletkez6 szabad jelzévegyiilet és a fluoreszcens CD kozott,
ami alpozitiv eredményekhez vezethet. Ezt a szempontot
figyelembe véve a fluorofor CD-hez torténd kapcsolasahoz a
legmegfeleldbb stratégia az izotiocianat funkcids csoportot
tartalmazd xantinszdrmazékok reakcidja amino-CD-nel. A
CD-gytirti és a jelzémolekula kozt 1étrejovo tiokarbamid
kotés megfeleld stabilitaist ad a konjugatumnak az
enzimatikus hidrolizissel szemben. Ezt az eljarast a CDk-en
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els6ként Mourtzis €s munkatarsai alkalmaztak, guanidino-
alkilamino-CDk fluoreszceinil izotiocianattal (FITC) torténd
jeloléséhez,' majd a késObbiekben Fenyvesi és munkatarsai
is ezt a szintézisutat valasztottak FITC-tal jelolt MefCD
eléallitasahoz.'®

Malanga ¢és munkatarsai egy jol reprodukalhatd ¢és
tobbféle CD-szarmazék, koztik a HPACD,!” MefICD' és a
tetraamino-HPSCD® jeloléséhez is alkalmazhaté modszert
(3.Abra) dolgoztak ki a rodamin B izotiocianat (RBITC)
CD-gytrthdz valo kapcsolasara.

Egy masik jarhato ut stabil fluorofor-CD konjugatum
létrehozéasahoz az 1,3-dipolaris cikloaddicid, mas néven
klikk-reakcié monoazido-CDk ¢és terminalis alkin-csoportot
tartalmaz6 fluoroférok kozt. Anand €s munkatarsai ily
modon  nitrobenzofurazan  jelzOmolekulat —rogzitettek
karboximetil-fCD-hez, hogy a kapott anionos CD és
modszerekkel jellemzhessék.' Ezt az eljarast hasznalta
Carmona ¢és csoportja is cianin jelzémolekuldk SCD-
hez kapcsolasara. Az igy eldallitott vegylileteken végzett
mikroszkopiai és spektroszkopiai vizsgalatok bizonyitottak,
hogy a cianin-fCD konjugatumok stabil zarvanykomplexet
alkotnak doxorubicinnal és e zarvanykomplexek képesek
keresztiiljutni a HeLa sejtek membranjain.'® Szintén klikk-
reakciot alkalmazott Mallard, antracén jelzémolekula
¢és azido-fCD kapcsolasara, hogy ezzel illékony szerves
vegyliletek  kimutatdsara  hasznalhato ~ kemoszenzort
nyerjen.? Ez a megkozelités viszont nem jart sikerrel,
mivel a klikk-reakci6é soran keletkezd triazol gylrli nem
nyujt elég flexibilitast a rendszernek, igy a CD-iireggel
intramolekularis zarvanykomplexet képez6 antracén nem

helyettesithetd a detektalni kivant célvegyiilettel, ezért nem
kovetkezik be a fentieckben mar emlitett, komplexképzodés
altal gerjesztett emissziés hullamhossz-eltolodas (1.
Abra). A népszerii és gyakran alkalmazott klikk-reakci6
tehat az antracén és a SCD esetében nem alkalmas CD-
alapu molekularis szenzorok eldallitasara, csupan a CD
fluoreszcens jelolésére. CD-alapti szenzorok eldallitasanal
tehat nem a fluorofor—CD kozti kotés hidrolizissel szembeni
stabilitasa, sokkal inkabb a kotés flexibilitasa a f6 szempont.
A xantin-fCD szarmazékok esetében példaul, ha a merev
tiokarbamat-kotés helyett amid- vagy észterkdtésen
keresztiil kapcsoljuk a festékmolekulat a CD-gytiriihoz,
olyan szenzorokat kapunk, melyek a pH fiiggvényében
valtoztatjak fluoreszcencia intenzitasukat.>® Ebben a
spektralis valtozasban a legnagyobb szerepe a CD-hez csatolt
xantin-szarmazékok spirogyiiriivé zarodasanak, illetve
ujboli kinyilasanak van. Az amid kdtésen keresztiil kapcsolt
rodamin B-fCD konjugatum esetében példaul semleges
pH-nal a gytirtizart spirolaktdm forma van jelen, ami nem
mutat fluoreszcencia intenzitast, mig alacsony pH mellett a
nyitott amid forma jelenik meg, ami mar erésen fluoreszkal
(4. Abra). Ennek a pH-érték valtoztatassal ki—be kapcsolhat6
fluoreszcencianak olyan rendszerekben lehet hasznat venni,
ahol fontos a savas kémhatéasu kozeg fluoreszcens kijeldlése
(pl. lizoszomakat célzod gyogyszerhordozok jeldlése). Egy
masik nagy elénye ennek az ujonnan kidolgozott eljarasnak,
hogy a kapcsolas meglehetdsen enyhe koriilmények kozt
vizben, szobahémérsékleten is végbevihetd, raadasul az
Osszes xantin-szarmazékban jelen 1évé karboxil-csoporton
keresztiil torténik, igy konnyen adaptalhaté a mar emlitett
rhodamin B-n kivill egyéb xantinszarmazékok vagy mas
tipusu, karboxil-csoporttal rendelkez6 jelzémolekulak CD-
hez torténd kapcsolasara is.

4. Abra. Fluoreszcensen jeldlt ciklodextrinek elallitisanak és pH-érzékeny szenzorokként torténd alkalmazasanak sematikus abrazolasa.?!

1.3. Fluoreszcensen jelolt ciklodextrin-polimerek
eléallitasa

A CD-polimerek olyan CD-szarmazékok, melyek
molekulanként tobb egymashoz kapcsolt CD-gytrit
tartalmaznak. A gyiriik dsszekapcsolasanak egyik gyakran
alkalmazott modja a térhalositas, melynek kovetkeztében un.
keresztkotott CD-polimerek keletkeznek. Térhalositoszer-
ként tobbféle két- vagy tobbfunkcios reagens alkalmazhato.
Az epiklérhidrinnel keresztkotott CD-polimerek
eléallitdsdnal a megfelelé reakcidparaméterek bedllitasa
(reakcioidd, reakcidelegy toménysége, reagens aranyok)
vizben jol oldodo keresztkotott CD-polimert eredményez,

mely tobb szempontbdl is igéretes gyogyszerhordozo
rendszer. A CD-gytirik kozelsége a polimer molekulan
beliil lehetéséget ad olyan vendégmolekulak hatékony
komplexalasara is, melyek struktarajaban egynél tobb
kotdhely (komplexet képezd egység) szerepel (pl. tolnaftat).
Az ilyen vendégmolekulak esetében a polimerben egymas
kozelségében jelenlévé CDk kooperativ komplexképzése
nagy oldékonysagnovelést és erds asszociaciot biztosit.
A komplexalas utan a lassu disszociacio kdvetkeztében a
hatéanyagok lassabban szabadulnak fel a polimer matrixbol
igy elnyujtott, szabalyozott hatéanyag leadas érheté el.?
Az epiklorhidrinnel keresztkotott CD-polimer a térhalositas
utan tovabb modosithato a CD szabad OH-csoportjainak
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illetve a CD-gytrtik kozotti kotést biztosito glikoléterek OH-
csoportjainak helyettesitésével. Pozitivan és negativan toltott
CD-polimerek is eléallithatok ezaltal, melyeknek olyan
esetekben van jelentdségiik, ahol az ionos kdlcsonhatasok
segitik a zarvanykomplex-képzést. Az epiklorhidrinnel
keresztkdtott CD-polimerek fluoreszeens jeldlésére Malanga
és munkatarsai dolgoztak ki két kiilonféle eljarast.* Az els6
az an. térhaldsitas el6tti (pre-branching) fluoreszcens jel6lés,
melyben a jeldletlen CD és a jeloletlen CD-hez viszonyitva
1%-ban jelen 1évo fluoreszcensen jelolt CD kopolimerizacios
reakcioban adja a jeldlt CD-polimert. (5. Abra)

o\)\/CI . NaOH
—_ .
H;0. 65-70°C

-0

OH
R = H. CH,CHOHCH,

5. Abra. Fluoreszcensen jeldlt ciklodextrin-kopolimer el8allitisanak egyik
lehetséges szintézisutja (térhalositas-elétti jelolés).

A masodik stratégia a térhalositas utani (post-branching)
jelolés. Ennek a szintézisitnak az elsé 1épése a mar
keresztkotott CDk primér oldalanak jodozéasa. A cél a
reakcioban részt vevd CD molekuldk 1%-aban egy primer
OH-csoport jodra cserélése. Masodik 1épésben az 1%-ban
jodozott polimer natrium-aziddal reagal. Végtermékként
azido-CD-polimer keletkezik, ami egy kulcsfontossag
koztitermék, mivel a CD-polimerek modositasanak tobbféle
lehetdségét is magaban hordozza (pozitivan toltott amino-
CD-polimerek eldallitasa, tovabbi modositas klikk-reakcion
keresztiil, stb.). A xantin-szarmazékokkal torténd jeloléshez,
az azido-CD-polimert a 3. 1épésben amino-CD-polimerré
redukaljak a fluoreszcens monomerek eldallitasanal
mar ismertetett katalitikus transzfer hidrogénezéssel.
A fluoreszcens jelzomolekula (xantin-izotiocianatok)
kapcsolasa az utolsd reakcidlépésben piridinben torténik
hozzaadott extra bazis (1,8-diazabiciklo[5.4.0Jundek-7-én
(DBU)) jelenlétében. A fluoreszcensen jelolt, keresztkotott
polimer és az azido-CD-polimer, mint koztitermék is
tovabb modosithatd kiilonféle ionos csoportokkal, igy
mindkét  szintézisuttal  eldallithatéak  fluoreszcensen
jelolt, toltést hordozo polimerek is, amik tovabb bovitik e
gyogyszerhordozo rendszerek felhasznalasi teriiletét.

2. A fluoreszcensen jelolt ciklodextrinek sejtbiologiai
alkalmazasa

A természetes CDk kémiai szerkezetiiknél, hidrofil
jellegiiknél ¢és nagy molekulatomegiiknél fogva nem
képesek keresztiiljutni a bioldgiai membranokon és nem
szivodnak fel a gyomor-bél traktuson keresztiil. Emiatt a
hatéanyag biohasznosulasat fokozo hatasukat egy olyan
mechanizmussal lehet jellemezni, melynek soran a CD
csupan a sejtmembran felszinéig szallitja a hatdanyagot, ahol

ezutan a CD-hatéanyag zarvanykomplex disszocial és csak
a hatéanyag szabad, nem komplexalt formaja jut keresztiil
a lipofil sejtmembranon, mig a CD az extracellularis térben
marad.** Ezzel, a természetes CDk-r6l altalanosan elfogadott
vélekedéssel szemben, metilezett- és 2-hidroxipropil-CD-
szarmazékok esetében patkanyokon elvégzett kisérletek
meglepd modon  végbélen keresztiilli  felszivodast
mutattak, ami arra enged kovetkeztetni, hogy ezek a CD-
szarmazékok kis mértékben képesek felszivodni a végbél
nyalkahartyan keresztiil, tehat atjuthatnak a bélhamsejtek
membranjain.®® Egy masik ok, amiért valdszinisitheto,
hogy a CDk bejutnak a sejtekbe, a HPSCD Nieman-Pick
C (NPC) kezelésében mutatkozd aktivitdsa. E betegek
agysejtjeiben felgylilemlett koleszterin szolubilizacidja és
annak extrakcioja kézenfekvd magyarazatnak tint a HPSCD
hatasara bekovetkezd, kedvezé idegrendszeri valtozasok
értelmezésére. Ez azonban feltételezi a HPSCD jelenlétét
a sejten belill, azaz a vér-agy gaton vald atjutasat. A CDk
fluoreszcens jeldlésével kozvetlen bizonyitékot kaphatunk
ezekre a feltételezésekre, megvalaszolhatéak azok a
nagyon fontos kérdések, miszerint a CD-szarmazékok mint
gyogyszerhordozo rendszerek vagy mint terapias agensek
képesek-e a sejtmembranokon valo atjutasra. Felderithetjiik
az atjutds transzportmechanizmusait, mértékét és a CD-
szarmazék sejten beliili tovabbi sorsat. Nagy segitség ez
az olyan gyogyszerhordozo-rendszerek megtervezésénél
és eloallitasanal, melyeknél a hatéanyag intracellularis
célba juttatdsa a fO kitiizés (transzfekcios agensek, sejten
beliili ¢16skddok célzott elérése), de segithetnek az egyes
CD-szarmazékok terapias vagy éppen toxikus hatasainak
feltérképezésében is. A legelsd ilyen jellegi kisérleteket
polikationos CD-szarmazékokonvégezték, melyeknélaDNS-
val valo er6s asszociacio miatt felmeriilt a CDk transzfekcios
agensként valo alkalmazasanak lehetdsége. Diaz-Moscoso-
nak és munkatarsainak sikeriilt bizonyitania, hogy az altaluk
eléallitott amfifil jellegli lissamine rodamin B-vel jeldlt
polikationos CD-szdrmazékok, tn. CDplexek receptor-
medialt endocitdzissal jutnak at Vero-sejtek membranjain.?’
Par évvel késébb ugyancsak a kationos CD-szarmazékok,
mint DNS-vektorok kapcsan Mourtzis és csoportja kimutatta,
hogy mig a fiziologiads pH-n t6bbszordsen pozitivan toltott
FITC-guanidino-alkilamino-fCD keresztiiljut a HeLa sejtek
membranjain receptor-medialt endocitézissal, a pozitiv
toltést nem hordozé FITC-NH-SCD erre nem képes."
Miillernek €s munkatarsainak sikeriilt kimutatnia FITC-NH-
MepCD receptor medialt endocitézisat HeLa és BHK-21
sejtvonalakon,”® majd Fenyvesinek és csoportjanak szintén
a FITC-NH-MefCD internalizacidjat Caco-2 bélham
sejtekben (1. Kép).?? Az utdbbi kutatocsoport megfigyelései
bizonyitottak a FITC-jelolt HPSCD-r6l és a FITC-jelolt,
keresztkotott fCD-polimerrdl is, hogy ezek a molekulak
is endocitozitozissal jutnak at a Caco-2 sejtmembranokon.
Fluoreszcens paclitaxel (Flutax-1) RBITC-NH-MefCD-
nel alkotott zarvanykomplexén végzett kisérletekkel
sikeriilt megfigyelni a jelolt CD ¢és a paclitaxel szarmazék
sejten beliili ko-lokalizaciojat, ami egyértelmi bizonyitéka
annak, hogy nemcsak a CD-szarmazékok, hanem az
altaluk zarvanykomplexben hordozott vendégmolekula is
bejut a sejtbe endocitotikus Gton. Ez magyarazat lehet a
CD-szarmazékok biohasznosulast noveld hatasara és jol
szemlélteti, hogy a CD-alapu gydgyszerhordozé rendszerek
alkalmasak lehetnek kiilonb6z6 hatdoanyagok intracellularis
célba juttatasara.’
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A fluoreszcens jeloléssel lathatova tett CDk tehat
forradalmasithatjak az in vitro vizsgalatokat és 1j eszkozt
adnak az orvosok, biologusok kezébe. Ez esetben a hasonléan
érzékeny nyomjelzést biztositod radioaktiv-jelzéssel szemben
nincs sziikség sugarvédelmi intézkedésekre. A kérdés, amire
még akozeljovo kutatasainak valaszolnia kell, hogy mennyire
modositja a CDk eredeti tulajdonsagait a nagyméreti,
lipofil fluoreszcens jelzécsoport, mennyiben segiti ennek a
csoportnak a jelenléte esetleg akar a sejtmembranon valod
atjutast.

1. Kép. Transzmissziés elektron mikroszkoppal és konfokalis
mikroszkoppal késziilt felvételek atfedése FITC-SCD-polimerrel kezelt
HeLa sejtekr6l. Jol 1athato a jeldlt ciklodextrin internalizacidja (élénk
szinli aggregatumok a sotét sejtmembranon beliil).
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The “visible” cyclodextrins: Synthesis and cell biological
application of fluorescent-tagged cyclodextrins.

Native cyclodextrins (CDs) don’t adsorb light in the UV-Vis region
(200-800 nm), but they can be converted into spectroscopically
active compounds via modification with a chromophore unit.
Among the chromophores, the group of fluorophores can provide
high detection sensitivity in analytical applications. The low
detection limit combined with the remarkable molecular recognition
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abilities of the cyclodextrin cavity discriminating shape, bulkiness
and polarity of the guest molecules, led to the development
of cyclodextrin based chemosensors for the detection of
spectroscopically inert biologically important molecules (steroids,
alkaloids, etc.). The molecular mechanism behind the sensing
ability of these systems is the change of fluorescence spectra in
the presence of a competitive guest substance (i.e., target analyte).
Besides the improved sensitivity the fluorescent substituent on CDs
also ensures very high resolution in imaging processes, therefore
makes possible the visualization of these molecules in biological
pathways.

CDs can be directly modified with fluorophores in order to visualize
if these versatile molecules may cross the biological barriers (cell
membrane, blood-brain barrier, etc.) and can help to follow their
distribution in living matter. The localization of cyclodextrins in
living organisms using fluorescent probes has a great importance
during the development of CD-containing drug formulations. In the
recent years CycloLab Cyclodextrin R&D Ltd. has been involved
in two international research projects aiming at the development,
characterization and application of CD-based drug delivery systems
to fight against multidrug resistance in cancer and in infectious
diseases. The fluorescent visualization of CDs and CD-based
nanoparticles using sophisticated optical techniques (fluorescent
and confocal microscopy, life time imaging, etc.) is in the focus of
these projects, since it helps to better understand the role of CDs
in the delivery of active substances and their contribution against
resistance mechanisms.

Nowadays CD derivatives are being rediscovered as active
principles (FDA approved Bridion®, activity of 2-hydroxypropyl
f-cyclodextrin in Niemann-Pick type C disease, etc.) and the
same trend can be observed in the case of fluorophore-appended
cyclodextrins, as they are entering the field of photodynamic
therapy where they can be applied as active ingredients. Molecules
with photosensitizing ability (porphyrin derivatives, photodonors
of nitric-oxide free radical, etc.) have been appended covalently
or in a supramolecular fashion to CD which resulted in improved
solubility of the photoactive agent and enhanced singlet-oxygen
or nitric-oxide free radical generation. Rhodamine B labeled
cyclodextrins have been also successfully used in photodynamic
therapy, in order to solubilize and visualize the photosensitizing
agent.

All these above mentioned applications of fluorophore-appended
cyclodextrins require specific, selective chemical modification
of native CDs. In biological applications the most important
requirement for the fluorescent conjugate formation is the stability

of the linkage between the CD and the fluorescent probe against
enzymatic degradation. This stability can be ensured using click
chemistry between azido-cyclodextrins and fluorophores bearing
terminal alkyne functionalities. Another versatile and frequently
used strategy for the fluorescent labeling is through thioureido
bond formation between amino-cyclodextrins and fluorescent dyes
bearing isothiocyanate functional group.

In the chemosensor development on the other hand the most
important factor is the flexibility of the linkage, which allows
changes in the structure of the conjugate. Xanthene dyes were
appended to CDs via ester or amide bridge in order to make the
fluorescence of the obtained molecules possible to be turned on
or off. The switching of the fluorescence is possible through the
formation of non-fluorescent lactones or lactams as the fluorophore
can reversibly cyclize.

Water soluble CD polymers are promising candidates to be used
as targeted drug delivery systems. The CDs fixed into polymeric
structures behave differently from their monomeric counterparts.
The close proximity of the adjacent cavities can enhance their
complexation ability and ensures the strong association with larger
molecules having more than one binding site. These polymers can
also provide additional functionalities in that they can regulate the
release of substances into water-based systems. Because of the
possible biological application of these molecules, their fluorescent
labeling is highly demanded. Encouraged by this fact two different
strategies were recently developed in CycloLab Cyclodextrin
R&D Ltd. for the introduction of fluorescent molecules into
epichlorohydrin cross-linked CD polymer scaffold yielding in
protocols with high reproducibility, versatility and applicability for
various types of fluorescent probes. The main field of application
of fluorescently labeled epichlorohydrin branched CD polymers are
expected to be in cell biology where they can answer many important
questions about the biodistribution of these molecules, but due to
their interesting spectroscopic properties their application can span
from material science to the pure physicochemical investigations.

Modification of parent CDs and CD polymers with fluorophores
therefore offers a great opportunity to visualize these macrocycles
in various biological processes, allows their application as
chemosensors and also gives the possibility to develop sophisticated
supramolecular nanostructures useful for innovative applications
such as photodynamic therapy. All these possible utilizations
of fluorescent-tagged CDs together with different synthetic
strategies for their preparation are reviewed in this communication
highlighting CycloLab Cyclodextrin R&D Ltd.’s and other
research group’s most recent achievements in this burgeoning field
of applied supramolecular chemistry.
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Ciklodextrinekkel segitett uj szennyviz-tisztitasi eljarasok:
a kémcsotol a szennyviztisztito telepig

FENYVESI Eva® és SZENTE Lajos
CycloLab Ciklodextrin Kutato-Fejleszto Laboratorium Kft, Illatos ut 7, 1097 Budapest, Magyarorszag

1. Bevezetés

A ciklodextrinek (CDk) kornyezetvédelmi alkalmazasainak
kutatdsa kb. 40 éve kezdddott. Akkor mertilt fel
elészor, hogy a tipikus talajszennyezd anyagok, pl.
szénhidrogének, policiklikus aromas szénhidrogének
(PAH), poliklorozott bifenilek (PCB), stb. komplexet
képeznek a ciklodextrinekkel és ezt ki lehet hasznalni a
talajok tisztitasaban.! Kézenfekvonek tiint a talajmosasi
eljarasok hatékonysaganak novelése vizes ciklodextrin-
oldatok alkalmazasaval.? Késébb Gruiz Katalin csoportjaval
(Budapesti Mtszaki ¢és Gazdasagtudomanyi Egyetem)
egyiittmikodve szamos talajremediacios technoldgiaban
elényosnek talaltuk a ciklodextrinek alkalmazasat, igy
pl. nétt a bioremediacios® és az in situ kémiai oxidacios
technoldgiak* hatékonysaga. A ciklodextrinek alkalmazasa
a  kockazatalapti  kornyezetmenedzsmentben  feldleli
a talajtisztitasi technologiakon kiviil a talaj-, viz- ¢és
leveg@szennyezettség felmérési modszereinek érzékenyebbé
tételét, a levegd- ¢és viztisztitasi eljarasok hatasfokanak
javitasat is.’

Ma mar tudjuk, hogy a tisztitott szennyviz sem egészen
mentes karos anyagoktol, tartalmazhat biologiai uton nem
lebomlo vegyiileteket, pl. gyogyszermaradvanyokat. A
gyogyszermaradvanyok forrasai:

o a felhasznalt gyogyszerek Kkiliriilése az emberi, allati
szervezetbdl (a fel nem szivodott hatdanyag és a
felszivodott hatdéanyagok metabolitjai);

o a fel nem hasznalt gyogyszerek helytelen kezelése;
e gybgyszergyari szennyvizek.

Tovabbi bioldgiailag nem lebomld szennyezdanyagok, in.
xenobiotikumok a névényvéddszerek, ipari segédanyagok,
mososzerek, kozmetikumok és segédanyagaik, melyek a
talajba és talajvizbe keriilve szennyezik a felszini és felszin
alatti vizeket és néha még az ivovizben is kimutathatok.
Koztik szamos vegylilet rakkeltd, a belsé elvalasztasu
(endokrin) hormonrendszert befolyasolé (hormonhatasu),
immunrendszer-karositd, reprotoxikus anyag, melyek
hosszu tava hatasait ma még nem ismerjiik.%*

Ezeket az anyagokat, mivel rendkiviil kis koncentracioban
vannakjelenavizekben, és csak alegujabb, nagyérzékenységii
analitikai modszerekkel kimutathatdak, ujonnan felmeriilt
mikroszennyez6 anyagoknak nevezziik az angol emerging
micropollutants ~ forditasaként. Ezek  koncentracioja
folyamatosan novekszik az évek soran részben a novekvo
hasznalat miatt, és mert a jelenlegi szennyviztisztitasi
technologiak nem képesek eltavolitasukra. Az eddig
kiprobalt utotisztitasi eljarasok: aktiv szenes megkotés,
forditott ozmozis, esetleg a kettd kombinacioja tovabba az
ultrasziirés is csak részleges megoldast jelent.*!

* Tel.: +36-1-347-6075; fax: +36-1-347-6068; e-mail: fenyvesi.e@cyclolab.hu

A CDk komplexképz6 képessége régota ismert. Ezek a 6, 7
vagy 8 glikéz egységekbdl allo gytrik (a-, B- vagy yCD)
képesek magukba zarni a szerves molekulakat vagy azok
egyes csoportjait, ¢s igy jonnek létre a zarvanykomplexek.
A gyogyszerek koziil kiilondsen sok a zarvanykomplex-
képzésre alkalmas vendégmolekula. Epp ez a széles
kort gyogyszeripari alkalmazas alapja, hiszen a bezart
hatéanyagok sokszor jobban oldédnak, kdonnyebben
felszivodnak, tovabb stabilak maradnak, kevésbé keserii
izliek, stb., mint mas eljarassal formulazva' (lasd
Puskas Istvan cikkét ebben a kiadvanyban).'? Hasonld
elényoket mutattak ki a névényvédo szerek ciklodextrines
komplexalasakor. A ciklodextrinbe zart rovarirtd és
gyomirtd szerek csak nedvesség hatasara szabadulnak fel a
komplexbdl, addig viszont stabilabbak, vizoldékonysaguk
jobb, mint ciklodextrines formulazas nélkiil.’* A kozmetikai
¢és haztartas-vegyipari alap- ¢és segédanyagok koziil is
szamos jo komplexképzot talalunk, melyek CD-be zarva
kevésbé illékonyak és irritaloak, tovabb eltarthatok.

A CDk alkalmazasa a szennyviztisztitasban mar a nyolcvanas
szerves szennyezOanyagainak megkotésére. Mar akkor
vilagos volt, hogy a CD-t rogziteni (immobilizalni) kell
ehhez az alkalmazashoz. Vizoldékonysaganak csokkentésére
vagy cellulézszalak feliiletére kototték vagy Onmagaban
polimerizaltdk  epoxivegyiileteket  (epiklorhidrint  és
diepoxi étereket) alkalmazva kapcsoloszerként.'*!S Ezeket
a fejlesztéseket az ELTE Kémiai Technologia Tanszékén
Zsadon Béla kutatocsoportja végezte a Chinoin Biokémiai
Laboratoriumaval, a Cyclolab elédjével egyiittmiikodve.

Késébb szamos mas immobilizalasi eljarast is kozoltek
az irodalomban, pl. poliuretin-CD polimercket allitottak
el6 diizocianatokkal torténd térhaldsitassal,'® CD-tartalmu
polikarbonat nanoszivacsokat,'” akrilgyantakat'® irtak le.
Polisztirol,” polipropilén,?® poliamin,?' poliészter’?> és
szilika®® feliiletekhez kotottek CD-t kiilonféle eljarasokkal.
A téma fontossagat jelzi, hogy a Nature egyik legutobbi
szamaban cimlapra keriilt egy porézus CD polimer, melyet
egy merev térhalositdszer, tetrafluorotereftalsav-dinitril
alkalmazéasaval nyertek.*

A CD-tartalmt szorbensek eldallitasat és szennyviztisztitasi
alkalmazasi lehetdségeit Osszefoglald munkakbol azonban
vilagosan latszik, hogy a szorbensek legfeljebb néhany
grammos tételben késziiltek és a technologiai modell-
kisérletek is kis 1éptékiiek voltak.>>* Ezért hataroztuk
el, hogy a Nemzeti Technoldgiai Program tdmogatasaval
kidolgozunk egy méretndvelt technologiat ezuttal a mas
modszerekkel nehezen eltavolithatd Gjonnan felmertilt
mikroszennyezd anyagokra koncentralva.”’
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A CDFILTER konzorciumot a 2009-t61 2012-ig tartd
periddusban a CycloLab Kft vezette.”® A konzorcium
tagjai: Organica Technoldgiak Zrt., Bay Zoltan Alkalmazott
Kutatasi Kozalapitvany Anyagtudomanyi és Technologiai
Intézet, Budapesti Miszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem
Alkalmazott Biotechnolégia ¢és  Elelmiszertudomanyi
Tanszék ¢és az Eotvos Lorand Tudomanyegyetem
Természettudomanyi Kar Kérnyezettudomanyi Kooperacios
Kutato Kozpont kutatd-fejleszté csoportjai. A CycloLab
feladata volta CD gyongypolimerek eléallitasa és jellemzése,
tovabba részvétel e gyongypolimerek és az ezeket tartalmazo
szinterelt szlir6lapok tisztitasi hatasfokdnak vizsgalataban
laboratoriumi és féliizemi kisérletekben. Jelen kézleményben
ezen kisérletek eredményeit mutatjuk be.

A laboratoriumi  modellkisérletekben  ciklodextrinnel
komplexet képezd  szinezékeket (metilnarancs  ¢és
fenolftalein) tovabba olyan gyodgyszer-hatdanyagokat
(karbamazepin ¢és diklofenak) és nonilfenol-észtereket
(a mosodszerek alkotorésze) vizsgaltunk, melyek a
hagyomanyos szennyviztisztitdsi technologiaval nem
tavolithatok el. A 2007-ben végzett atfogd nemzetk6zi Duna-
vizsgalatban (JDS2) atlagosan 37 ng/L (Budapestnél 50-
60 ng/L) koncentracidban mutattak ki hangulatjavitd hatast
(antidepresszans) karbamazepint, mint az egyik leginkabb
perzisztens gyogyszer-hatéanyagot.” A 2013-ban végzett
hasonld nemzetkdzi vizsgalatban (JDS3) a karbamazepin
atlagos koncentracioja 26 ng/L  volt* Ez utdbbi
vizsgéalatban metabolitjat, a 10,11-dihidro-10,11-dihidroxi-
karbamazepint is mérték atlag 53 ng/L-t detektalva. A nem-
szteroid gyulladasgatlo diklofenak koncentracidja 1-8 ng/L
tartomanyban valtozott fokozatosan csokkenve a Duna
haladasi iranyaban 2007-ben, mig a 2013-as vizsgalatban
10 ng/L atlagos koncentraciot hataroztak meg. A Duna-
vizsgalat soran 2007-ben néhany mintaban 50 ng/L feletti
koncentracioban mutattak ki nonilfenolt (a mosdszereket
alkot6 feliiletaktiv anyagok részleges lebomlasi termékét),
mig 9 ng/L volt a maximalis koncentracio 2013-ban.

A féliizemi kisérletben 9 hatdéanyag keverékét hasznaltuk:
négyféle nem-szteroid gyulladasgatloszert (ibuprofént,
naproxént, ketoprofént ¢és diklofenakot), 3 hormont
(B-0sztradiolt, etinilosztradiolt és Osztriolt), egy ipari
segédanyagot (biszfenol-A) és koleszterint. A lakossag
korében legnagyobb aggodalmat kivaltd6 hormonok
(6sztradiol és etinildsztradiol) szintje a detektalasi hatar
(5 ng/L) alatt maradt a Duna mintakban a JDS3 vizsgalatban,
csak Osztront mutattak ki pl. Budapestnél 1-2 ng/L
koncentraciéban.** Hormonhatasu anyagok a nonilfenol és a
biszfenol-A is. AJDS3 soran maximum 1,9 mg/L biszfenol-A
volt kimutathat6 néhany mintaban.>

Olyan modell szennyezdanyagokat valasztott tehat a
konzorcium, melyek realis kockazatot jelentenek ¢él6
vizeinkben, pl. a Dundban. Kockazatuk felmérésekor
nemcsak a mért koncentraciokat, hanem hatasaikat és a
felhasznalas mértékét is figyelembe vettiik.’!

A laboratoriumi modellkisérletek soran tobb kérdésre
kerestiink a valaszt. Vizsgaltuk, hogy sziikség van-e a CD
gyurtire, vagy elegendd egy hasonld szénhidrat-polimer.
Tanulmanyoztuk, hogy a harom legismertebb CD féleség
(a-, B- vagy yCD) koziil melyikbdl késziilt gyongypolimer

a leghatékonyabb. Kisérleteket végeztiink arra vonatkozodan,
hogy van-e szerepe a szemcseméretnek. A féliizemi kisérletek
tervezésekor figyelembe vettiik az azéta mashol mar kdzolt
laboratoriumi technoldgiai kisérletek eredményeit.*

2. Ciklodextrin-alapu szorbensek
2.1. A szorbensek eléallitasa

A CD polimereket a korabban leirt eljarassal allitottuk eld
emulziés polimerizacioval lugos kozegben epiklorhidrint és
etilénglikol-bisz(epoxipropil)-étert alkalmazva térhalosito-
szerként (1. abra).*® A gyongypolimerek szerkezeti vazlatat
a 2. abra mutatja, a 3. abra pedig egy mikroszkdopos kép a
termékrol.

HO
O 0 R

R =Hvagy CD

1. Abra A CD térhalésitasanak reakciosémaja.

3. Abra A BCD gyéngypolimerrdl késziilt mikroszképos felvétel.

A gydngypolimereket nagy stirtisegii polietilénbe agyazva
szinterelt sziir6lapok keletkeztek (4. Abra).3*

3.Laboratoriumi modellkisérletek: a gyiirii, az iiregméret
és a szemcseméret szerepe

Laboratoriumi  modellkisérleteket — végeztiink,  hogy
megvizsgaljuk a CD-tartalmi szorbensek legfontosabb
jellemzdinek hatasat szorpcids kapacitasukra.

122. évfolyam, 2-4. szam, 2016.



Magyar Kémiai Folyéirat - Kozlemények 85

4. Abra. 40% BCD gydngypolimert tartalmazo6 szinterelt sziir6lap.
3.1. Tenzid megkotése

Az elsé kisérletsorozatban azt vizsgaltuk, van-e szerepe
a ciklodextrin komplexképz6 képességének. Modell
szennyezbanyagként egy nonilfenil-polietilénoxidot
(C,H,0) CH, 0 (n=9) valasztottunk, ami a mosészerek
egyik komponense és jo komplexképz6 (5. Abra).*
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5. Abra. Nonilfenol-ctoxilat megkétése ciklodextrin polimeren (BCDP)
¢és hasonlo duzzadasfoku linearis dextranbol késziilt polimeren (LDP)
egyensulyi kisérletben (A) és oszlopos kisérletben (B).

A BCD térhalositasaval nyert gyongypolimer (BCDP)
szorpcids képességét hasonlitottuk 0Ossze egy hasonlo
szemcseméret{i, hasonlé duzzadasfokt linearis dextrinbdl
késziilt gyongypolimerével (LDP). Az egyensulyi
izotermdk alapjan egyértelmti a BCDP nagyobb szorpcids
kapacitasa az LDP-hez képest. Az oszlopos kisérletben
az LDP alléfazison valtozatlan koncentracioban folyik at
a tenzid oldat, mig azonos aramlasi sebességet és tenzid
koncentraciot alkalmazva a BCDP gydngypolimer esetén
az attorési térfogat kb. 400 mL. Mindkét kisérlet azt
mutatja, hogy a feliileti adszorpcion kiviil a CD {ireggel

vald kolesonhatasnak, a zarvanykomplex-képzésnek is van
szerepe a megkdtésben.

3.2. Szinezékek és gyogyszer-hatéanyagok megkotése

A szinezék-megkdtési kisérletekben azt vizsgaltuk, hogy a
gylri méretét6l hogyan fiigg a megkotd-képesség. a-, - és
vCD térhaldsitasaval eldallitott, hasonld fizikai sajatsagu
(szemcseméreti és duzzadasfoku) gydngypolimereket
(ACDP, BCDP és GCDP) hasonlitottunk &ssze (6. abra).
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6. Abra. Metilnarancs (A) és fenolftalein (B) megkotése o-, p- és yCD
gyongypolimerekkel (ACDP, BCDP és GCDP, szemcseméret: 0,1-0,3 mm)
(GCDP_L — nagy szemcseméretii (0,3-0,8 mm) yCD gyongypolimer).

A két szinezék koziil a metilnarancs inkabb az aCD-nel, mig
a fenolftalein inkabb a B- és yCD-nel képez komplexet.3¢
Ezt tikrozik a megkotés kinetikai gorbéi a 6. dbran. A
metilnarancs esetén a sorrend: ACDP > BCDP > GCDP,
mig a fenolftalein esetén BCDP ~ GCDP > ACDP kovetve
a komplexek stabilitasat jellemzd asszociacios allandok
sorrendjét. A nagyobb szemcsemérett GCDP-L jelii
minta mindkét esetben kisebb megkotést mutat a kisebb
szemcseméretlt GCDP mintahoz képest.

Hasonlo 0Osszefiiggéseket kaptunk a két gyogyszer-
hatdanyag esetén (7. Abra). A karbamazepin a B- és yCD-
nel Iép kolcsonhatasba, az aCD tiregébe nem illeszkedik
nagy mérete miatt. Ezzel 6sszhangban a megkotés sorrendje
BCDP ~ GCDP > ACDP.

A diklofenak komplexeket sokan vizsgaltak, de alig
talalhato olyan irodalom, ahol a kiilonb6z6 tiregméretti CDk
affinitasat hasonlitottak 0ssze. Zughul és mtsai YCD > BCD
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> aCD sorrendet talaltak.®® Ez nem egyezik a polimerek
megkotési sorrendjével: GCDP > ACDP > BCDP. Ez arra
mutat, hogy az iiregméreten kivill mas paraméterek is
szerepet jatszhatnak.

Mindkét hatéoanyag megkotésekor kedvezétlen volt a
nagyobb szemcseméret.
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7. Abra. Karbamazepin (A) és diklofenak (B) megkétése a-, B- és
yCD gyongypolimerekkel (ACDP, BCDP és GCDP) (GCDP_L — nagy
szemcseméretii (0,3-0,8 mm) yCD gyongypolimer).

4. Megkdtési kisérletek szinterelt sziirékkel
A nagysiriségii polietilénbe agyazott gyongypolimer is

kepes komplexképzésre. A szlirdlapok kapacitdsa aranyos a
beagyazott BCDP-tartalommal (8. Abra).
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8. Abra. Szinterelt sziir6lapok karbamazepin-megkotése a beagyazott
BCDP-tartalom fliggvényében.

Hasonlo dsszefliggéseket tapasztaltak partnereink ibuprofen
megkdotésekor.®* Kimutattak, hogy bar a gydngypolimer
megkotési kapacitasa jelentésen csokken a szintereléssel,
van mod ennek javitdsdra. Példaul, kimoshatd szervetlen
adalékok alkalmazasaval porozus szerkezetli sziir6lapok
jonnek 1étre, melyekben a CD gytiriik jobban hozzaférhetdk
a megkotésre vard szerves mikroszennyezd anyagok
szamara. A szennyezbanyaggal feltdltodott sziirdlapok
etanollal regeneralhatok, és ezaltal nem csokken, hanem
nd a megkotési kapacitas. Valoszintlileg a gyartas folyaman
belekeriilt szerves anyagokat mossuk ki etanollal, igy
aktivaljuk a sziirélapokat.

5. Féliizemi Kisérlet

A CycloLab Kft itt bemutatott laboratdriumi
modellkisérleteinek, tovabba a konzorciumi partnerek
mashol mar k6z6lt kisléptéki kisérleteinek®*34* eredményei
alapjan tervezte meg a konzorcium a féliizemi kisérletet,
melyre az Organica Kornyezetvédelmi Technologiak Zrt.
Telephelyén, Telkiben keriilt sor. A kisérletet az Organica
szakemberei végezték a CycloLabtol szarmazo BCDP
gyongypolimerrel. A mintdkat az ELTE kutatdi elemezték
gazkromatograthoz kapcsolt tomegspektrometriaval .’

Mivel a telki tisztitott szennyviz a szerves mikroszennyezd
anyagok tekintetében idében igen valtozoé Osszetétell, a
féliizemi utdtisztitast célzo kisérletekhez néhany kivalasztott
vegyiilet torzsoldatdnak adagoldsaval biztositottuk, hogy
e vegyiletek az atlagosan tapasztaltaknak megfeleld
koncentracidban jelen legyenek a vizben a féliizemi
kisérletek idején is. Ezért kilencféle szerves mikroszennyezd
anyaggal ~5 nug/L koncentracidban szennyezett, elézetesen
biologiailag tisztitott kommunalis szennyvizzel folytak az
utosziird kisérletek. A 300 L tisztitott, adalékolt szennyvizhez
1 kg BCDP gydngypolimert kevertiink, majd idénkénti
mintavétellel ellendriztiik a viz dsszetételét.

1. Tablazat. Szerves mikroszennyez6 anyagok eltavolitasa adalékolt,
tisztitott szennyvizbol BCDP segitségével féliizemi méretben

Osszetevo Kiindulasi konc.  eltavolitas (%)
(ng/L) Spercutan 48 dra utan

Tbuprofen 5,18 85,5 83,1
Naproxen 4,98 18,1 27,7
Ketoprofen 5,10 19,6 14,7
Biszfenol-A 5,38 95,7 99,4
Diklofenak 9,09 86,9 85,6
p-Osztradiol 5,22 96,8 >99,9
Etinil-6sztradiol 5,15 >99,9 >99,9
Osztriol 5,38 95,9 96,1
Koleszterin 6,09 86,1 91,4

A polimer nagyon hatékony szorbensnek bizonyult, mar
5 perc kontaktid6 alatt kozel 90% ill. e feletti eltavolitast
regisztraltunk a legtobb adalékolt mikroszennyezé anyag
(ibuprofen, biszfenol-A, diklofenak, p-Osztradiol, etinil-
Osztradiol, 6sztriol, koleszterin) esetén (1. Tablazat). A magas
eltavolitasi hatasfok értékek alig valtoztak a megfigyelés
tovabbi id6tartamaban egészen 48 oraig.
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A Ketoprofén esetében tapasztalt az 5 perc utan mérthez
képest kisebb eltavolitasi hatasfok 48 ora utan részben
a meghatarozas pontatlansagaval magyarazhat6 ezen az
alacsony koncentracioszinten, részben pedig azzal, hogy
a kiilonbdzé hatdéanyagok versenyeznek a kdtohelyekeért.
Egyik leszorithatja a masikat, amig az egyensuly kialakul.

6. Osszefoglalas

A tobb Iépcsében végrehajtott méretndvelés sikeresen
bizonyitotta a CD-gyongypolimerek alkalmazhatosagat
tisztitott szennyvizekben maradé mikroszennyez6 anyagok
eltavolitasara. Biologiailag nem lebomld gyogyszer-
hatéanyagok, hormonok, hormon-hatast ipari segédanyagok
gyorsan ¢és nagy kapacitassal megkothetok a CD-alapt
szorbensen. Ma még talan nem gazdasagos ilyen draga
szorbensek alkalmazasa, de a novekvd ivoviz-hiany és a
természetes vizek fokozddd elszennyezddése elébb-utobb
sziikségessé teszi ilyen és ehhez hasonld megoldasok
kifejlesztését.

7. Kisérleti rész
7.1. Anyagok

A CD gyongypolimerek a CycloLab kisérleti termékei.
Szemcseméretiik 0,1-0,3 mm, kivéve a GCDP-L jelt,
melynek szemcsemérete 0,3-0,8 mm. Duzzadasi térfogatuk:
4-5 ml/g. A szinterelt szlir6ket a Bay Zoltan Kozalapitvany
kutatocsoportja allitotta elé nagysiriségii  polietilénbe
agyazva a CD gyongypolimert.’* A linedaris dextrinbdl
késziilt gyongypolimer Sephadex G-25 a svéd Pharmacia cég
terméke. Szemcsemérete 0,1-0,2 mm, duzzadasi térfogata 5
mL/g. A megkotési kisérletekben hasznalt modellanyagokat
a Sigma-Aldrich-tol szereztiik be.

7.2. Modszerek

7.2.1. Tenzid megkotése egyenstlyi szorpcios
kisérletben

Szorpciodsizotermatvettiink felugy,hogy0,4 ggyongypolimert
4 mL 0,01-5% nonilfenil-polietilénoxidot (n=9) tartalmazo
desztillalt vizes oldatban duzzasztottunk kémcsdvekben,
majd razattuk 5 o6ran keresztiil. Eldkisérleteink szerint ez
az id6 elegendd volt az egyensuly eléréséhez. Egy éjszakai
allas utan a feliiltiszot leontottiik és UV spektrofotometrias

V4

ey

7.2.2. Tenzid megkotése atfolyds oszlopos kisérletben

A vizben duzzasztott gyongypolimereket (szaraz tomeg:
0,4 g) tlivegoszlopba toltottik (atméré 0,4 cm, magassag
13-14 cm), majd a kapott gélagyon keresztiil 15 mg/l
koncentracidéju  nonilfenil-polietilénoxid (n=9) oldatot
folyattunk at és 5 mL-es frakcidkban mértiik a tenzid

koncentraciot UV spektrofotométerrel.

7.2.3. Szinezékek és gyégyszer-hatéanyagok
megkotése

Kémcsovekbe mértiink 50 mg gyongypolimert vagy ezt
tartalmaz6 szinterelt sziird darabkat és a modell vegyiilet
vizes oldatat (5 mL), majd allni hagytuk és id6kdzonként

s

s

viszonyitott koncentracio-kiilonbség alapjan szamitottuk.
7.2.4. Féliizemi Kisérlet

A Telki szennyviz-tisztito telep tisztitott, sziirt szennyvizét
hasznaltuk a kisérlethez. 300 L ilyen vizet adalékoltunk a
kivalasztott kilencféle szerves mikroszennyezd anyaggal
(Id. 1. Téblazat) tigy, hogy végsé koncentraciojuk ~ 5
mg/L legyen. A 300 L vizhez 1 kg BCDP gydngypolimert
kevertiink. Az elsé mintavételre a bekeverés utan 5 perccel
keriilt sor.

A mintdkban  maradt szerves  mikroszennyezd
anyag koncentraciokat az ELTE gazkromatografias-
tomegspektrometrias modszerével hataroztak meg.>

Koszonetnyilvanitas

A munkat a CDFILTER (TECH_08-A4/2-2008-0161)
projekt keretében végeztik a Nemzeti Technoldgiai
Program tdmogatasaval. Koszonetet mondunk név
szerint a kovetkezd kutatoknak, fejlesztoknek: Toth
Imre, Kovéacs Robert, Kenyeres Istvan (ORGANICA
Kornyezetvédelmi Technoldgiak Zrt.), Andersen Endre,
Banhegyi Gyorgy, Racz Ilona (Bay Zoltan Alkalmazott
Kutatasi Kozalapitvany Anyagtudomanyi és Technologiai
Intézet), Gruiz Katalin, Molnar Monika (Budapesti
Miszaki ¢és Gazdasagtudomanyi Egyetem Alkalmazott
Biotechnologia és Elelmiszertudomanyi Tanszék), Zaray
Gyula, Barkacs Katalin és Perlné Molnar Ibolya (EGtvos
Lorand Tudomanyegyetem Természettudomanyi Kar
Kornyezettudomanyi Kooperacios Kutaté Kdzpont kutato-
fejlesztd csoportjai).
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CDsare cyclic oligosaccharides consisting of 6, 7 or 8 glucopyranose
units. Their inclusion complex forming ability has been known for
long. They are able to include a large variety of drugs and this is
the reason of the wide applications in the pharmaceutical industry
(see the details in the paper of Dr. Istvan Puskas in this issue).'
The inclusion complexes of pesticides ensure enhanced solubility,
bioavailability, stability, wetting, etc. to the included pesticide
molecule.” Numerous excipients of the cosmetic and household
formulations form also complexes with CDs resulting in reduced
volatility, irritancy and longer durability.'* All these compounds are
proper candidates for sorption on a CD-based filter as a tertiary
treatment in the waste water treatment technology.

The experiments for application of CDs in the waste water
treatment started in Hungary about 40 years ago by the team of
Prof. Béla Zsadon at E&tvos University in collaboration with
the Biochemistry group of Chinoin Pharm. Chem. Works, the
predecessor of CycloLab Ltd. At that time CDs were immobilized
on the surface of cellulose fibers using epoxy compounds such as
epichlorohydrin and diepoxy ethers as coupling agents.'>!¢

Later on several sorbents were published obtained by immobilizing
CDs on various macromolecular surfaces or by crosslinking
various CD derivatives. Recently, the cover paper of Nature
showed a novel porous CD polymer obtained by crosslinking with
terafluoroterephthalic acid-dinitril showing the importance of this
research field.?*

An overview of the literature shows clearly that the sorbents
published so far were prepared in a few grams only and the
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technological experiments remained at the lab scale. Therefore
we decided to develop an up-scaled technology for the removal
of the otherwise hardly removable emerging pollutants. We
organized a consortium (CDFILTER)? headed by CycloLab with
the participation of Organica Environmental Technologies Ltd
(responsible for the pilot scale experiments), Bay Zoltan Applied
Resarch Foundation, Institute of Material Science and Technology
(responsible for the preparation of filter sheets), Budapest
University of Technology and Economics (responsible for the lab
scale technology experiments and ecotoxicological studies) and the
Environmental Cooperation research Center of E6tvos University
(responsible for the chemical analysis). In this work we used CD
immobilized in the form of bead polymer for the sorption of non-
biodegradable model compounds (dyes, drugs and surfactants both
in laboratory and in pilot scale experiments.

CD polymer was compared with a carbohydrate polymer of similar
properties (dextran crosslinked) to see the effect of inclusion
complex formation in the mechanism of sorption. The superiority
of the CD polymer proved the role of the cavities of definite size.

The sorption capacity of a-, - and yCD bead polymers (ACDP,
BCDP and GCDP) of similar and different size was compared
using dyes (methyl orange and phenolphthalein) and model
drugs (carbamazepine and diclofenac). Both carbamazepine
and diclofenac are typical contaminants in surface waters, also
in Danube. As aCD forms complex of the highest stability with
methyl orange the order of ACDP > BCDP > GCDP was found,
while in the case of phenolphthalein BCDP ~ GCDP > ACDP

was obtained following the order of the association constants of
inclusion complexes.

Similar relationships were obtained for the model drugs.
Carbamazepine forms complexes with - and yCD, while it is
too large to be included into the cavity of aCD. The order of the
sorption capacity follows this trend: BCDP ~ GCDP > ACDP. The
association constants of diclofenac CD complexes would predict
the order of yCD > BCD > aCD but we obtained the trend of GCDP
> ACDP > BCDP suggesting that in the case of diclofenac some
other parameters (different from those in connection with inclusion
complexes) might play a role.

Our experiments unambiguously showed that the polymer beads of
enhanced size are less effective sorbents showing the importance of
the specific surface area.

Filter sheets made by sintering the CD polymer beads into ultrahigh
density polyethylene were also effective sorbents. Their sorption
capacity increased proportionally with the embedded CDP content.

In the pilot plant scale experiment 1 kg CD bead polymer was
mixed to 300 L purified waste water spiked with 9 typical
micropollutants (non-steroidal anti-inflammatory drugs, hormones
and hormone-like chemicals) at ~5 ppb level (environmentally
relevant concentration). The GC-MS analysis of the water samples
showed that most of the pollutants were removed from the water in
5 min with >90% efficiency demonstrating the high potential of the
CD-based sorbents in the tertiary waste water purifying step.
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Ciklodextrinek korszeri analitikaja: ciklodextrinre szabott
kromatografias allofazisok fejlesztése

SZEMAN Julianna,” CSABAI Katalin és SOHAJDA Tamés
CycloLab Ciklodextrin Kutato-Fejleszto Laboratorium Kft, Illatos ut 7, 1097 Budapest, Magyarorszag

1. Bevezetés

A ciklodextrinek (CD-k), fdleg a ciklodextrin-szarmazékok
analitikaja sok szempontbol kiilonbozik a gyogyszer-
molekuldk vagy az egyéb szénhidratok vizsgalatatol. Az
alap ciklodextrinek (-, B- és y-CD) viszonylag egyszeriien
vizsgalhatok folyadékkromatografiaval, de CD-szarmazékok
analizise mar bonyolultabb feladat.

Az alap CD-k, féleg a B-CD vizoldhatésaga alacsony,
kémiai modositasaval, pl. hidroxipropil-, szulfobutil-
vagy metil-csoportok beépitésével viszont az oldhatosag
jelentésen novelhetd. A legelterjedtebb hidroxipropil- és
szulfobutil-szarmazékokat ~ elsdsorban  gyogyszeripari
formulazasra, a hatéanyag oldhatosaganak €s stabilitasanak
novelésére, biolodgiai hasznosulas javitdsara hasznaljak.
A CD-szarmazékok egyéb ipari és analitikai felhasznalasa
is jelentds, példaul kiralis adalékként enantiomerek
elvalasztasara is alkalmasak.

A CD-szarmazékok a gyartasi eljarastol fiiggben igen
kiilonbozé atlagos szubsztitucids fokiak és komponens-
eloszlastiak lehetnek, hiszen a [-ciklodextrin gytird 21
hidroxil-csoportja cserélheté ki a kivant-oldallancra. Az
1. abra egy egykomponensii, Gn. “single isomer” CD-
szarmazék, a  heptakis(2,6-di-O-metil)-B-ciklodextrin
(DIMEB) szerkezeti képletét mutatja, ahol minden egyes
gliikkopiranoz egység a 2-es és 6-os helyzetben metilezett,
mig a 3-as helyzetben érintetlen.

7z s
[0 le) o)
OO
< HO - C‘0 >
o 3 N
o]\{o HO CH,
o) CH;, o)
H3C\0 H,C-0 )
OH
OH
o HC
o]
o 0
o on' s on97f Sme
(6]
H3C/0

1. Abra A DIMEB szerkezeti képlete.

A véletlenszerien szubsztitualt CD-szarmazékok szamos
komponenst tartalmaznak, melyek a szubsztituensek
szamaban ¢és helyében kiilonboznek. Az elméletileg
lehetséges Osszetevék szdma igen nagy (2%), ezért
valamennyi komponens elvalasztasa még a legkorszertibb
analitikai modszerekkel sem valdsithato meg, és altalaban

* Tel.: +36-1-347-6074; fax: +36-1-347-6068; e-mail: szeman.j@cyclolab.hu.

nem is cél. Ennek ellenére elengedhetetleniil fontos a
termékek komponens-eloszlasanak jellemzése, a “batch to
batch” reprodukalhatoésag ellenérzése. A véletlenszeriien
szubsztitualt CD-szarmazékok széleskorlien hasznalt,
gyogyszerkonyvbenisjegyzettképviseldia(2-hidroxipropil)-
B-CD (HPBCD) és a szulfobutiléter-B-CD (SBECD).

A CD-szarmazékok jellemzésére a szubsztitucios fokot €s
egyes esetekben a szubsztitiicios mintazatot szokas hasznalni.
A szubsztiticios fok, (angol neve Average Degree of
Substitution, DS), megadja a szubsztituensek atlagos szamat
egy ciklodextrin gylrtin, melyet altaldban NMR-rel lehet
meghatdrozni. Hasznaljadk még pl. a gyogyszerkonyvben,
a molaris szubsztittcids fokot is (Molar Substitution, MS),
amely a szubsztituensek atlagos szama a CD gyird egy
gliikdz egységén.

A szubsztitucids mintazat a szubsztituensek elhelyezkedésére
utal a CD gytirtin, melyrdl elvalasztastechnikai moédszerekkel
kaphatunk informaciot.

A ciklodextrinek ~ és  szarmazékaik = mennyiségi
meghatarozasara  eleinte nem  elvalasztastechnikai
modszereket, hanem pl. spektrofotometriat,

spektrofluorimetriat hasznaltak. Ezek a modszerek a
ciklodextrinek komplexképzd képességén alapulnak. Ilyen
pl. a fenolftalein vagy a metilnarancs szinvaltozasanak
kovetése,'? a naftol fluoreszcencidjanak er6sodése’® a
ciklodextrin koncentracié fliggvényében. Ezekkel a
modszerekkel nem kapunk elég ismeretet a véletlenszertien
helyettesitett CD-szarmazék komponens-dsszetételérdl.

Az elvalasztastechnikai moddszerek (HPLC, CE, TLC,
GC) viszont hasznalhatok a minta komponenseloszlasanak
jellemzésére,  tovabba  bioldgiai  mintdkban  és
készitményekben mennyiségi meghatarozasra is. A
vékonyréteg-kromatografia (TLC) bevalt azonositasra
(gyors, olcsd egyszeril) és reakciok kovetésére. Az ionos
szarmazékok jellemzésére jol alkalmazhatdo a kapillaris
elektroforézis (CE), bar a CD-szarmazékoknak altalaban
nincs UV elnyelése, ezért megfeleld futtatd pufferek
hasznalata sziikséges, melyek segitségével a komplexképzés
eredményeként [étrejové UV jel csokkenése mérhetd
(indirekt detektalas).

HPLC-vel mind az ionos és a nem ionos jellegi CD-
szarmazékok is jol vizsgalhatok. Az UV elnyelés hianya
miatt eleinte torésmutatd (RI) detektort hasznaltak, amely
az alap CD-k esetében ma is megfeleld valasztds. A
véletlenszerlien helyettesitett CD-szarmazékok esetében
a komponensek tulajdonsagai viszont jelentdsen eltérnek,
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a DS wvaltozhat, pl. 1-10 kozott. Konnyen belathato,
hogy azonos olddszertartalommal — izokratikusan — ezen
vegyiiletek tobbsége nem vizsgalhatdo megfeleléen, az Rl
detektor viszont nem hasznalhaté gradiens elicioval. A
fényszorodasos detektor (Evaporative Light Scattering
detector, ELSD) elterjedésével a CD-szarmazékok
vizsgélata jelentds fejlodésnek indult, mivel ez a detektor
gradiens eltcio esetén is alkalmazhatd. Hatranya, hogy a
koncentraci6 — csucsteriilet 9sszefiiggés nem linearis, ezért a
mennyiségi kiértékelés nem mindig egyszerii, mindenképpen
mennyiségi referencia anyagot igényel. Hasznalhatd6 még
korona kisiiléses (CAD), vezetdképességi, amperometrids és
tomegspektometrias detektor is, utobbinak a komponensek
azonositasanal van nagy jelent6sége. Indirekt UV illetve
fluorimetrias detektalas is alkalmazhato a CE-hez hasonléan
megfelelé segédvegyiiletek alkalmazéasaval.*®

Az allofazis kivalasztasakor mérlegelni kell a vizsgalat
céljat, vagyis azt, hogy a komponenseloszlas jellemzésére
vagy mennyiségi meghatarozasra toreksziink-e. A CD-
szarmazeékok vizsgalatara a szubsztituensek mindségétdl
és az analizis céljatol fliiggden féként forditott fazisu
mérémodszerek hasznalatosak. A forditott fazisi modszerek
esetében az apolaris kolcsonhatasok mellett altalaban a
zarvanykomplex-képzés is jelentds szerepet jatszik az
elvalasztasban.

Szamos CD-szarmazék vizsgalatara kielégitd elvalasztast
adnak a kereskedelmi forgalomban kaphat6 C18,
C8 ¢és  fenil-csoporttal —szarmazékolt oszlopok.®” A
sokkomponensti,  véletlenszertien  szubsztitualt CD-
szarmazékok komponenseloszlasat ujjlenyomat
kromatogramokkal jellemezziik. Hasonldo kromatografias
modszerek hasznalhatok az egykomponensii szarmazékok
esetén is a fokomponens melletti szennyez6 komponensek
meghatarozasara.

Az alap szilikagélre amino-, diol- vagy mas alkalmas
csoportot kdtve és nagy acetonitril-tartalmi mozgofazist
alkalmazva, 'jabb, mas szelektivitasi elvalasztasi
modszereket is lehet hasznalni a CD-k kromatografias
vizsgalatara (HILIC modszer).®910

A vizsgalando mintak CD-szarmazék-tartalmat
méretkizarasos kromatografiaval hatarozzuk meg, mivel itt
egy alkalmas oszlopon - a célnak megfeleléen - a mérendd
CD-szarmazék komponensei egyetlen csucsként jelennek
meg, ami lehetGvé teszi a mennyiségi értékelést."!

Az ionos CD-szarmazékok elvalasztasa egy jabb kihivast
jelentett az analitikusok szamara. A sokkomponensii
SBECD jellemzésére forditott fazisti ion-par kromatografiat
illetve anioncserés kromatografiat alkalmaztak sikeresen.'>!?
A célnak megfelel6 HPLC oszlop kivalasztasa a
kereskedelemben kaphatd oszlopok nagy valasztéka
miatt azonban nem egyszerd, illetve bizonyos feladatokra
nehéz a megfeleld allofazist megtalalni, ezért sziikségessé
valt kilonleges allofazisok fejlesztése a ciklodextrinek
vizsgalatara. Ezamunka 2004-ben kezd6dott mega CycloLab
¢s a BST/ChiroQuest Kft. szoros egyiittmiikodésével.

2. Ciklodextrinre szabott kromatografias allofazisok
fejlesztése

2.1. CD-Screen® kromatografias allofazis

Szamitogépes modellezést is felhasznalva olyan allofazisokat
terveztlink, melyeknél a f6 kdlesonhatas a szilikagélre felvitt
funkcioés csoport és a CD kozotti zarvanykomplex-képzés
volt. A szelektivitast noveld masodlagos kolcsonhatasokat
a funkcids csoport szilikagélhez vald kotésére hasznalt
0sszekotd csoport biztositotta. Szdmos potencidlis jelolt
kozil a karbamid-csoporton keresztiilkotott 4-nitrofenil-
csoporttal késziilt all6fazis adta a legjobb eredményeket. A
nitro-csoport elektron-szivé hatasa miatt erés komplexképzés
jott létre, mig a karbamid-csoport hidrogén donor/akceptor
funkcidja a kapott allofazis szelektivitasat novelte.'* Az igy
késziilt oszlopon nem csak a CD szarmazékokrol kaptunk
jellemzo6 kromatogramokat, hanem a bomlasukkor keletkezett
linearis maltooligomerek csoportja is jol elvalaszthatd
volt a fékomponensektdl (2. abra). Tomegspektrometrias
detektalassal a bomlastermékeket sikeriilt azonositani
(3. abra).

ADC1 A ADC1 CHANNEL A (FAARCHIVE\CDPHDATAC DKD427\RAMESTST. D)
mv ]

RAMEB
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150 -
i
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2. Abra. Véletlenszeriien metilezett B-CD (RAMEB) jellemzése ¢és
bomlastermékeinek elvalasztasa CD-Screen oszlopon (Eluens: viz —
acetonitril gradiens elucio, ELS detektalas).

A felhasznalt alap szilikagél kivalasztasa ¢és az
optimalis boritottsdg vizsgalata utan ez az allofazis
keriilt kereskedelmi forgalomba és kapta a CD-
Screen® markanevet. A CD-Screen® oszlop sikeres
terméknek  bizonyult, az eurdpai gyogyszerkdnyv
Hydroxypropylbetadex (HPBCD) monografidban (szdma
1804) 2012-t61 a CD-Screen oszlop haszndlatan alapulo,

Metilezett maltoheptadzok RAMEB

A r"»l
|
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oligomerek / \
J |
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3. Abra. A RAMEB és bomlastermékeinek azonositasa HPLC-MS
méréssel.
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a CycloLab-ban kidolgozott modszert irja el6 a maradék
B-CD ¢és egyéb CD-tdl fiiggd szennyezések vizsgalatara
(4. abra).”

HPBCD DS=1

CD-filiggd
szennye-
zok

T T T T
2 s )] L} s L1 s

4. Abra. HPBCD kromatogramja az eurdpai gyogyszer-knyvben leirt
modszerrel vizsgalva.

A CD-Screen® oszlopon ionos vegyiileteket is sikerrel
vizsgaltunk (5. és 6. abra).
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5. Abra. Karboximetilezett 6-monodeoxi, 6-monoamino-B-CD sarzsok
Gsszehasonlito vizsgalata CD-Screen® oszlopon.

A CD-Screen® oszlopon megfelelé oldoszer-gradiens
programot hasznalva a sokkomponensti CD-szarmazékok
mennyiségi meghatarozdsa is megoldhaté Un. ,one-
peak” modszerrel. Klinikai vizsgalatok folytak a
HPBCD hatasossaganak bizonyitasaira Niemann-Pick
betegségben szenvedd gyermekek kezelésében, melynek
soran sziikségessé¢ valt a HPBCD mérése a gerincveldi
folyadékban (liquor). Kidolgoztunk egy olyan modszert,
amellyel a HPBCD mennyiségét meg tudtuk hatarozni
igen alacsony koncentracio-szinteken ezekben a biologiai
mintakban'® (7. abra). Az ELS detektor alkalmazasa miatt
azonban fontos megjegyezni, hogy csak abban az esetben
kapunk pontos eredményt, ha a kalibracidhoz ugyanazt a
HPBCD-t hasznaljuk, amivel a kezelés tortént.
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6. Abra. SBECD lehetséges szennyez$ komponenseinek vizsgalata CD-
Screen® oszlopon.

HPBCD

—— Minta

---- Kontrol liquor

7. Abra. HPBCD meghatirozasa gerincvel6i folyadékban ,,one-peak”
modszer hasznalataval.

A gradiens valtoztatasaval bizonyitottuk, hogy a detektalt
anyag ugyanolyan komponenseloszlasu, mint amit a
kezeléshez hasznaltak (8. abra).
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8. Abra. HPBCD komponenseloszlasanak dsszehasonlitasa a gerincvel8i
folyadékban mérve és a kezeléskor hasznalt anyagban.

Az analitikai célra hasznalhaté 3 és 5 pum szemcseméretii
kromatografias allofazison kiviil preparativ toltetet is
eléallitottunk, mely alkalmas kiilonb6zd szubsztiticios
foku frakciok elvalasztasara pl. HPBCD-b6l vagy RAMEB-
bél, illetve izomer/homoldg szennyez6 komponensek
elvalasztasara az  egykomponensii =~ CD-szarmazékok
esetében.

2.2. CD-Screen®-IEC kromatografias allofazis

Bar a fenti példak mutatjak, hogy a CD-Screen® oszloppal
bizonyos feladatok megoldhatdk, elkezd6dott egy ujabb
allofazis fejlesztése, mely a komplexképzd és az ion-
cserés kolcsonhatast hasznalja az ionos CD-szarmazékok
vizsgalatara. Az elsé ilyen allofazist Varga Gabor®
(ChiroQuest Kft) allitotta elé 2012-ben. A szilikagélre kotott
dimetilamino-fenil-csoport (CD-Screen-DAP) lehetdvé tette
a szulfobutiléter-p-ciklodextrin (SBECD) komponenseinek
szubsztiticios fok szerinti elvalasztasat. Emellett a maradék
B-CD, illetve a szintézis soran keletkezé szennyezések
(hidroxibutanszulfonsav-HBSA és ennek dimerje - DBSA)
mennyisége is meghatarozhatdé volt. (Az SBECD USP
monografia két kiilonbdzé modszerrel vizsgaltatja ezeket
a jellemzoket.) Az allofazis eldallitdsakor hasznalt reagens
azonban rendkiviil mérgez0, ezért kisérletek kezdddtek egyéb
reagensek alkalmazasaval hasonld szelektivitasu allofazisok
készitésére. Az 10j funkcids csoportok kivalasztasanak
szempontjai a kovetkezok voltak:
—  afunkcids csoport pK értéke;
— aromas gyuriit tartalmazo funkcids csoport jelenléte
a ciklodextrinnel vald zarvanykomplex-képzéshez;
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—  kevéssé veszélyes, konnyen beszerezhetd reagensek
hasznalata.
A megvizsgalt funkcids csoportok koziil a ((4-dimetilamino)
aril)alkil-vegytilettel késziilt oszlopon kaptuk a legjobb
elvalasztast (CD-Screen®-1EC), sikeriilt az eredeti, CD-
Screen-DAP oszlop szelektivitasat elérni'” (9. abra).

DS6
DS7

DSS
DS8

-
= v
a

Szennyezd6k

DS9

DS10

9. Abra. SBECD komponenseinek elvalasztisa DS szerint és a
szintézisbdl ered6 szennyezbinek vizsgalata CD-Screen® -IEC oszlopon.

A kapillaris elektroforézisben kiralis elvalasztasra az ionos
- féleg az izomertiszta (single isomer) - CD-szarmazékok a
leggyakrabban hasznalt adalékanyagok. Ennek megfeleléen
rendkiviil fontos ezek szintézisének kdvetése, a végtermék
tisztasaganak meghatarozasa és stabilitasuk vizsgélata. Vigh
Gyula és munkatarsai kifejlesztettek egy vegyiiletcsaladot,
melynek tagjai a CD gyiri Osszes 6-os helyzeti OH-
csoportja helyett szulfat-csoportot tartalmaznak.'®!*2 A
CD-Screen®-1EC oszlop jol alkalmazhatd ezen vegyiiletek
vizsgalatara is. A 10. abran lathatd, hogy a nem megfelel
kortilmények kozott tarolt heptakis(2,3-dihidroxi-6-szulfat)-
B-ciklodextrin ~ (H-diOHS-BCD)  bomlastermékei ol
elvalaszthatok a fokomponenstdl.
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Tisztitott H-diOHS-BCD |

------- Bomlastermékeket tartalmazo
1 H-diOHS-BCD
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10. Abra. Tisztitott és bomlastermékeket tartalmazo H-diOHS-BCD
mintak vizsgalata.

3. Osszefoglalas

Nagyfoku valtozékonysaguknak és szerkezeti sajatsagaiknak
koszonhetéen a ciklodextrinek helyes analitikaja még
napjainkban is kihivast jelent a szakemberek szamara.
Szarmazéktol és céltol fiiggben szinte barmely miiszeres
analitikai technika alkalmas lehet a ciklodextrinek
vizsgalatara bizonyos nézépontbol, teljes jellemzésiik
azonban csak ezek kombinacidjaval érhetd el. A CycloLab és
a ChiroQuest Kft. kifejlesztett két folyadék-kromatografias
allofazist a ciklodextrinek elemzésére. A cikkben bemutatott
példak bizonyitjdk a CD-Screen® markanevii termékek

hasznalhatosagat, amit az is alatimaszt, hogy az eurdpai
gyogyszerkonyv 1804-es szaml monografiaja a CD-Screen®
oszlopot adja meg a HPBCD szennyezéinek vizsgalatara. A
CD-Screen® termékeket jelenleg (a feltalalod, Varga Gabor
sajnalatosan korai halala miatt) a Bio-Sol-Dex Kft. allitja elé
¢és forgalmazza (www.cd-screen.com).
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A cikkben szerepl6 anyagok roviditései:

CD Ciklodextrin

BCD B-ciklodextrin

DIMEB heptakis(2,6-di-O-metil)-f-ciklodextrin

DBSA hidroxibutanszulfonsav dimer

HBSA hidroxibutanszulfonsav

H-diOHS-BCD  heptakis(2,3-dihidroxi-6-szulfat)-
B-ciklodextrin

HPBCD (2-hidroxipropil)-p-ciklodextrin

RAMEB Véletlenszerlien metilezett f-ciklodextrin

SBECD szulfobutiléter-B-ciklodextrin
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State of art analysis of cyclodextrins: development of tailor-
made stationary phases specifically designed for cyclodextrin
analysis

The analytical investigation of cyclodextrins (CDs) has a long
and prosperous history. Several challenges arise during the
investigation of this carbohydrate family including the lack of
characteristic UV absorbance (in the majority of cases), potential
interactions with matrix and background components (eluents,
buffers), and interference with analytical reagents and interaction
with column surface. Since most of the CD derivatives are not
single isomers, but rather statistically substituted substances which
consist of large number of isomers/homologues, sophisticated
methods are necessary to be developed for the characterization of
these multicomponent CD derivatives and for their quantitative
determination in biological fluids.

Over the last 50 years, several analytical methods have been
developed, each focusing on different aspects of the CD analysis.
The traditional analysis of CDs was carried out by iodometry and
TLC methods, supported by non-chromatographic methods using
the specificity differences in color modification of certain dyes. TLC
methods have been applied for identification and purity analysis
for several years for both parent and derivatized CDs, and are still
considered cost-effective tools to follow reactions. Average degree
of substitution (DS) and identification is frequently studied by
nuclear magnetic resonance (NMR) and mass spectrometry (MS).
Capillary electrophoresis (CE) provides valuable information on
the DS and peak distribution pattern of charged CD derivatives.

Considering all options, HPLC is still the most useful tool to
characterize CDs. Of course, HPLC methods are evolving as well,
and different approaches are suitable for different aspects of the
analysis. Refractive index (RI) detectors and common columns
(RP18 and RPS8, HILIC and phenol and amino bonded phases)
are well suited for investigating parent CDs and several other
derivatives, while their use is discouraged for the analysis of
multicomponent CD mixtures due to the limitation to use isocratic
elution. The introduction of evaporative light scattering detector
(ELSD), a universal detection system compatible with gradient
elution, a new era in the analysis of CD derivatives, resulting in
remarkable improvement in the HPLC analysis of CD derivatives.
Since the use of gradient elution is necessary for good separation
of the components (or component groups) in case of statistically
substituted CD derivatives, the routine RI detection could be
omitted making ELSD the dominating and highly recommended
detection method of CD analysis ever since. The main drawback
is that the detection has non-linear characteristics. Besides ELSD,
Corona Charged Aerosol detector (CAD) as well as NQAD
Aecrosol detector (with Water-based Condensation Particle Counter
technology) are well suited for HPLC analysis of CDs and CD
derivatives.

When selecting the proper stationary phase, the aim of the analysis
- characterization of component distribution, quantity of the CD or
CD derivative, determination of the impurity profile - should be
considered. Mainly reversed phase columns are used, such as C18,
C8 or phenyl columns perform well because in addition to the apolar
interactions also the inclusion complex formation plays a role in the
mechanism of the separation. Further stationary phases obtained
by bonding amino-, diol-or other suitable functional groups to the
silica were also successfully applied in the chromatographic study
of CDs (HILIC method).

The analysis of the ionic CD derivatives is challenging. For the
characterization of the multicomponent SBECD reversed phase
anion exchange chromatography was used.

The issues and uncertainties with the column selection for the
analysis of CD derivatives drew the need for the development of
tailor-made, novel stationary phases. Several aromatic groups as
potential guests for CDs were covalently bonded on the silica gel
matrix and the separation properties of the prepared columns were
evaluated with various CDs. Inclusion complex formation between
the selector groups of the stationary phase and CDs plays dominant
role in the retention mechanism. The N-(4-nitrophenyl)-carbamide
bonded silica gel stationary phase (CD-Screen®) was selected as the
most effective column for the analysis of CD derivatives resulting
in a special selectivity. The usefulness of the new stationary phase
was demonstrated via the characterization of various statistically
substituted CD derivatives and batch-to-batch analysis (Figures 4,
5, 8). This column is applied in the EP monograph for the analysis
of related substances (practically the residual f-CD and any CD
related impurity) in (2-hydroxypropyl)-B-CD (Figure 4). Besides
enabling characterization of CD derivatives, the most remarkable
property of CD-Screen® stationary phases is the suitability to
follow the degradation of CDs (Figures 2, 6). The columns are
also efficient to develop CD assay methods in biological samples
(Figure 7).

Recently, a prototype of a novel CD-Screen® stationary phases,
CD-Screen-DAP (dimethylamino phenyl bonded silica) was
designed based on the combination of ion-exchange and
inclusion phenomenon for the analysis of anionic CD derivatives
enabling baseline separation of sulfobutyl ether-p-CD (SBECD)
components. After optimizing the column chemistry, the CD-
Screen®-IEC column with (4-dimethylamino)aryl)alkyl functions
was commercialized. Besides SBECD fractions, the starting
material BCD and several by-products of the synthesis (HBSA,
DBSA) were separated as well in a single run (Figure 9). The
column was also found suitable for the determination of impurity
profile of single isomer CD derivatives (Figure 10).
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A metabotrop glutaminsav receptor 5 negativ allosztérikus
modulatorainak kutatasa

DOMANY Gyérgy,” GALAMBOS Jénos és GAL Krisztina
Richter Gedeon Nyrt., Kutatasi igazgatosag, Gyomroi ut 19-21, 1103 Budapest, Magyarorszag

1. Bevezetés

A glutaminsav az emlésok kozponti idegrendszerében
izgatd neurotranszmitterként jatszik fontos szerepet.
Kotédik a neuronokhoz, és bizonyos sejtfelszini recepto-
rokat aktival. Ezek a receptorok a receptor-fehérjék
szerkezeti jellemzdi alapjan két nagy csoportba sorolhatok,
az ionotrdp és a metabotrop glutaminsav receptorok kozé.
A metabotrop glutaminsav receptorok (mGluR) csaladja
nyolc G-fehérjéhez kotott receptorbol all, amelyek harom
csoportba sorolhatok aminosav szekvencia homologigjuk,
az effektorhoz vald kapcsolodasuk ¢és farmakologidjuk
alapjan. Az els6 csoportba tartozik a mGIuR1 és az mGluRS
receptor, amelyek pozitivan kapcsoltak a foszfolipaz C-hez,

X

»
H3c” N

Vi

H3C

5

dipraglurant

1. Abra. mGIuRS5 negativ allosztérikus moduldtorok.

A kozelmult felfedezései ugyancsak azt sugalljak, hogy
a mGIuRS receptorra haté anyagoknak fontos szerepiik
lehet a szorongéds oldasdban. Az irodalom szerint az
mGIuRS5 receptor elsd szelektiv negativ allosztérikus
modulatoranak (NAM), az MPEP jelt anyagnak (1), széles
és potens anxiolitikum-szer(i hatasa van a szorongas ragcsalo
modelljeiban.” A hatas kialakuldasa gyors, és szemben
a benzodiazepinekkel, nem észlelheté szedacido vagy
pszichotomimetikus hatas.!” Még a metabotrop glutaminsav
receptor altipusok klonozasa elott kiprobaltdk a nem-

“e-mail: gy.domany@richter.hu

a masodik csoportot alkotd mGIuR2 és mGluR3, illetve a
harmadik csoportba sorolhatdé mGluR4, mGIluR6, mGIuR7
és mGIluRS8 receptorok negativan kapcsoltak az adenilat
ciklazhoz.! Nagy mennyiségii preklinikai adatot publikaltak
mGIluRS5 ,knock-out” egerekrdl és mGluRS5 antagonistak
hatasarol, amelyek arra utalnak, hogy az mGIluRS5 receptor
fontos terapias célpont lehet szamos kdzponti idegrendszeri
betegség és tiinet esetén, mint példaul a szorongas,® a
fajdalom,? a depresszio,* az epilepszia,’ a neurodegeneracio,®
a Parkinson kor’ és a kokain fiiggdség.® Jelentds kielégitetlen
orvosi igény van 1j szorongasgatlok irant, amelyek gyorsan
enyhitik a tiineteket, ¢és nincsenek (benzodiazepin-szerti)
mellékhatasaik.
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O
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benzodiazepin szerkezetil, szorongasgatld hatast fenobamot
(2) kettos vak, placebo kontrollalt klinikai vizsgalatban, ahol
is a benzodiazepinekhez hasonlo hatékonysagot mutatott."
A Roche kutatéi pedig 2005-ben kimutattak, hogy a MPEP-
hez hasonl6an a fenobam is negativ allosztérikus modulatora
az mGluR5-nek,'? és ezzel klinikai bizonyitékot szolgaltattak
arra, hogy a mGluRS miikddésének modositasaval a
szorongas kezelhetd. Ezt kdvetden szamos gyogyszergyar
inditott el mGIluR5 NAM kutatasokat.!* Tobbek kozott a
mavoglurant (3), a basimglurant (4) ¢és a dipraglurant (5)
keriilt kettes vagy harmas fazisa klinikai vizsgalatokra.'
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Amikor elinditottuk sajat mGIluRS negativ allosztérikus
modulator programunkat a vallalati molekulatar nagy
ateresztOképességli sziirésével (HTS) kerestiink uj kémiai
kiindulasi pontokat (hit). Tobb igéretes szerkezet koziil
négy vegyiiletcsalad — oxadiazolok/tetrazolok, karbamoil-
oximok, tienopiridinek ¢és 3-arilszulfonil-kinolinok —
alaposabb vizsgalatadt hatdroztuk el. A kémiai kiindulési
pontokbol vezérmolekulakat (lead) fejlesztettiink ki (hit-to-
lead), majd ezeket optimalizaltuk. A 3-arilszulfokinolinok
esetében a vezérmolekula optimalizalasa klinikai kandida-
tust eredményezett.

2. Oxadiazolok és tetrazolok'’

A nagy ateresztOképességl szlirés soran bukkantunk a 6 jelti
vegyiiletre, melynek kotédése a patkany mGluS receptor
allosztérikus (MPEP) kotShelyéhez (K)'® igéretes volt.
Elhataroztuk, hogy megvizsgaljuk az aromas gytrli

< N—O

6
rmGluRS pKi: 6.69

2. Abra. Az elsd HTS talélat.

szubsztituens-mintazatanak, a kozponti heterociklusnak, a
telitett heterociklusnak és a telitett heterociklus nitrogénjén
levé acil csoportnak a szerepét a hatékonysag valtozasaban.
Az 1. Reakcidéséman lathatd modon eldallitottunk 656
analogot majd megmértiik affinitadsukat a mGluS5 receptorhoz.
A leghatékonyabb oxadiazolokat az 1. Tablazatban soroltuk
fel.
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ahol X =3-Cl, 3-CH,, 3-CN, 3-CH,0, 3-CF,, 3,4-di-CH,, 3,4-di-CH,0; Z = -CH,-, -CH,-CH,-, -S-.
Reagensek ¢s reakciokoriilmények: i: hidroxilamin hidroklorid, K,CO,, MeOH, szobah8mérséklet, 3 ora, 90%; ii: N-Boc-pipekolinsav, vagy N-Boc-
nipekotinsav, vagy N-Boc-prolin, vagy N-Boc-tioprolin, klérhangyasav-izobutil-észter, N-metil-morfolin, DMF, 0 °C, 30 perc, majd tetrabutilammoénium-
fluorid, 0 °C, 3 6ra, 60%s; iii: HCI, EtOAc, szobah6fok, 3 6ra, 50-70%; iv: RCOOH, EDC, TEA, CH,Cl,, szobahéfok, 20 6ra, parhuzamos szintézis.

1. Reakcioséma. Az oxadiazol molekulatar elGallitasa.

1. Tablazat. A leghatékonyabb oxadiazolok

X %sz

- R PK;
Ry
- S
11a 3-Cl 4-tiazolidinil 5 @/ CHs 7,08
- S
11b 3-Cl 2-pirrolidinil 5@/ CHs 6,91
11c 3-Me 2-piperidinil g\g 6,90
- S
11d 3-Me 2-pirrolidinil 5 @/ CH3 6,84
11e 3-MeO 2-piperidinil ;5\@ 6,74
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Mivel az elézetes vizsgalatok arra utaltak, hogy kodzponti
heterociklusként a tetrazol hatékonyabb anyagokat
szolgaltat, mint a fentebb targyal oxadiazolok, egy 619 tagu,

7
HOOC—-L - oHCc-L
1
k}ﬁ) R x}ﬁ)
Boc Boc
12 13

17

\E\;}b{ié N\}()
(A G S

kozponti tetrazolt tartalmazo és megfeleld tisztasag (>85%)
molekula-konyvtarat allitottunk elé a 2. Reakcidséma
szerint.

- /*( )
Y

15

ahol X =3-Cl, 3-CH,, 3-CN, 3-CH,0, 3-CF,, 3,4-di-CH,, 3,4-di-CH,0;

7 =-CH,-,-CH,-CH-, -S-.

Reagensek és reakciokoriilmények: i: a, N,O-dimetilhidroxilamin hidroklorid, DIPEA, DCC, DMAP, 0 °C, 30 perc, majd szobahémérséklet, 3 ora, 85%; b,
LAH, THE, 0 °C, 10 perc, 90%; ii: p-toluolszulfonsavhidrazid, etanol, 25 °C, 30 perc, 90%; iii: kiilon elkészitett arildiazonium-klorid vizes oldata, NaOH,
vizes etanol, 0 °C, 30 perc, majd 25 °C, 1 6ra, 60%; iv: sosavas etilacetat, szobahdfok, 3 éra, 80-90%; RCOOH, EDC, TEA, CH,Cl,, szobahéfok, 20 6ra,

parhuzamos szintézis.

2. Reakcioséma. A tetrazol molekulatar elallitasa.

2. Tablazat. A leghatékonyabb tetrazolok

X %&W
17a 3-Cl 2-piperidinil
17b 3-Me 2-piperidinil
17¢ 3-Cl 2-piperidinil
17d 3-Cl 2-piperidinil
17¢ 3-Cl 2-pirrolidinil

A nagyszamu analogot eredményezd szintetikus kampany
0j ismereteket eredményezett a kémiai szerkezet és a
biologiai hatas (SAR) Osszefiiggésekrol, de nem sikeriilt
sem a vezérmolekulak hatasat jelentésen meghaladni, sem
az anyagok metabolikus stabilitasat elfogadhatd szintre
emelni. Ezért az ebben a korben végzett munkat lezartuk és
figyelmiinket a masodik HTS talalat, a 18 jelii anyag felé
forditottuk.

3. Karbamoiloximok'’

A HTS kampany soran azonositott kovetkez0 igéretes anyag
a 18 jelti E-karbamoiloxim volt. Egy masik abrazolasmoddal
(18%), melynek létjogosultsagat a potencialisan kialakuld
hidrogén hid valdszinisiti, 18 meglepd hasonlosagot
mutatott az elézdekben targyalt 6-tal, ezért a szerkezet/hatas
Osszefiiggések vizsgalata soran eldnyben részesitettiik az
oxadiazolok/tetrazolok optimalizalasakor hasznosnak talalt
helyettesitoket.
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oS d
H o
18 18
rmGluRS5 pK;: 6,98
3. Abra. A masodik HTS talalat.
Az 0j karbamoiloximokat a 3. Abran lathaté reakcidséma reakcidjaval, vagy egy aliciklusos keton és egy (hetero)
szerint szintetizaltuk. A kiindulési ketonokat (19) vagy egy aromas aldehid kondenzacidjaval, és az azt kovetd katalitikus
aliciklusos keton és egy telitett N-heterociklus Mannich redukcidval allitottuk eld.
X1
X1 X1
)
0 i HO/N\ X2 NCO i Q\N/I{ N n
—_— -
n o X3 P
19 20 21 22

ahol X, = aromds karbo- vagy heterociklus;
X, = alkil, alkoxi, halogén stb.
n=0vagy 1l
Reagensek ¢és reakciokoriilmények: i: hidroxilamin hidroklorid, NaOAc, MeOH, viz, 45 °C, 2-8 6ra, majd a Z ¢és E izomerek elvélasztasa, 50-80%; ii:
CH,Cl,, szobahdmérséklet, 6-24 6ra, 40-70 %.

3. Reakcioséma. Karbamoiloximok eldallitasa.

altalaban kevésbé hatékony anyagokhoz vezetett. Az aromas

</Nj A karbamoiloxim rész és a ciklohexdn gylirti modositasa
N gylrQ helyettesitése a harmas pozicidban — a oxadiazol/
tetrazol sorhoz hasonloan — javitotta az affinitast (22a). 22a

esetében megvizsgaltuk, hogy melyik enantiomer hordozza

- a hatast, és azt talaltuk, hogy (+)-22a a hatas hordozodja
(rmGluRS5 pK.: 8,05), mig (-)-22a gyakorlatilag hatastalan.

Tovabbi hatasjavulast értiink el ha az imidazol gytirtit mas

22a heterociklusokkal helyettesitettiik (22b, 22¢).

rmGIluRS pK;: 7,97

4. Abra: A 22a képlete.
~ 7N
— o

H H
Q\N’ N=' Q\N’ N=

/ /
cf 0 cf P

o o
22b 22¢
rmGluRS pK;: 8,04 rmGluRS pK;: 8,47

5. Abra. A leghatékonyabb karbamoiloximok.
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Mig 18 szerkezetének alkalmas valtoztatasaval sikeriilt az
anyagok hatékonysagat jelentésen nodvelni, metabolikus
labilitasukon, €s egyes esetekben CYP450 enzim gatlo
hatasukon nem tudtunk javitani. Igy ezt a kemotipust is
felretettiik, és a kovetkezd HTS talalat, a 23 jelli tienopiridin
szerkezetének szisztematikus modositasaba fogtunk.

4. Tieno[2,3-b]piridinek'® '

rmGlIuRS5 pK;: 6.46

6. Abra. A harmadik HTS talalat.

rmGluRS5 pK;: 7,08

7. Abra. A -COCH,- csoport €s a -SO,- csoport bioizosztéridja.

cal
R3 Ry
(o] R4 (0]
DS D= -
\
N S RS N S Ry
cl
26a 26

rmGIuRS pK;: 7,91

8. Abra. Az (ij vezérmolekula.

A tienopiridinek reprezentativ képviseldjének, 23-nak
azonban a mérsékelt, de biztatd hatasadatai mellett tobb
elénytelen tulajdonsaga is volt, mint példaul a magas
lipofili-tas, a gyenge oldhatosag és a rossz metabolikus stabi-
litas. Modellvegyiiletek el6allitasaval ¢és tulajdonsagaik
mérésével megallapitottuk, hogy a hatashoz feltétleniil
sziikség van a tienopiridin piridin gytirtijére, a tienopiridin
3-as fenil csoportjara, és 2-es szénatomhoz kapcsolddd
keto csoportra. 23 alkalmas kémiai modositasai soran
a hatékonysagot sikeriilt javitanunk (példaul 24), de
a metabolikus stabilitds tovabbra is elfogadhatatlanul
alacsony maradt. A probléma megoldasdhoz az oOtletet
egy kovetkezd HTS taldlat, a 25 jeli anyag adta.

Feltételeztiikk, hogy tienopiridin (24) és a kinolin (25)
gyliriirendszer egymas bioizosztérjei lehetnek, és a 24 jell

ey

s

csokkenése nélkiil. Az eredmény a 26a jelli szarmazék lett.

)
N o] 0]
NgZ
A 5\©[Cﬁ3
=
N CH3
25

rmGluRS5 pK;: 7,17

Ez az anyag volt az addig eléallitott leghatékonyabb
tienopiridin szarmazék, amelynek bar szamos hatranyos
fizikokémiai tulajdonsaga volt, érdemesnek latszott
a tovabbi optimalizalasra. Mivel a Vogel tesztben — a
szorongas egy preklinikai in vivo modeljében® — 40 mg/
kg dozisban szignifikans hatast mutatott, a tovabbiakban ezt
tekintettiik vezérmolekulanknak, és programot dolgoztunk
ki az optimalis R, — R, helyettesité mintazat azonositasara a
26 altalanos képlettel jellemezhetd vegyiiletek korében. A 4.
Reakcioséman lathatd négy szintézisut vezetett a 26 altalanos
képleti anyagok kiilonb6z6 képviseldinek megfeleld 31,
35, 39 és 41 altalanos képlettel jellemezhet6 0j tieno[2,3-5]
piridin szarmazékokhoz.
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ahol R,: alkalmasan helyettesitett aril, hetaril, alkil,

R,: alkalmasan helyettesitett aril, hetaril,

R,: F, OH, OMe, NH,, NMe,

R,: F, Cl, NH,, NH-SO,-Me

R.: F, Cl, OH, OMe, NH,, NMe,

Reagensek és reakciokoriilmények: i: tiokarbamid, 50% viz/50% EtOH, reftux, 4 éra, 90%; ii: CI-CH,-SO,-R , NaOMe, DMF, 70-100 °C, 1-2 éra, 60-80%;
iii: CuBr,, t-Bu nitrit, MeCN, 60-80 °C, 1-2 ¢ra, 50-70%; iv: R,-B(OH),, Na,CO,, 40-50% toluol/50-60% EtOH, Pd(PPh,),, 70-110 °C, 1-2 éra, 50-70%; v:
3-klor-perbenzoesav, CHCL,, 0-25°C, 1-3 nap, 80-90%; vi: POCI,, DMF, 60 °C, 3 6ra, 30-50%; vii: ha R, = F: KF, DMF, 140 °C, 2 nap, 20-30%; ha R, =
OMe: NaOMe, MeOH, reflux, 4 6ra, 50-70%; ha R, = OH: NaOAc, ecetsav, 100°C, 2 nap, 30-40%; ha R, = NH,: NaNST 105 °C, 5 6ra, aztén NaBH,, MeOH,
szobahéfok, 1 nap, 50-60%; ha R, = NMe,: HNMe,, DMF, 250 °C, mikrohullamu reaktor, 10 perc, 20-30%; viii: vizes HNO,, ecetsav, 100-130 °C, 2-6 6ra,
10-30%; ix: SnCl,, etilacetat, 70 °C, 2-4 6ra, 70-80%; x: ha R, = F vagy Cl: NaNO,, ccHCl, 0-5°C, 1 6ra, majd NaBF,, 60°C, 1 éra, vagy Cu()Cl, 60 °C,

1 6ra, 20-40%; ha R, = NH-SO,-Me: MeSO,Cl, piridin, reflux, 3 éra, 60-70%; xi: (CF,CO),0, DMF, szobahémérséklet, 1-2 éra, 60-80%; xii: ha R, = Cl:
POCI,, DMF, 90-100 °C, 2-3 6ra, 70-80%; ha RS = F: POCI,, DMF, 90-100 °C, 2-3 6ra, 70-80 %,; aztan KF, DMSO, 140 °C, 1-2 6ra, 60-80%; ha R, = OMe:
Mel, Ag,CO,, CH,Cl,, szobahdmérséklet, 1 nap, 40-60%; ha R, = NH, vagy NMe,: (CF,CO),0, piridin, CH,Cl,, 0-5 °C, 1 6ra, aztin NH, vagy HNMe,,
metanol, 0-25 °C, 2 6ra, 40-80%.

4. Reakciéséma. A 26 altalanos képlettel jellemezhetd tienopiridinek eldallitasa.

A kiilonféle helyettesitd mintazata tienopiridinek koziil a
leghatékonyabbaknak a kdvetkezdk bizonyultak:

Cl

a
0 0
oS ol v
3 S A \‘Ef:ﬂ
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S
Me N/
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9. Abra. A leghatékonyabb tienopiridinek.

A 26 altalanos képletli vegyiiletcsalad optimalizasaval
szdmos in vitro igen hatékony és elfogadhaté metabolikus
stabilitast anyagot allitottunk el6. Ezek koziil példaul a 39a
mar 3 mg/kg dozisban szignifikans hatast mutatott a Vogel
tesztben.

5. 3-Arilszulfonil-kinolinok?*!

Az elozd fejezetben bemutattuk, hogy a 25 jelii anyag
arilszulfonil ~ csoportjanak  beépitése a  tienopiridin
vaz alkalmas szénatomjara egy in vitro és in vivo is
hatékony vegyiiletcsaladhoz nyitotta meg az utat. Ebbdl
a HTS talalatbol kiindulva azonban egy masik érdekes
vegyliletcsalad, a 3-arilszulfonil-kinolinok kifejlesztése
is lehetéve valt. A tieno[2,3-b]piridinek mintdjara a 4-es

rmGluRS5 pK;: 8,72

rmGIluRS pK;: 8,60

pozicidban levd morfolint (szubsztitualt) fenil csoporttal
helyettesitve 0j, hatékony anyagokat nyertiink, amelyeknek
a metabolikus stabilitasa is megfelelének bizonyult az esetek
nagy részében.
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10. Abra. A 3-arilszulfonil-4-aril-kinolin molekula-kényvtar 4ltaldnos
képlete.

Egy 164 tagi molekula-konyvtar késziilt a 42 altalanos
képlettel jellemezhetd 3-arilszulfonil-4-aril-kinolinokbol az
5. Reakciéséma szerint.
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ahol Ar, és Ar, helyettesitett fenil csoport,

R, R,,R,, R, = hidrgén, halogén, alkil, alkoxi, ciano stb.

374

Reagensek ¢és reakciokoriilmények: i: (a) NaNO,, HCI, viz, 0-5 °C, 1 6ra, (b) SOCI,, Cu(I)Cl, HCI, viz, 0-5 °C, 2 6ra, 80% (két lépés); ii: (a) Na,SO,,
NaHCO,, viz, 70-72 °C, 1.5 éra, (b) BrCH,COOCH,, TBAB, viz, 70-72 °C, 1 6ra; iii: (CH,CO),0, CH(OC,H,),, 124-126 °C, 4.5 6ra; iv: helyettesitett anilin,
TEA, 67-69 °C, 1.5 6ra, 30% (négy 1épés); v: (C H,),0, reflux, 2.5 6ra, 95%; vi: POCI,, DIPEA, MeCN, 76-78 °C, 5 6ra, 85%; Ar,B(OH),, Pd(PPh,),,

1,2-dimetoxietan, viz, 68-70, 2-4 6ra, 65-90%.

3 Ly

Na,CO

5. Reakcioséma. A 42 altalanos képlettel jellemezhet 3-arilszulfonil-4-aril-kinolinok eldallitasa.
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11. Abra. A leghatékonyabb 3-arilszulfonil-kinolinok.

A 42 altalanos képlettel jellemezhetd vegyiilettar négy
legigéretesebb képviseléje a 42a-42d jelli szarmazékok
voltak. A fenti 3-arilszulfonil-4-aril-kinolin szarmazékok
kozill az in vivo leghatékonyabbnak 42a bizonyult, mely
mar 1 mg/kg doézisban szignifikdns hatast mutatott a Vogel
tesztben.

42a-t RGH-618 néven preklinikai fejlesztésre valasztottuk
ki. Ez az anyag a sikeres preklinikai jellemzés utan két
fazis I-es dupla vak, randomizalt, placebo kontrollalt
klinikai vizsgalatnak volt targya Europaban és az Amerikai
Egyesiilt Allamokban. Ezek a vizsgilatok meghatéroztak a
maximalisan toleralt dozist, és a farmakokinetikat emberben,
valamint bizonyitottdk a szer biztonsagossagat, ezaltal
megnyitva az utat a fazis kettes human vizsgalatok felé.

5. Osszefoglalas

A vallalati molekulatar nagy ateresztéképességii sziirésével
négy anyagot talaltunk, amelyek alkalmas kémiai kiindulasi
pontoknak tiintek 0j mGIuRS negativ allosztérikus
modulatorok kutatasahoz. Ez a négy anyag szerkezete
feltlinéen kiilonbozott a versenytarsak jellemzdéen acetilén
kotésttartalmazo molekulaitol. Avezérmolekulaoptimalizalas
soran az oxazolok/tetrazolok, a karbamoiloximok és a
tienopyridinek esetén sikeriilt a hatékonysagot emelni, de
a legjobb anyagok gyogyszerszeriisége is sok kivannivalot
hagyott maga utan. A 3-arilszulfonil-4-arilkinolinok kozott
azonban talaltunk hatékony, metabolikusan stabil és jol
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felszivodo, in vivo is igen aktiv anyagokat. Ezek koziil a
legalkalmasabbnak a 42a jelii anyag bizonyult, amely RGH-
618 szamon preklinikai fejlesztésre keriilt. Ezt kdvetéen
két fazis I-es human vizsgalatban sikeriilt igazolni, hogy az
anyag tovabbi, immar beteg embereken végzendo fazis II-es
vizsgélatokra alkalmas.

Ezt a kdzleményt a kovetkez6 munkatarsainkkal egyfitt irt 6t
idézett cikkiink anyagabol allitottuk dssze:
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Sandor, Fonagy Katalin, Greiner Istvan, Gyertyan Istvdn,
Hada Viktor, Horvath Attila, Keserti Gyorgy Miklos, Kiss
Béla, Kolok Sandor, Koti Janos, Kurké Dalma, Magdo
1ldiko, Miko-Bakk Monika Laura, Molnar Ladszlo, Nagy
Jozsef, Nogradi Katalin, Nyéki Olga, Saghy Katalin, Szakdcs
Zoltan, Szombathelyi Zsolt, Vastag Monika, Wagner Gabor,
Weéber Csaba
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Search for negative allosteric modulators of metabotropic
glutamate receptor 5

There is a growing body of evidence that negative allosteric
modulators of mGluR5 may be important tools in the therapy of
several disorders of the central nervous system, like anxiety, pain,
depression, epilepsy, neurodegeneration, Parkinson’s disease or
cocaine abuse. In the past years several compounds (the ,,glurants”)
disovered in different pharmaceutical research units reached high
levels of the drug development.

The search for NAMs of mGIuRS5 in Richter started with a high
throughput screening of the corporate compound library that resulted
in promising hits in the oxadiazole/tetrazole, carbamoyloxime,
thieno[2,3-b]pyridine, and 3-arylsulfonyl quinoline compound
families.

After having identified compound 6, an oxadiazole hit, a 656
membered oxadiazole compound library was designed, prepared
and tested. The most potent representatives of this series showed
moderate affinity (K, about 100 nanomolar) towards allosteric
binding site of the mGIuRS receptor. The replacement of the
oxadiazole core by tetrazole resulted in more potent compounds,
so another compound library with 619 tetrazole derivatives
was prepared and tested. Several representatives of this series
(e.g. 17a-17e) had lower than 100 nanomolar K. Because of the
suboptimal metabolic stability of the above compounds the further
development have been terminated.

Then our attention turned to the next HTS hit, the carbamoyloxime
18. Suitable substitution on the aromatic and the saturated
carbocyclic rings lead to really potent compounds with nanomolar
K, although the metabolic instability still remained a serious
problem.
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Continuing the exploration of the potential of the next HTS hit,
compound 23 with thieno[2,3-b]pyridine ring system, we hoped, that
the metabolic instability problem could be solved while retaining
the activity of the compounds. The breakthrough happened when
the side chain of 23 was substituted with an arylsulfonyl moiety.
The resulting 26a showed activity in a preclinical in vivo model
of anxiety, in the Vogel test, at 40 mg/kg oral dose. Systematic
optimisation of this structure resulted in several potent analogues
(e.g. 31a-31f, 35a, 39a and 41a) with nanomolar affinity. Some of
these thienopyridine derivatives showed significant activity in the
Vogel test at 3 mg/kg oral dose. The most interesting compounds,
however, were identified in the 3-arylsulfonyl compound family.

The substitution of the morpholine ring for substituted aryl groups
in another HTS hit, compound 25, resulted in a series of potent
derivatives with acceptable metabolic stability like compound
42a-42d, what is more, 42a showed significant in vivo activity at
already 1 mg/kg dose in the Vogel test. The results of a diverse
set of pharmacological, pharmacokinetic and toxicological studies
suggested that the best compound of this series (42a) has the
potential to fulfil a therapeutic need in the treatment of anxiety and
potentially other CNS disorders with a satisfactory safety profile. It
was selected for preclinical and later clinical development with the
name of RGH-618.

Safety, tolerability and pharmacokinetics of RGH-618 was
investigated after single and multiple doses in healthy subjects in
two double blind, randomized, placebo controlled Phase I trials
in EU and US. These Phase I studies established the maximum
tolerated dose and safety and pharmacokinetics of RGH-618
enabling continuation of the development into Phase II human
proof-of-concept studies.
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Szteroidkémiai kutatas-fejlesztés a Richter Gedeon Nyrt.-ben

MAHO Sandor,” GREINER Istvan, CSORGEI Janos, SANTA Csaba, SOROS Béla
és LEDNECZKI Istvan
Richter Gedeon Nyrt., Gyomrdéi ut 19-21., 1103 Budapest, Magyarorszdg

1. Bevezetés

A Richter Gedeon Nyrt. Magyarorszag egyetlen olyan
gyogyszervallalata, ahol magas szinvonalu K+F tevékenység
zajlik a szteroidok tertiletén. Tarsasagunk a megalapitasa ota
allit eld szteroid hatéanyag tartalmt termékeket, kezdetben
organoterapias készitményeket, melyek allati vagy novényi
eredetli természetes szteroid hatdanyagokat tartalmaztak.
Késébb természetes szteroid hatéanyagok félszintetikus
gyartasa is megindult, majd a I1. vilaghabort utan, az 1950-es
években indult el Gjra a szteroidok szintézise.! A Tarsasagnal
kifejlesztett  originalis  gyogyszerek  hatdanyagainak
(Depersolon®  (hatéanyag:  mazipredon-hidroklorid),>*
Arduan® (USA: Arpilon®) (hatéanyag: pipekuronium-
bromid)*®) szintézisei mellett, a reprogenerikus idészakban
tobb, mar ismert hatoanyag szintézise is megvalosult. A
60-as években alapozoddott meg a Tarsasag ndgyogyaszati
termékportfolidja, amelynek jelentds mérfoldkove lett a
Kelet-Europaban elséként torzskonyvezett fogamzasgatld
készitmény, az Infecundin (1966, hatéanyagai: noretinodrel
és mesztranol®). A készitmény neve utalt Ludvig Haberlandt
harmincas években végzett antifertilitdas kutatdsaira,
melynek soran, az egyiittmitkodésiik eredményeként Richter
Gedeon innovativ gyartoként tervezett készitményt gyartani
Hnfecundin” néven.”® A ndgydgyaszatban alkalmazott
mas terapids teriileteken hasznalt szteroid hatdanyagu
termékek gyartasa és kutatas-fejlesztése is folyik a Richter
Gedeon Nyrt.-ben.

2. Szteroidkémiai kutatas-fejlesztési tevékenységek

A szteroid innovacid egyik helyszine a szteroidkémiai
kutatasra dedikalt Szteroid Szintetikus Laboratorium,
melynek tevékenységét példakon keresztill mutatjuk be.
Korabban, az 1990-es és a 2000-es évek elején is sziilettek
hasonlé témaju publikdcidk, melyekben bemutattuk
fontosabb eredményeinket.”!! Az azdta eltelt egy-két évtized
soran sziiletett innovativ eredményeink szabadalmakon és
publikaciokon keresztiil jfent gazdagitottak az alkalmazott
szerves kémia tudomanyat. Az alabbiakban a teljesség igénye
nélkiil soroljuk fel laboratoriumunk fébb tevékenységi
tertileteit.

2.1. Originalis kutatas és ehhez kapcsolédo hatéanyag
fejlesztés

Téarsasagunk tobb mint 110 éves torténete alatt mindig
elkotelezett volt az innovacié iranyaba. Ennek ma egyik
stratégiai fontossagli eleme a kozponti idegrendszeri
terapias teriiletre koncentrald kismolekulas eredeti kutatas,
amely az otlettdl a torzskonyvezésig tarto teljes folyamatot
lefedi. Eredeti kutatdsunk ugyanakkor egy masik stratégiai

“ Tel.: 36-1-4315332; fax: 36-1-4315978; e-mail: s.maho@richter.hu

teriiletre, a négyodgyaszati kutatasokra is kiterjed, és a
klinikai kutatasok mellett a hatdanyag kémiai fejlesztését és
a készitményfejlesztést fedi le.'>!

2.2. Generikus hatéanyag fejlesztés

Tarsasagunk magas szinvonali szteroid hatdanyag és
készitménygyarté iizemekkel rendelkezik, melyekben
innovativ technologidkat is alkalmazunk, igy azok
lehetové teszik barmilyen szteroid termék eldallitasat. A
hagyomanyoknak €s a stratégianknak megfelel6en generikus
szteroid termékek fejlesztése is folyik Tarsasagunknal,
melyeket természetesen sajat hatéoanyag forrasra alapozva
végziink.

2.3. Hatéanyag kémiai fejlesztés stratégiai
egyiittmiikodésben, a partner cégek részére

Tarsasagunk vilagszerte ismert szteroid hatéanyag- ¢és
készitménygyarto-forgalmazo cég. Tobb gyogyszeripari
vallalattal alakitottunk ki stratégiai partneri viszonyt,
egyiittmikodéseink donté hanyada innovativ termékek
létrehozasara iranyul. Ennek egyik elemeként szteroid K+F
és gyartéi tudasunk és kapacitasunk felhasznaldsaval a
partner originalis termékéhez hatdanyag kémiai fejlesztést
€s gyartast is végziink.

2.4. Termékgondozas

A szteroid hatdanyagot tartalmazo gyogyszerekre jellemz6 a
hosszu életgorbe. Tarsasagunknal példaul van olyan szteroid
termék is, melyet mar 45 éve folyamatosan gyartunk. A
kornyezetvédelmi, biztonsagtechnikai, gyogyszerbiztonsagi,
mindségi és gazdasagossagi kovetelmények valtozasa miatt
azonban rendszeres id6kozonként sziikséges a technologiai
folyamat és az analitikai modszerek feliilvizsgalata,
valtoztatasa.

2.5. Szennyez6k és bomlastermékek szintézise

Mind a hatéanyagok, mind a készitmények esetén
elengedhetetleniil sziikséges és fontos, hogy a termékre
jellemzd szennyezdket és bomlastermékeket felderitsiik,
eléallitasukra modszert dolgozzunk ki és laboratoriumi
méretben legyartsuk. Intermediereknél is fel kell deriteni
a melléktermékeket és vizsgalni azok atalakuldsat ¢és
megjelenését a kovetkezd intermedier vagy hatéanyag
szennyezdjeként. Sok szennyezd ¢és  bomlastermék
standardja a finomvegyszer katalogusokbol beszerezhetd, de
még tobb ilyen specidlis vegyiiletet csak sajat laboratoriumi
eléallitasunkon keresztiil tudunk biztositani. Intermedier
szennyezOk esetén a beszerezhetOséget illetden még
nehezebb a helyzet. Ezen vegyiiletek eléallitasa a legtobb
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esetben bonyolultabb, mint a hatéanyag szintézise és igazi
kémiai kihivas.

3. A szteroidkémiai kutatds-fejlesztési tevékenységek
bemutatasa sikeres K+F projekteken keresztiil

A 2.1-25 pontokban felsorolt kutatds-fejlesztési
tevékenységekre példakat hozunk néhany K+F projekt
bemutatasaval. A projektek tobbsége nem csak egy fentebb
leirt tevékenységet dlel fel.

3.1. Hisztamin H, antagonistak kutatasa

Az originalis kutatas terén elért eredményeink egyik szép
példaja a Tarsasagunknal folyd kozponti idegrendszeri
kutatashoz kapcsolédik. Hisztamin H, receptor antagonistak/
inverz agonistak kutatdsa sordn elvégeztik a Tarsasag
vegyiilettardnak (amely szamos diverz, szteroidvazas anyagot
is tartalmaz) nagy ateresztoképességii tesztelését (HTS-t).
Ennek eredményeként nitrogéntartalmi  szteranvazas
,»hit” molekuldkat azonositottunk, melyek szerkezetébdl
¢és in vitro bioldgiai tulajdonsagaibol kiindulva a modern,
hatasmechanizmus alapt gyogyszerkémiai kutatds mentén
sikeriilt olyan vegytiletcsaladot (1. abra) felfedezniink,
melynek egyik képviseljét kivalasztottuk preklinikai
fejlesztésre. '

R R?

N

L(v)/n\o
1. Abra. Hisztamin H, receptor antagonista dsztratrién-karboxamidok
altalanos képlete.

R!, R? és R?, R* alkilcsoportok
R®, R®=H, alkoxi, OH, oxocsoport
n=0-2, m=0-1

3.2. Uliprisztal-acetat

2012. februar 27-én a Richter Gedeon Nyrt. bejelentette,
hogy az Eurdpai Gyogyszerligyi Hatésag megadta az 5
mg-os ESMYA® tabletta forgalomba hozatali engedélyét
méhmiéma enyhe és sulyos tlineteinek pre-operativ
kezelésére.'’ Tovabbi sikeres klinikai vizsgalatok alapjan az
Eurdpai Bizottsag engedélyezte az 5 mg-os Esmya® tablettat
méhmiomak szakaszos, hosszu tavu kezelésére, melyet
Tarsasagunk 2015. majus 28-an jelentett be.'* Az ESMYA®
(hatéanyaga: uliprisztal-acetat, 1) first-in-class gyogyszer,
oralisan aktiv szelektiv progeszteron receptor modulator,
amely reverzibilisen blokkolja a progeszteron receptorokat a
célszovetben.!” Az uliprisztal-acetat hatdanyag szintézisére
tobb szintézisutat dolgoztunk ki, melyek egyike egy masik
progeszteron receptor moduldtor, a telapriszton-acetat
szintézisével részben kozos volt! (a szintézist 1d. a 3.6.
pontnal.). A kémiai fejlesztés soran mind a hatdéanyag, mind
az olyan intermedierek esetében, amelyek tartalmaztak a 11-
es helyzetben a 4-dimetilaminofenil csoportot, egy kiillonds
analitikai problémaval szembesiiltiink: egy kozel 0,1%-o0s
»szennyez6t” detektaltunk a HPLC vizsgalatok sordn, amely
a vizsgalt molekula nitrogénhez kapcsolddd metilcsoportban

deutériumot tartalmazé izotopologjanak (2) bizonyult.2%?!
Ilyen nagy molekulak esetén korabban még nem figyeltek
meg rutin HPLC vizsgalatok soran ilyen jelenséget. A
jelenség valoszinli oka a pKa érték megvaltozasa az N-metil
pozicidban tortént hidrogén-deutérium csere kovetkeztében,
ez mar oly mértékii valtozas, amely a modern héjszerkezetli
HPLC toltetek jobb felbontoképessége miatt elvalasztast
eredményez. A tovabbiakban nem kell szennyezésként
szamolni a 2 elvalasztott izotopologgal.

2. Abra. Uliprisztal-acetét (1) és ,,szennyezésként” szeparalt deutérium
izotopoldgja (2).

3.3. Drospirenon

Az egyik legsikeresebb generikus hatéanyag fejlesztésiink
a drospirenon (14) progesztogén hatdanyag eldéallitasdhoz
kapcsolédik. Mig az originator dehidroepiandroszteronbol
kiindulva allitja el6 a hatdéanyagot, mi androszténdion
(3) fermentacidés hidroxilalasaval jutunk egy olyan
intermedierhez, a 15a-hidroxi-androszténdionhoz (4),
amely megfelel6 kiindulasi anyag a szintézishez?* (2. abra).

3. Abra. 150-Hidroxi-androsztén-dion (4) eléallitasa fermentacioval.

A hidroxilcsoport acetilezését kovetéen a 3-oxo-4-én
molekularészt enoléterként védjiik, ez a védelem késobb
alkalmas lesz a 6-os helyzetli kettGskotés kialakitasahoz.
A Corey-reakci6 kidolgozasanal izolaltunk egy, az
irodalomban korabban le nem irt atmeneti terméket (5),
melynek szerkezete aldtdmasztja a reakcid mechanizmusat
(4. abra). A spirolakton gyird kialakitasa alkil-littummal
torténd reakcioval, vagy spiroepoxid malonészterrel
torténd reakciojaval torténhet. A két megoldas hasonlo
intermedierjeinek (9, 16) oxidaciés reakcidjaval kapott
3-0x0-4,6-dién vegyiiletek (11, 17, 19) Corey-reakcidjaval
egy izomer keverékhez jutunk, melynek preparativ HPLC
modszerrel torténd tisztitdsaval jutunk a hatdanyaghoz
(14) (5. abra). Az itt vazolt szintézis az originator eljarasait
kovetéen a drospirenon hatéanyag elsé fiiggetlen,
szabadalmaztatott ipari szintézise.”*** A hatdanyag sikeres
szintézisén tul a készitményfejlesztés is sikeres innovaciod
volt.”

4. Abra. A Corey-reakcio soran izolalt, reakcio-mechanizmust bizonyitd
atmeneti termék.
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5. Abra. A drospirenon (14) eléallitasa.

i: Ac,0, ii: HC(OMe),, H', iii: Me,OS'T, KOH, iv: 2-(2-brémetil)-1,3-dioxolan, Li, v: 2,3,5,6-tetraklor-1,4-benzokinon, vi: MeOH, HCI, vii: Jones-oxidécio,
viii: prep. HPLC, ix: Me,S'T, KOH, x: dietil-malonat, NaOMe, xi: NaCl, H,0, DMF, 130°C.

3.4. Oxandrolon

Az oxandrolon egy anabolikus szteroid, amely a tobbi
anabolikumtol  eltér6 modon metabolizalédik.” Az
Oxandrin® (Savient Pharmaceuticals) hatéanyaga. Az
oxandrolon hatéanyag molekulajaban (26) az A-gylri 2-es
A szakirodalmbdl ismert eljardsokban mesztanolon (21)
nevll szteroidvegyliletbdl kiinduld szintézis soran 1-es
helyzetii kettOskotést épitenek ki, majd ozmium-tetroxid
és oOlom-teraacetat alkalmazasaval, vagy ozonolizissel
egy aldehid-karbonsav vegyiileten keresztiil allitjak eld

6. Abra. Oxandrolon (26) el8allitasa.
i: KOH, ii: 1,5 mélekv. KMnO,, NaOH, iii: 3 mélekv. KMnO,, NaOH, iv:
1: NaBH,, 2: H,SO,, v: Ac,O, THF, iv: 1: NaBH,, DMF, 2: H,SO,

a hatéanyagot. Az ismert szintézisek reprodukciojat
kovetéen gy dontottiink, hogy alapvetéen 0j szintézissel
probalkozunk. A kiindulasi mesztanolont (21) alkalikus
kozegben 2-nitro-benzaldehiddel reagaltattuk, az aldol-
kondenzaciot kovetden tobblépéses intramolekularis redoxi

reakcié eredményeként felhasadt a szteranvdz 2,3 szén-
szén kotése és egy olyan karbonsavhoz (22) jutottunk,
amely egy hasithato kettdskotést tartalmazott. A kettéskotés
hasitasat kalium-permaganattal kiilonb6z6 koriilmények
kozott végezve vagy az ismert aldehid-karbonsavhoz (23),
vagy egy Uj dikarbonsav szarmazékhoz (24) jutottunk.”
A dikarbonsav 22 anhidriddé alakitva, majd redukalva
regiospecifikus reakcioban oxandrolonna (26) alakul.?®

A hatéanyagra vonatkozdan az amerikai gyogyszerkdnyvi
monografidban  1évé  kevésbé pontos  vékonyréteg-
kromatografias tisztasag vizsgalati modszer® felvaltasara a
Tarsasagunknal kifejlesztett HPLC moédszert javasoltuk.*

7. Abra. A’-oxandrolon (34) el6allitasa.
i: DDQ, ii: 1: KO'Bu, 2: HY, iii: Li, NH,, -33°C, iv: 2-nitro-benzaldehid,
KOH, v: KMnO,, NaOH, vi: Ac,0, THF, iv: 1: NaBH,, DMF, 2: H,SO,

A fejlesztés soran komoly problémat okozott szamunkra
egy oxidacios mellékreakcio soran képzddé szennyezd,
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melyet izolalni nem sikertilt, de kristalyositdsos dusitassal
tomegaranyat 0,4% mértéklire sikeriilt emelni (HPLC
modszerrel torténé méréssel UV detektalast alkalmazva
210 nm hullamhosszon értékelve analitikai talértékeltségét
késdbb hatvanszorosra mértiik a hatéanyagra nézve), majd
NMR modszerrel valoszintisitettiik szerkezetét. A szennyezot
szintézise (7. dbra) utan tudtuk egyértelmtien beazonositani.

3.5. Norgesztimét, Norelgesztromin

A norgesztimét (norgestimate, 37) az Ortho-cyclen®, Ortho
Tri-cyclen® (Ortho Pharmaceutical, Johnson and Johnson)
tablettak hatbanyaga, a norelgesztromin (norelgestromin, 38)
pedig az Ortho Evra® (Ortho Pharmaceutical, Johnson and
Johnson) nevii fogamzasgatlo tapasz hatéanyaga. Mindkét
vegyiilet “prodrug”, oximizomerek amorf keveréke, a
levonorgesztrel, mint aktiv hatéanyag, metabolizmus utjan
szabadul fel. Mindkét hatéanyag esetében az originatorral
egyeztetve végeztiik a hatdanyagok kémiai fejlesztését,
majd gyartasat. A hatéanyagok kiindulasi anyaga a
Tarsasagunknal totalszintézissel gyartott levonorgesztrel
(8. abra). A hatdéanyagokra és a norelgesztromin eltérd
felszivodasti oximizomerjeinek nagy tisztasagban torténd
eldallitasara innovativ eljarasokat dolgoztunk ki3 A
norelgesztromin E-izomerje (39) levonorgesztrelbdl direkt
uton is eldallithatd nagy tisztasagban.

8. Abra. Norgesztimét (37) és norelgesztromin (38) eléallitasa.
i: Ac,0, HCIO,, ii: H,NOH, iii: LiOH, iv: HNOH, HOAc

3.6. Telapriszton-acetat

A telapriszton-acetat (CDB-4124) egy 1j, fejlesztés alatt allo
progeszteron receptor modulator, melynek endometriozis
€s méhfibrozis indikaciokban folynak klinikai vizsgalatai.
A hatbéanyag el6allitasara ipari eljarast (9. abra) dolgoztunk
ki a Repros Therapeutics-szal egyiittm{ikodve.’* A
totalszintézissel eldallitott intermedierbol (40) kiinduld
eljaras kritikus Iépése a metoximetil-csoport beépitése
metoximetil-magnézium-kloriddal, amely nagyon
héérzékeny, ezért a klasszikus Grignard-reakcioval nem
allithato eld. A sikeres kivitelezéshez katalitikus mennyiségii
higanysoval kell a magnézium feliiletét amalgamozni és igy
sikeriilt a terméket alacsony hémérsékleten eldallitanunk.

A fentebb ismertetett eljards nagy hatrdnya a higanyso
hasznalata. Mivel a mindségiigyi €s kornyezetvédelmi
elvarasokat csak rendkiviilli nehézségekkel sikeriilt
teljesiteni, az eljaras tovabbi fejlesztésre szorult. A megoldast
a metoximetil-litium reagens eldallitasa és alkalmazasa
jelentette. Ez a reagens olyan reakcidképes, hogy mar
a nitrilcsoporttal is reagal, igy lényegesen lerdvidiilt a
szintézis.** A megvaltozott szennyezésprofil és a tisztasag

9. Abra. Telapriszton-acetat (49) eléallitasa.
i: H,0,, C1,CCOCCI,, ii: HCN, iii: TMSCI, imidazol, iv:
4-dimetilaminofenil-magnézium-bromid, CuCl, v: DIBAH, vi: 1:

MeOCH,MgCl, 2: KHSO,, vii: DMSO, DCC, TFA, Py, viii: Ac,0, HCIO,

javuldsa morfologiai teriileten is hozott eredményeket,
ugyanis két kristaly-modosulatot is sikeriilt eldallitanunk.*>=
A nitril-csoport metil-litiummal is reagaltathato kiilonleges
kortiilmények kozott, igy hatdbanyag gyartastechnologiai okok
nem akadalyozzak az uliprisztal-acetat’” és telapriszton-
acetat™ eljaras osszevonasat (10. abra).

10. Abra. Uliprisztal-acetat (1) és telapriszton-acetat (49) el8allitasa kozos
intermedierbdl.
i: MeLi, Me,N(CH,),NMe,, ii: MeOCH,Li, iii: Ac,0, HCIO,

3.7. Pipekurénium-bromid

A pipekuronium-bromid  hatdanyagot  tartalmazo
ARDUAN® Tarsasagunk eredeti terméke.*> A hatéanyag
szintézis utols6d lépésében metil-bromidot alkalmazunk,
amely teljesen beépiil a molekuldba. Azonban a 94/2003
(2003.07.02.) Kormanyrendelet az o6zonréteget karositd
gazok ipari felhasznalasarol megneheziti a pipekuronium-
bromid hatéanyag gyartas soran felhasznalt metil-bromid
beszerzését ¢és felhasznalasat. Laboratéoriumunk olyan
megoldast talalt, amely kikiiszoboli a fenti reagenst. Az
eljaras lényege az, hogy a kvaternerezési 1épést alkil-,
vagy arilszulfonsav-metilészterrel végezziik, majd litium-
bromiddal hajtjuk végre az anion cseréjét bromidionra.*
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Az eljaras a vekuronium-bromid hatoéanyag eldallitasara
is alkalmas. A két reakciot ,,egy edényben” is végre lehet
hajtani (11. ébra).

LiBr

11. Abra. A pipekurénium-bromid (52) szintézis zarélépése.

Koérnyezetvédelmi ¢és biztonsagtechnikai szempontbdl a
pipekurénium-bromid gyartas egyik intermedierjénél is
sziikség volt a technoldgia ,,gondozasara”. Az eliminacios
Iépés idedlis oldoszere a benzol volt, melyet néhany
aprobb valtoztatassal toluolra cseréltiink. A megvaltozott
kortilmények kozott nem csak a {6 melléktermék
(57), hanem az elimindciés melléktermékek ardnya is
megnovekedett® (12. abra). A tisztitasi 1épés és a kovetkezd
reakciolépéseknél alkalmazott tisztitasi eljarasok soran
tudtuk teljes mértékben ezeket a melléktermékeket és a
beldliik keletkezdé szennyezdket (,,carry-over impurity”) az
intermedierek mell6l eltavolitani.

s

H56 o H57 o]

‘0 0 &

;
NSO L OG

12. Abra. A pipekurénium-bromid szintézis eliminacios lépésének
fotermeke (55) és melléktermékei.

A fenti melléktermékeket ugyan sikertilt tisztan el6allitanunk,
de jelent6s kihivast jelentett a Al-izomer (56) szintézise.
A 60 vegyiiletbdl kiindulva nem a bizonytalan kimenetell

OTHP

OTHP

!
. L

H 63

OTHP

13. Abra. Az 56 climinacios melléktermék szintézise.
i: 3,4-dihidro-2H-piran, H, ii: H O,, OH, iii: H N, A, iv:

272 2772

POCI,, Py, vi: H, vii: Jones-ox.

H,/Pd-C, v:

deoxigénezéses  reakcioutakat'®™'  kovettik,  hanem
epoxidalassal, majd a 62 vegyiilet Wharton-reakcidjaval
egy olyan hidroxilcsoportot épitettiink ki, amely szelektiven
eliminalhato volt (13. abra).

3.8. Norgesztomet

A norgesztomet (74) ismert progesztin hatéanyag, melyet
az allatgyogyaszatban Onmagaban, vagy Osztradiol-
monobenzoattal kombinalva ciklusszabalyozasra
alkalmaznak. Az els, a szabadalomban leirt szintézis a
szteroidkémia hdskorabol szarmazik, és a kapcsolddod
szabadalmi eljarasokkal egyiitt a 11-keto-tigogenin-acetatbol
indulva 26 lépést tartalmaz, mely teljesen alkalmatlan az
ipari megvalositasra.*4

Uzleti megfontolasoktdl vezetve 1j, innovativ eljarast
dolgoztunk ki ennek az viszonylag egyszerli vegyiiletnek
a nagy kihivast jelentd szintézisére.*® Kiindulasi anyagként
a progeszteron receptor moduldtorok szintézisénél is
alkalmazott 43 epoxid-szarmazékot valasztottuk. A 1103
helyzeti metilcsoport beépitését konjugalt Grignard-
reakcioval végeztik, majd a kialakulé hidroxilcsoport
tovabbi védelmét kdvetden metileztiik a nitrilcsoportot
¢s a 609 intermedierhez jutottunk. A 20-as oxocsoport
redukcidja, majd a véddcsoportok eltavolitasa utdn a 9-es
szénatom redukci(')jét fém litiummal folyékony amméniéban

14. Abra. A norgesztomet (74) szintézise.
i: MeMgCl, CuCl, ii: TMSCI, imidazol, iii: MeLi, iv: 1: NaBH,, 2:
KHSO4, v: Li, NH,, -40°C, vi: DMSO, PySOz, vii: AcZO, HClO4, viii: HC1

3.9. Osztradiol

Mind a hatébanyagok, mind a készitmények esetében vizsgalni
kell a bomlastermékek keletkezését, mennyiségiiket.
A kockazatkezelés ¢és a pontos mennyiségi-mindségi
meghatarozas is igényli a bomlastermékek standardként
torténd ecloallitasat. Az Osztradiol hatéanyagban ¢és az
Osztradiol tartalmu készitményekben oxidativ bomlasok
kovetkeznek be allas soran. A vizsgalatok soran egy
az irodalomban eddig le nem irt bomlédsterméket is
azonositottunk, majd eléallitdsdnak (15. abra) kidolgozésa
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soran sikeriilt a bomlasi folyamatot megérteniink,
felderitentink?’.
OH
i, il
l;-| —_—
o 75

15. Abra. Osztradiol bomlastermék (76) eléallitasa.

i: metilénkék, tetrafenil-porfirin, hv, ii: prep. HPLC
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(API: norethynodrel and mestranol). The name ,,Infecundin” refers
the contraceptive research work of Ludvig Haberlandt in the 1930s
when an innovative cooperation started with him to produce the
contraceptive drug composition Infecundin.

Beside gynaecology Gedeon Richter is involved in other
therapeutic areas regarding both R&D activity and manufacturing
of steroid API-s. Recently our original drug research is focused on
the development of new central nervous system drugs and original
gynaecologic research. The dedicated department for steroid
innovation is the Steroid Synthetic Laboratory. The published
articles and patents of this laboratory provided significant
contributions to applied steroid organic chemistry during the past
50 years. In this present article the main achievements during the
last one and the half decades are summarized.

Gedeon Richter has outstanding production plant facilities
for steroidal APIs and for drug formulations using innovative
technologies that enables us the preparation practically of any
kind of steroid substance. Our company is world-wide known
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producer of steroid APIs and drug formulations. Gedeon Richter
plc. put an emphasis on strategic collaborations with other foreign
companies aiming to produce innovative new drug products (e.g.
norgestimate, norelgestromin, telapristone acetate). Since steroid
products have long lifetime (we have an API in our pipeline, which
has been produced for 45 years) the more stringent environmental,
safety, quality and business needs require continuous revision and
development of the applied technological and analytical processes.
In case of APIs, intermediates and drug formulations it is essential
and challenging task the identification and the synthesis of the
typical (and critical) impurities and degradation products. Recently
it has become strictly required to identify the carry over impurities
as well. Surprisingly the synthesis of these chemical substances can
be even more difficult than the original API’s and can be a real
challenge for us. As a demonstration of this activity a couple of
representative examples from R&D projects are presented in the
article.

One of our outstanding achievements in the field of original drug
research was connected to the Company’s CNS portfolio. During
the HTS campaign of our compound collection several nitrogen
containing steroid hits were identified with significant histamine H,
receptor antagonist/inverse antagonist characteristics. On the basis
of these molecules, as a result of a modern, Molecular Mechanism
of Action (MMOA) based research a new steroid chemotype was
discovered (scheme 1.) and the most promising derivative was
selected as a preclinical candidate.

ESMYA® (API: ulipristal acetate, 1), recently approved, original,
first-in-class medicine is an orally active selective progesterone
receptor modulator, which reversibly blocks progesterone receptors
in the target tissues. For the synthesis of ulipristal acetate we
developed several synthetic routes. The finally applied method was
partly based on the synthesis of our another progesterone receptor
modulator (telapristone acetate, scheme 9.). During the chemical
development of the API and the intermediates we faced a strange
analytical phenomenon. In case of those molecules which contain
4-dimethylaminophenyl group in position 11 an approximately
0.1% impurity was detected by HPLC method. It was proved to be
an N-methyl deuterated isotopologue of the target molecule. This
kind of phenomenon was never experienced among molecules with
similar molecular weight.

Other successful generic API development was the synthesis of the
progestin drospirenone (14, scheme 5.). In the synthesis, during the
Corey-reaction step a previously unknown intermediate (5, scheme
4.) was identified, which helped us to understand the mechanism
of the reaction. Our new synthesis became the first independent,
patented industrial process of drospirenone following the originator.

For the synthesis of the anabolic steroid oxandrolone (26), a special
process was elaborated, which enabled us to replace the dangerous
and environmentally unfriendly oxidants like osmium tetroxide and
ozone with the more favorable potassium permanganate (scheme
6.). As a further achievement our newly developed HPLC method
was approved in the oxandrolone US Pharmacopoea instead of the
outdated TLC purity test.

Norgestimate (37) is the active pharmaceutical ingredient of Ortho-
cyclen®, Ortho Tri-cyclen® (Ortho Pharmaceutical, Johnson and
Johnson) pills, and norelgestromin (38) is the API of Ortho Evra®
(Ortho Pharmaceutical, Johnson and Johnson) contraceptive patch.
Both compounds are prodrug and an amorphous mixture of two
oxime isomers. The real active ingredient is levonorgestrel in both
cases, which is liberated by metabolism. The development of
the chemical syntheses and the scaled up plant productions was
carried out in close cooperation with the originator. The starting
material levonorgestrel was produced by GR with totalsynthetic
method (scheme 8.). For the preparation of high purity active
ingredients, and the norelgestromin oxime isomers (they have
different absorption properties) innovative methods/processes were
worked out. In addition we were able to synthesize the E-isomer
of norelgestromin (39) in high purity directly from levonorgestrel.

In case of pipecuronium bromide, in the last reaction step the
methylbromide (ozone layer depleting chemical) reagent was
eliminated (scheme 11.) and for environmental reasons several
other changes were applied. Due to these modifications the impurity
profile of the API was changed and effective syntheses for the new
carry over impurities had been worked out such as 5o-androst-1-
en-17-one (56, scheme 13.).

On the basis of commercial considerations a new, innovative
process was elaborated for the progestin norgestomet (veterinary
medicine). The synthesis of this relatively ,,simple” structure
proved to be a real challenge for us. For starting material (43)
epoxide derivative was chosen, which was formerly applied at the
preparation of progesteron receptor modulators API-s (scheme 14.)

Both in case API-s and drug compositions it is required to
explore the formation of the decomposition products and the
evaluation of their quality and exact quantity. It makes necessary
their preparation in standard quality. For example during storage
oxidative reactions take place in case of estradiol and estradiol
containing drug compositions. A new degradation product was
identified and its synthetic preparation helped us to understand the
whole decomposition process (scheme 15.).
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A kémia, ami a cariprazine-hoz vezetett

DOMANY Gyoérgy* és GREINER Istvan
Richter Gedeon Nyrt., Kutatdsi igazgatosag, Gyomrdi ut 19-21, 1103 Budapest, Magyarorszag

1. Bevezetés

2015. szeptember 17-én a magyar gyogyszeripar torténetében
eddig példa nélkiili eredményt tudott felmutatni a Richter
Nyrt. Az FDA forgalombahozatali engedélyt adott a
VRAYLAR maérkanevii, cariprazine hatéanyagot tartalmazo
készitményre az USA teriiletére mind skizofrénia, mind
bipolaris mania indikacioban. Ez az els6 olyan FDA altal
elfogadott készitmény Kozép-Kelet-Europaban, melyet itt,
még pontosabban Magyarorszagon talaltak fel, hazankban
végezték el, vagy innen irdnyitottdk az Osszes sziikséges
preklinikai vizsgdlatot, és a Richter Nyrt. Onalléan
végezte el az els fazis I. vizsgalatot is. Mindezeken
tulmenden a tovabbi 46 klinikai vizsgalat megtervezésében,
kivitelezésében és finanszirozasaban is jelentés mértékben
részt vett a hazai cég, sOt ezen tilmenden egy dontd
jelentdségli fazis III hatékonysagi vizsgalatot tervezett
meg és végzett el teljesen egyediil a Richter Nyrt. Erdemes
kiemelni, hogy a torzskonyvezési folyamat kozel harom évén
at a mar korabban is rendkiviil jo egylittm{ikodési készséget
mutatd amerikai partner folyamatosan kikérte a Tarsasag
véleményét, még a végsd dontés eldtt harom oraval is! Az
alabbi fejezetek ennek az anyagnak a fobb kémiai kutatdsi

eseményeit mutatjak be.
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2. El6zmények

A cariprazine-hoz vezetd kémiai uton tobb esetben kutatoi
intuicion tul a szerencsés véletlen is segitette munkankat. Az
els6 ezek kozil a kémiai kiindulasi pont azonositasa volt. A
multszazad nyolcvanas-kilencvenes éveiben jelentds erokkel
kutattuk a vinpocetine-t (Cavinton) kovetd anyagokat. A
biologiai vizsgalati rendszerben szerepelt egy teszt, amelyik
az anyagok affinitdsat mérte a dopamin D, receptorhoz
(megjegyzendé, hogy minden ismert antipszichotikum
jelentés mértékben kotddik ehhez a fehérjéhez). Az
eléallitott anyagok néhany ezreléke hatast mutatott ebben
a vizsgalatban, majd részletes biologiai jellemzésiikkor
kideriilt, hogy affinitisuk a dopamin D, receptorhoz még
erdsebb. Ezek szerkezetét célszerlien modositva in vivo is
aktiv, potencialis antipszichotikumokat nyertiink, amelyek
jellegzetes képvisel6je az RGH-1756 jelii anyag volt.!

Human receptorokon a dopamin D, szelektivitas még kife-
jezettebbnek mutatkozott. Az anyag elfogadhatd bioldgiai

* e-mail: gy.domany@richter.hu

hasznosulast mutatott patkdnyban, és aktiv volt az apomorfin-
indukalta maszasi viselkedés tesztben. Ez utdbbi eredmény
ugyan nem kozvetlen eldrejelzéje az antipszichotikus

(\
(1
N

N
O/\/\/N\) OCH;4

RGH-1756
tD,-K: 2.4 nM; 1D,-K;: 15.8 nM

hatdsnak emberben, de a részletes, céliranyos vizsgalatok
elvégzését mindenképpen indokolja. Mindazonaltal az RGH-
1756 a patkany o-1 adrenoreceptorhoz mutatott jelentds af-
finitasa, ami potencialis kardiovaszkularis mellékhatasokra
utal, valamint a késdbb kideriild, megengedettnél magasabb
toxicitasa miatt preklinikai fejlesztésre nem volt alkalmas.

Amikor azonban 1999 decemberében Tarsasagunknal egy
uj projekt indult szelektiv dopamin D, receptor antagonistak
kutatasara, amelynek célja a kokain fiiggdség kezelésére
alkalmas szer kifejlesztése volt, az RGH-1756 kimagasld
dopamin D, receptor affinitasa és szelektivitdsa miatt igen
alkalmas kémiai kiindulasi pontként szolgalt.

3. A projekt indulasa

A vezérmolekula létrehozasahoz az RGH-1756 “spacer”
részében levo éter oxigénjét az irodalombol ismert rokon
szerkezetli szelektiv dopamin D, ligandum BP-897-ben’
fellelheté karboxamid csoportra cseréltiik. Igy jutottunk az
1 jelti anyaghoz, amelynek mar tobb mint nyolcszazszoros
volt a D, szelektivitasa.

0 N
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BP-897
rD,-IC,: 0.6 nM; rD-IC, : 115 nM; ra -IC: 30 nM

T-Z

X
N
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S
1
rD-IC,: 0.13 nM; rD-IC_: 108 nM; ra,-IC: 4.3 nM
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Kovetkez6 1épésként a kardiovaszkuldris mellékhatasokért
feltételezhetben felelés o, adrenoreceptor affinitdst a
2-metoxifenil csoport alkalmas helyettesitésével terveztiik
kikliszobdlni. A 2-metoxifenil piperazint 3-trifluormetil-
fenilamino-piperidinre  cserélve jutottunk a 2 jeld
anyaghoz, amely a részletesebb jellemzés végére alkalmas
vezérmolekulanak bizonyult.

i
SN eavs
I}I/\/\/N
H

N S
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2

rD-IC,: 1.0 nM; rD,-IC,: 584 nM; ra, -IC : 2829 nM

4. A vezérmolekulatél a 4 jelii szulfonamidig

A vezérmolekula szerkezetébdl kiindulva tobb szaz A
altalanos képlettel jellemezhetd szarmazékot allitottunk eld,
¢és vizsgaltunk meg a relevans in vitro tesztekben.

QJ(J)\N/\/\/N\) \E}

A
ahol Q aromas karbo- vagy heterociklus, X
jelentése N vagy CH, Y jelentése egyes kotés, O,
NH vagy CH, volt, mig Z egy vagy tobb alkil,
alkoxi, nitril csoportot, halogén atomot, illetve
egyéb helyettesitét jelezhet a fenil gylrti barmely
szénatomjan.

Ezek a szarmazékok részben hagyomanyos folyadék fazisa
szintézissel, részben automatizalt szilard fazisu parhuzamos
szintézissel késziiltek a kombinatorikus kémia elvei szerint
(a szilardfazisu szintézis sémdaja az 1. abran lathato).
Kozottik tobb szelektiv €s nagy affinitdsa dopamin D,
ligandumot talaltunk, de a hatékony vegyiiletek nagy része
elfogadhatatlanul alacsony bioldgiai hasznosulast mutatott
patkanyban (rBA <20%).
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i: “primer amin”/NaBH(OAc),/AcOH; ii: “sav”/HBTU/TEA,; iii: Bu\NF;
iv: L/Ph,P/imidazol; v: “szekunder amin”, DIPEA; vi: TFA/DCM.

1. Abra. Az A iltalanos képletii molekulatar szilardfazisi eléallitisinak sémaja.

Eléallitottunk egy masik ismert dopamin D, receptor
antagonistat (SB-277011)* is, néhany altalunk megtervezett
szarmazékaval egyiitt, hogy tovabbi hatékony, szelektiv és
immar jol felszivodd vezérmolekuldkat azonosithassunk.
Vialasztasunk a patkanyban igen jo biologiai hasznosulast
mutato (rBA: 80.4%) 3 jelii anyagra esett.
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SB-277011
tD-IC,: 6.4 nM, rBA: 63%
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rD,-IC,: 3.4 nM, rBA: 80.4%

Ebbdl a szerkezetbdl kiindulva egy kovetkezo (B altalanos
képlettel jellemezhetd) molekulatarat allitottunk eld, ismét

részben oldatfazisi, részben automatizalt szilardfazist
parhuzamos szintézissel.

Q NSRS

§4
/\

B
ahol Q, X, Y és Z ugyanazokat az atomokat illetve
csoportokat jelentik, mint az A jelti molekulatarban.

Az automatizalt szilardfazisa szintézisre egy még rovidebb
reakcioutat fejlesztetiink ki (2. abra).
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i transz-4-aminociklohexiletanol/NaBH(OAc),/CH,CL/
AcOH;
ii: PPh,.Br /imidazol/CH,CL,; iii: QSO,CI/TEA/THF;
iv: “gylirlis szekunder amin”/KI/DMF; v: TFA/CH,CIL,.

2. Abra. A B altalanos képletii molekulatar szilardfazisu elallitasanak
sémaja.

Az A és B molekulatarak tobb szaz tagjabol a 4 jeli, a
dopamin D, receptorhoz nagy affinitdst mutato, a D, és az
al receptorok vonatkozasaban egyarant szelektiv anyagot
valasztottuk ki részletes farmakologiai vizsgalatokra.*

CN
\/N
> Q

4
rD,-IC, : 0.6 nM; rD-IC, : 83 nM; ra,-IC,: 7804 nM;

5. A masodik projekt

Masfél évvel a projekt induldsa utdn tobb szempont
figyelembevételével az a dontés sziiletett, hogy a kutatast egy
uj antipszichotikum kifejlesztésének iranyaba folytassuk.
Kémiai kiindulasi pontként a 4 jelli anyag kivaldan
megfelelt, mert jo bioldgiai hasznosuldst mutatott és aktiv
volt az apomorfinnal indukalt maszasi viselkedés teszten
(rBA: 54%; ,apomorphine-climbing”- ED,: 22 mg/kg).
A részletes farmakologiai és biztonsagossagi vizsgalatok
azonban kimutattak, hogy 4 patkanyban indukaljaa CYP1A
enzimet, valamint QT intervallum nyujt6 hatassal bir, és igy
preklinikai fejlesztésre alkalmatlan.

Szamos analdg vegyiilet vizsgalata wutdn arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a CYPIA enzim indukalé
hatés kapcsolatban van a molekula fenilpiperazin részének
helyettesitéivel, kiilondsképpen a nitril  csoporttal,
és ennek eliminalasaval megszabadulhatunk ett6l a
mellékhatastol. A kardiovaszkularis mellékhatasokkal
fenyegetd QT intervallum nyujtast ellensulyozandd pedig
az antipszichotikus hatast kivantuk fokozni részben a
dopamin D, affinitds fokozéasaval, részben az anyagok
farmakokinetikai jellemzdinek megvaltoztatasaval,
elsésorban az agy/plazma koncentracié arany novelésével.
Az ekkor mar jelentds mennyiségii szerkezeti és hatadsadatot
tartalmazé adatbazisunkat tanulmanyozva négy olyan
szerkezeti elemet (building block) azonositottunk, amelyek
alkalmasnak latszottak a kitlizott cél elérésére (3. abra).

Ssaleacs

HN Cl

'SACAFSRSE

3. Abra. Nagy D, és D, receptor affinitast varhatéan CYP indukei6 nélkiil
biztositd épitdelemek.

6. Az ij vezérmolekula és optimalasa

Ekkor azonban tortént valami, amely gydkeresen
megvaltoztatta vezérmolekula optimalizalasunk iranyat.
A 4 jeli anyag részletes farmakologiai vizsgalataihoz
az anyagot tobb alkalommal és nagyobb mennyiségben
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is elé kellett allitani. Ezen szintézisek soran feltint egy
makacs szennyezddés, amelynek kikiiszobolése céljabol
elkiilonitettik azt, és ami az ezt kovetd szerkezet-
meghatarozas soran az 5 jelii anyagnak bizonyult.

CF

Q,

(N
NS
CH;]\N/O -

5

Az 5 jelii anyag keletkezése a 4 eldallitdsa soran nem
nyilvanvalo. Legvaldszinibbnek az tinik, hogy a
védbesoport eltavolitaishoz hasznalt sdsavas etil-acetatban
jelenlévé ecetsav, amely a primer amin hidrokloridot
szennyezi, vegyes anhidridet képez a reagensként hasznalt
piridin-3-szulfonsav kloriddal és verseng azzal a primer
amin acilezésében (4. abra).

CF,
N SO;H 0 ‘\/N\)
" KL
N o N
X CF,

| el
1
K\N CN
50, O\/N\)
| .
CI HN

N”.HCI
CF,
l iii N
N CN
20
N
H

4 (+5)

Ox
S
L.
N

i: PCL; ii: HCVEtOAc; iii: TEA/CH,CL,
4. Abra. A 4 jelii anyag szintézise.

Az 5 jelt szennyezés nagy affinitasy, szelektiv és in vivo
kimagasloan hatékony anyagnak bizonyult (rD,-IC,: 1.9
nM; rD-IC, : 143 nM; ro, -IC, : >10,000 nM; “apomorphine-
climbing”-ED_: 1.54 mg/kg), bar 4-hez hasonl6an jelentds
mértékben indukalta CYP1A enzimet. Ez a szerencsés
véletlen megfigyelés ravilagitott arra, hogy ahhoz hogy
haté¢kony ¢és gyogyszerszeri anyagokat nyerjiink nem
szlikséges a molekuldk bal felére nagy térkitoltést, lipofil
csoportokat tenniink, ahogy azt korabban az irodalom és sajat
korabbi tapasztalataink alapjan gondoltuk, hanem éppen
ellenkezdleg, a kis és kevésbé lipofil részek kifejezetten
alkalmasabbak.

Az 5 jelt 0j vezérmolekula optimalizalasanak legfébb célja
a CYP indukcio és az esetleg felmeriil6 QT intervallum
megnyulas kikiliszobolése volt. Ezért a C altalanos képlettel
jellemezhetd vegyiilettar eldallitasat tiztiik ki célul.

(\X/Y
G-
o \/NIVH
e "
N, N
R H

C

ahol X, Y és Z ugyanazokat az atomokat
illetve csoportokat jelentik, mint az A jelli
molekulatarban (bar az anyagok zommel a
3. abran lathat6 gytrlis szekunder aminok
felhasznalasaval késziiltek), n lehet egy vagy
ketté, R, és R, pedig H, alkilcsoport (esetleg
egyiitt telitett heterociklus)

Ez volt immar a harmadik eléallitott molekulatar a projektek
soran, ¢és tagjai kozott tobb, minden korabban eléallitottnal
hatékonyabb és gyogyszerré fejlesztésre alkalmas anyagot
azonositottunk. A részletes farmakologiai jellemzés
eredményeként a 6 jeli anyagot valasztottuk ki RGH-188
néven preklinikai, majd ezen vizsgalatok sikeres befejezése

utan klinikai vizsgalatokra.>
; Cl

N
0 /O\/N\) Cl
CH3ITI)J\I}T

CH; H

6
(RGH-188, cariprazine)

D-IC: 1.6 nM, 1D,-IC, : 16 nM, a,-IC,: 508 nM,
“apomorphine-climbing”-ED,: 0.27 mg/kg, CYP1A
induction: 280%,
rBA: 30%, AUC /AUC  :7.6

plazma

7. Zarszo

Richter Nyrt. kutatas-fejlesztési tevékenységében mindig
fontos szerepet jatszottak azok a tapasztalatok, melyek a
korabbi szakmai munka soran keletkeztek. Ezekre épitve
sikeriilt tobb uj hatéanyagot kifejleszteni, azonban egyik
sem tudott a cariprazine-hoz hasonld sikert felmutatni,
amihez annak idején jo intuiciokkal és némi szerencsével
eljutottunk. Habar a vegyiilet mar 2002-ben a keziinkben
volt a kémiai kutatds igazi eredménye csak 2015-ben,
13 évvel késobb valt nyilvanvalova. Ez a tény mindennél
jobban mutatja, hogy az 01j vegyiiletek kémiai kutatasaval
foglalkozo szakembereknek a kudarctiird képesség, a nagy
munkabiras ¢és a szakmai kivalosag mellett rendkiviili
tirelemmel is kell rendelkezniiik. Bizunk abban, hogy
szamosan koziilik megélhetnek még hasonld sikereket, és
atérezhetik azt az 6romot, amit munkatarsaink és mi, mert a
gyogyszerkutatasban ez a legtobb, amit el lehet érni.
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Koszonetnyilvanitas

A szerzok itt szeretnék kifejezni kdszonetiiket annak a tobb
szaz embernek, akik Richter Gedeon Nyrt. alkalmazottaiként
a cariprazine sikeréért dolgoztak és dolgoznak, kiilon
kiemelve a kémiaért felel6s munkatarsaikat.
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The chemistry that lead to cariprazine

On 17 September 2015 the U.S. Food and Drug Administration
approved Vraylar (cariprazine) capsules to treat schizophrenia
and bipolar disorder in adults. This novel atypical antipsychotic
drug had been invented by the research division of Gedeon Richer
Plc. and developed together with its american partner Forest
Laboratories (at present Allergan Plc.).

This remarkable success story started in the nineties of the
last century, when the search for new anti-dementia drugs
unintentionally resulted in a few new 4-arylpiperazine derivatives
that showed high affinity to the dopamine D, receptors. Since
all the antipsychotics on the market at that time were functional
antagonists of this receptor a new project was started to explore
the potential of this compound family. After this lucky observation,
a systematic modification of the structure of the best analogues
lead to RGH-1756, a compound with acceptable affinity to the
dopamine D, receptors and with especially high affinity to the
dopamine D, receptors. However, because of cardiovascular side
effects and low theraputic index the preclinical development of this
compound unfortunately could not be started. Nevertheless, when
a new project aiming at the development of selective dopamine
D, antagonists for the treatment of cocaine abuse was inititated in
1999, RGH-1756 was selected as a chemical starting point. After
a few chemical modifications — partly influenced by the structure
of BP-897 — that improved the dopamine D, receptor selectivity
versus dopamine D, and adrenaline a-1 receptors compound 2 was
obtained and served as lead during the optimization procedure.
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Hundreds of new compounds with the general formula A were
prepared partly by traditional solution phase synthesis and partly
by automated solid phase parallel synthesis utilizing the principles
of combinatorial chemistry. Unfortunately, most of these compunds
showed low bioavailability. Based on the structure of another
selective dopamine D, ligand, SB-277011, several hundred new
compounds with the general formula B was prepared and tested. Out
of this series compound 4 was identified as a promising selective
dopamine D, functional antagonist with good bioavailability.

By that time, however, the focus of the research of the company has
been changed, and instead of drug abuse the possible symptomatic
treatment of psychosis became our target. Since compound 4
showed good in vivo activity as a functional dopamine D, antagonist
its preclinical development had been seriously considered.
However, its CYP1A enzyme inducing and QT prolonging activity
obstructed its preclinical development. By the time a medicinal
chemical strategy were established for the elimination of these
disadvantageous properties an unexpected observation occured.
A tenacious impurity of compound 4 (compound 5) was isolated,
synthesised and tested. It turned out that it has generally similar
biological effects as its parent compound (4), but it was almost 10
times more active in vivo. This new compound became the new
lead, the optimization of which resulted in a new series of urea
derivatives with the general formula C. During this optimization
we succeded in the elimination of CYP enzyme induction and QT
prolongation and identified compound 6 as the most promising
derivative. It was selected for preclinical and later for clinical
development as RGH-188.
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pH-metrias titralas a fizikai-kémia alapu gyogyszerkémia
szolgalataban: ciklodextrin-gyogyszermolekula komplexkepzeés
vizsgalata (gyors) UV-pH titralassal

DARGO Gergé ** és BALOGH Gyorgy Tibor **
“ Richter Gedeon Nyrt., Szintézistamogato laboratorium, Gyémrdi ut 19-21,1103 Budapest

b BME Szerves Kémia és Technologia Tanszék, Budafoki ut 8., 1111 Budapest, Magyarorszdag

1. Bevezetés

A Richter Gedeon Nyrt. kutatdsi menedzsmentje még a
2000-es évek kozepén hatarozta el, hogy sajat kutatési
szervezetén beliil kialakit egy olyan 06nalld csoportot,
ahol az ujonnan szintetizalt vegyiiletek fizikai-kémiai
jellemzése zajlik. A csoport megalakulasakor az elsddleges
cél az alapvetd, addig csak in silico becslések, illetve
kiils6 megbizdsok révén mért adatként eldalld fizikai-
kémiai paraméterek meghatdrozasara alkalmas modszerek
kialakitasa, beallitasa, ,Richter-komfortta” tétele volt.
Ennek megfeleléen 1-2 év alatt beallitasra keriiltek a
vegyliletek proton-disszociacios allandojanak (pK) és
lipofilitasanak (logP/DpH) meghatarozasara  szolgalo
potenciometrikus és UV-pH titralasi modszerek, a kinetikai
¢és termodinamikai oldhatdsag, tovabba a kémiai stabilitas
(DMSO oldatban és fiziologiasan relevans vizes alapt
pufferekben) meghatarozasara alkalmas, elsdsorban
96-lyuktl mérdtalcan/sziirétalcan alapuld mérési modszerek,
illetve a hatdanyagok permeabilitasat jellemzd két, vagy
szendvics elrendezésli mérdtalcas in vitro nem-sejtes
PAMPA (parallel artificial membrane permeability assay)
modszer. Ezen vizsgalati modszerek kozos vonasaként fontos
kiemelni, hogy kivalasztasuknal, illetve kidolgozasuknal a
legfontosabb szempontok a nagyon kis, jellemzden par mg-
ban rendelkezésre all6 mintamennyiség, ami jellemzden
diverz szerkezeti korbol keriil ki, illetve tovabbi kihivas
a mintak nagy szadma és a sziik iddéintervallumhoz kotott
informacioigény voltak. Tekintettel a fentieckben emlitett
széleskori fizikai-kémiai vizsgalatokra, illetve a jelen irasos
mi terjedelmi korlatjara a tovabbiakban a leginkabb a
gyogyszerkémiai kutatasok Iéptékéhez igazitott, fokozottan
annak igényét kielégitd, fizikai-kémiai paraméterek
meghatdrozasban is altaldnosan hasznalhatdé moddszerre
a potenciometrikus, illetve kiilonb6zé spektroszkopia,
jellemzden spektrofotometrian alapulé  UV-pH-metrias
titralasi modszerre fokuszalunk. Hasonlé modon az ezen
a piacon egyeduralkoddé néhany cég is a pH-metrias
technikdkon alapulé késziilékeiken hajtott végre jelentésebb
fejlesztéseket. A fejlesztés legfontosabb iranyai (i) a pH-
metrias titralasi technika alkalmazasanak Kkiterjesztése a
klasszikus pK_ és logP/D meghatarozas mellett az oldhatdsag
vizsgalatra, (ii) a mérés anyagigényének gyakorlatilag
egy nagysagrenddel torténd csokkentése, (iii) a mérés
ciklusidejének lerdviditése és igy ateresztoképességének
novelése (1. abra).

A kovetkezokben ez utobbi két fejlesztési irany eldnyeire,
illetve az ezek altal biztositott lehetdségekre tériink ki

" Tel.: +36-1-431-48-55; fax: +36-1-889-87-82; e-mail: gy.balogh@richter.hu

részletesebben. A jellemzd paraméterek valtozdsat a
Sirius Analytical Inc. cég 2000-es években forgalmazott
GlpKa, illetve a par éve a piacon megjelent SiriusT3™
berendezésén mutatjuk be. Az 1. abra alapjan jol
lathato, hogy a mintaigény csokkenését a klasszikus pH-
metrids (potenciometrikus), illetve csak a pK  méresnel
alkalmazhat6 UV-pH-metrias titrdlasokndl is a titralasi
térfogat egy nagysagrenddel torténd csokkentésével
(6-20 ml — 0,8-3,5 ml) sikeriilt megoldani. A masik
fejlesztési irany a mérés ciklusidejének csokkentése, amit
a mintamozgatds robotizalasaval, illetve a reagenseket
adagolod automatikus biirettdk parhuzamos mukddésének
biztositasaval oldottak meg, mintanként 20-30 perces mérési
idot eredményezve. Ezen feliil a klasszikus egyensulyi,
illetve termodinamikai oldhatésag mérés 24-48 oOras
id6igényéhez képest jelentds valtozast jelentett a kifejlesztett
potenciometrikus oldhatésag-mérési modszer, melynek
mérési ideje 60 perc/mérésre rovidiilt. A masik jelentésebb
elérelépést a ciklusiddé lerdviditésében egy uj, un. gyors
UV-pH-metrias titralasi modszer bevezetésével sikeriilt
a fejlesztoknek elérni (1. abra). A szamottevd ciklusidd
rovidiilést (20 perc/ 3 parhuzamos mérés) két, a vizsgalati
moédszert érintd valtoztatassal sikeriilt elérni. A klasszikus
két kiivettds moddszer helyett, az azonos olddszer hatteri
(azonos koncentracioban adagolt, azonos koszolvenssel
készitett torzsoldatbol kiindulé) mintak esetében csak
egy referencia kiivettat alkalmaznak, ily modon a hattér
UV-vis-pH spektrumok felvétele még nagyszamii minta
esetében (akar 50 db minta) is csak egyszer sziikséges. A
masik ciklusidé roviditését eredményezd valtoztatas a
gyors pH egyensuly beallasat, illetve a teljes titralasi pH-
tartomany pufferalasat biztositdo puffer oldat kifejlesztése,
ami egyiittesen biztositja, hogy a teljes pH-tartomanyban a
titralasi id6 mintegy 6-7 percre rovidiilt.

Fentieknek megfelelden a kovetkezékben ez utdbbi gyors
UV-pH-metrias titralassal végzett kisérletes munkankat
szeretnénk bemutatni, amely soran a gyodgyszermolekulak
és egyes ciklodextrinek kozott kialakuld kolesonhatasokat
vizsgaltuk a hatéanyagok proton-disszociacios
képességének, ionizacios 4allanddjanak (pKa), illetve
multiprotikus  vegyiilet esetében az adott szerkezeti
egységre vonatkozoan szeparaltan az egyes pKa értékeinek
megvaltozasan keresztiil.

A szervezetbe kertiil6, a gasztrointesztinalis (GI)-rendszeren
végighalado, per os adagolasu gyogyszerek biohasznosulasat
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Méret csokkentés!

GlpKa
Titralo iiveg:
(25 ml)
Titralasi térfogat:

6 ml —20 ml

Sirius T3™
Titralo liveg:
(4 ml)

Titralasi térfogat:

0,8 ml — 3,5 ml
Mintaigény csokkenés!

GlpKa Sirius T3™ Ateresztés
pK /p K, (UV-pH) 6—10mg 0,8—1,5mg 20 - 25 perc/mérés
pK /p K, (UV-pH) 50 ul 10 mM 50 pl 10 mM 20 - 25 perc/mérés

(gyors UV-pH) DMSO-s oldat DMSO-s oldat 20 perc/3 mérés
logP/D 8§—12mg 1-2mg 30 - 35 perc/mérés
logS - 2-6mg 30 - 60 perc/mérés

A fent megjelolt mintaigények 3 parhuzamos mérés mellett értendok

1. Abra. A pH-metrias titrdlo berendezés fejlesztése.

nagyban  befolyasolja  felszivodasi  hajlamuk, ami
fizikai-kémiai értelemben elsésorban  oldhatosaguktol
és permeabilitasuktol fiigg. Ennek megfelelden mar a
gyogyszerkutatas korai fazisaban fontos informaciot
nyerniink a gyogyszer-jelolt molekuldk ezen paramétereirdl.
A gyogyszermolekulakat az oldhatosaguk és permeabilitasuk
alapjan kialakitott Biofarmaciai Osztalyozasi Rendszer
(BCS) négy osztalyba sorolja.

Megfigyelhetd, hogy az egyes osztalyok esetén a
felszivodasi sebességet mas-mas paraméterek fogjak
limitalni (1. tablazat), Gigy, mint a gyomor iiriilése, az
oldhatosag, a permeabilitas, vagy ezek kombinacidja (BCS
IV. osztaly).? Ciklodextrinek (CD-¢k) alkalmazasa foként
a gyogyszermolekulak oldhatosaganak novelésére iranyul,
igy els6 megkdzelitésben alkalmazasukkal a II., illetve a I'V.
BCS osztalyokba sorolhatdo anyagok biohasznosulasanak
novelésére lathatunk esélyt.

1. Tablazat. A Biofarmacia Osztalyozasi Rendszer (BCS) és a CD-¢k hatasa a biohasznosulasra®

Paraméterek 1. osztaly II. osztaly I11. osztaly 1V. osztaly
Vizes oldhatésag Fokozott Rossz Fokozott Rossz
Permeabilitas Magas Magas Alacsony Alacsony
In vitro/ in vivo Korrelicio Lehet jo Rossz Rossz

A felszivodasi sebességet

befolyasolja Gyomor iiriilése

CD-ek alkalmazasanak hatasa

. . Csokkentheti
a biohasznosulasra

Oldhatosag

Novelheti

Oldhatosag és

Permeabilitas )
permeabilitas

Csokkentheti Novelheti

Megfigyelhetd, hogy az egyes osztalyok esetén a
felszivodasi sebességet mdas-mds paraméterek fogjak
limitalni (1. tablazat), ugy, mint a gyomor Uriilése, az
oldhatosag, a permeabilitds, vagy ezek kombinacioja (BCS
IV. osztaly).? Ciklodextrinek (CD-ek) alkalmazasa foként
a gyogyszermolekulak oldhatésaganak novelésére iranyul,
igy els6 megkozelitésben alkalmazasukkal a I1., illetve a I'V.
BCS osztalyokba sorolhatd anyagok biohasznosulasanak
novelésére lathatunk esélyt.

2. Ciklodextrinek

A CD-ek a-p-gliikopiranéz egységek 1-4 kapcsolodasaval
kialakulo ciklikus oligoszacharidok, amelyeket keményitdbol

enzimes atalakitassal nyernek.> A gytriik tagszama 6, 7, 8,
9 lehet, a novekvd tagszam szerint elnevezésik a-, B-, y-,
illetve 6-CD-ek.

A csonkakup alakii molekuldkban a henger peremén
talalhatoak a glikdéz egységek hidroxilcsoportjai, az
iireg belsejében pedig a hidrogének, illetve a glikozil-
kotésti oxigének.* Ennek kovetkeztében a henger belseje
apolaris, mig pereme ¢s kiilseje polaris jellegii lesz, igy
vizben jol oldddnak, belsé iiregiikben pedig kiilonbozd
apolaris  csoportot tartalmazé  molekulakkal, mint
vendégmolekulakkal képesek reverzibilis, nem kovalens
zarvany-komplexek l1étrehozéasara.
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Az lreg mérete a gylritagszammal valtozik, igy eltérd
méretli molekulakat, molekularészeket képesek az egyes
CD-ek komplexalni. A hidroxilcsoportok  kiilonb6zo
modositasaval tovabb ndvelhetd a CD-ek vizes oldhatosaga,
igy szarmazékaikat is elGszeretettel alkalmazzak a
gyogyszeriparban.’

Az irodalomban szamos példat talalhatunk olyan
gyogyszerekre, amelyek biohasznosulasa novelheté CD-ek

2. Tablazat Példak a biohasznosulas novelésére CD-ek alkalmazasaval !

alkalmazasaval.®7%% A 2. tablazatban néhany olyan példa
lathato, ahol a CD-ek hatasara bekovetkezd biohasznosulas
novekedést, a relativ biohasznosulast (F ) vizsgaltak,
melyeket a CD-t tartalmazé és a CD-t nem tartalmazo
készitmények esetén mért plazma koncentracid idébeli
fliggését leiro gorbe alatti teriiletek (AUC) hanyadosabol
kapunk.? Lathat6, hogy ciklodextrinek alkalmazasaval
néhanyszorostol akar tobb tizszeresre is sikeriilt novelni a
hatéanyag biohasznosulasat.

Hatbéanyag CD* Formulalas Vizsgalt faj F,
Albendazol HPBCD Per os oldat Barany, egér <2,5
. Per os por, oldat vagy . ,
Karbamazepin DIMEBCD Nyul, kutya, patkany <5,6
tabletta
. L. BCD, SBEBCD, Per os oldat, tabletta,
<

Cinnarizin HPBCD port tart. kapszula Kutya =48
Digoxin GCD Tabletta Kutya 5.4
178-Osztradiol HPBCD Szublingvalis tabletta Ember 5,8
Glibenklamid BCD, SBEBCD port tart. kapszula Kutya, patkany <6,2
Nifedipin BCD, HPBCD port tart. kapszula Nyul, kutya <29
Spironolakton BCD, GCD, DIMEBCD, Per os por és oldat Patkany, kutya <3,6

SBEBCD, HPBCD

2 BCD: B-ciklodextrin, GCD: y-ciklodextrin, HPBCD: 2-hidroxipropil-B-ciklodextrin, DIMEBCD: dimetil-B-ciklodextrin, SBEBCD: szulfobutil-éter-3-

ciklodextrin
3. A komplexképzés vizsgalatanak modszerei

A CD-ek gyogyszerek felszivodasara, biohasznosuldsara
gyakorolt hatasanak azonositisahoz, a CD hatdanyaggal
torténd komplexképzésének vizsgalatira van sziikség. A
komplexképzés vizsgalatara alkalmas modszereket két {6
csoportba sorolhatjuk. Az elsd a szabad és a komplexalt
hatéanyagforma elvalasztasan alapuld technikdk. Ide
tartoznak a kiilonboz6 kromatografias, az affinitas kapillaris
elektroforézis, a dializis, és tomegspektrometrias modszerek.
A masik csoportba azok a vizsgalatok sorolhatok, melyek
a gyogyszervegyilet, vagy a CD valamilyen fizikai-kémiai
sajatsaganak megvaltozasan alapulnak. Ilyen modszerek
a  fazis-oldhatésdgon, = UV-vis  spektrofotometrian,
potenciometrian, NMR-en, konduktometrian, valamint
hidrolizis kinetikan alapuld modszerek.!"® Az itt felsorolt
technikak ko6ziil munkank soran az UV-vis spektroszkopia és
potenciometria 0sszekapcsolasa révén el6allo UV-pH titralast
alkalmaztuk (2. abra). Célunk egy gyors, sziirés 1éptekd,
a vizsgalt hatéanyag proton-disszociacids sajatsaganak,
pK, ertékének megvaltozasan alapulé merési modszer
kialakitasa volt, mely segitségével konnyen elérejelezhetd,
hogy a gydgyszermolekula mely CD szarmazékkal fog
stabil/stabilabb komplexet képezni.

3.1. Komplexképzés vizsgalata UV-pH titralassal

Az UV-pH titralassal az olyan proton-disszociaciora képes
vegyiiletek esetében, melyek UV-vis spektruma pH-fliggést

mutat, a mért spektrumokbdl a két szélso (teljesen ionizalt
¢és teljesen neutralis forma) és egy atmeneti pH-n vett
abszorbanciabol a Henderson-Hasselbalch egyenletet
felhasznalva megadhato(k) a vegyiilet pKa értéke(i)."

pK,= pH+log ([proton donor]/[proton akceptor]) (1)

Az egyenlet UV-pH titralas esetén atalakithato oly
modon, hogy a koncentraciok hanyadosanak helyére
a mért spektrofotometrids adatokbol, az abszorbancia-
valtozasokbol szarmaztathatd mennyiségeket irunk, ily
médon a Henderson-Hasselbalch egyenlettel analdg
Osszefiiggés irhato fel, mely egy monoprotikus sav esetében
a kovetkez6."

pKa = pH+10g((AA_ _Azitmeneti)/(Azitmeneti - AAH )) (2)

Az egyenlet bazisok ¢és bizonyos megkdtések mellett
multiprotikus  vegyiiletek esetében is analog modon
alkalmazhat6. Az egyenlet felhasznalasaval, tobb
modszerrel is, mar akar egy darab atmeneti pH értékbdol,
és a harom sziikséges abszorbancia-értékbdl szamolhatd a
pK,, de napjainkban a mérés automatizalasa kovetkezteben,
kifejezetten erre a célra irt programok is 1éteznek, melyek tobb
atmeneti pH-hoz és valaszthatd hullamhossz intervallumhoz
tartozd abszorbancia-értékek sokasaganak matrixabol
képesek meglehetdsen nagy pontossaggal megadni az adott
vegytilet pK_ értékeét (pl.: RefinementPro, SiriusT3 Refine).

A modszerrel kiilonbozéd CD-koncentraciok mellett mérve
a proton-disszocidcios allandot (pK -t), szamolhatok a
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komplexalodas hatasara megvaltozo, latszélagos ionizacios
allandok, pK ap értékek is.

Azokban az esetekben, ahol CD hozzaadasara azt
tapasztaljuk, hogy a pK = érték szignifikdnsan eltér a
vegytilet sajat pK, erteketof stabil CD-gyogyszermolekula
komplex kialakuldsa feltételezhetd az oldatban. A két
ionizdcios allandé kiilonbségének (pK -pK, , ) nagysaga
a kialakul6 komplex stabilitasara utal amit kiilonbozd
CD-koncentracié mellett mérve, majd a kapott adatokat

Optikai kabel az
UV-detektor felé

Kapillarisok reagensek
adagolasahoz

tiveg kiivetta
(max. 4 ml)

motoros
keverl =——p

ivegelektréd
@=3 mm

héméré

Magyar Kémiai Folydirat - Kozlemények

a Benesi-Hildebrand-egyenlet szerint transzformalva a
komplexstabilitasi allandok nagysaga megadhaté mind a
proton-disszocialt és a disszocialatlan molekulaformara
K. K )"

11a°

K/K,, -K)=(/(K,,-K,)[CD]) +

((Klla / (Kllb - Klla))’ A3)

ahol az Asztemizol piperidin szerkezeti részének bazikus
nitrogénjére vonatkozd proton-disszociaciot figyelembe
véve (pK ,), a neutralis molekulaforméhoz tartozo stabilitasi
allando (3 abra):

Abszorbancia

S 0,12
0,10
0,08
0,06 -
0,04 -
0,02
0,00 ; . ; ;
250 260 270 280 290 300 310 320
Hulldmhossz (nm)
2. Abra. Az UV-pH titralas vazlata.
K, .= y-tengelymetszet / meredekség, “) ?}lg?}metlzhaté nagyobb szamu mérendd anyag esetében is (3.
. . ) ablazat).
az egyszeresen protonalt molekulaformahoz tartozé )
stabilitasi alland6 pedig: K,/ (Ky app- Ko )
14
K, =(1 + y-tengelymetszet) / meredekség 5) 12 »
. . . P wo e
4. Hasznalt médszerek, mintaelokészités 0s e
A méréseink soran az UV-pH titralasokhoz a Sirius Analytical o6 e o
. o1 AT . PR Neutrdlis forma: K, =1482M*
cég SiriusT3™ késziilékét hasznaltuk. A késziilék gyors 04 e ¥ cutrelis forma: Fu
mérési moédjaban (Fast UV-pH) a vizes kdzegben mérhetd 03 Pt lonos forma: Ky, ~ 0 M
pK, értékek meghatarozasara a vizsgalt anyagok 5 ul 10 0'0
mM-os koncentracnOJu DMSO-toérzsoldataibol konstans ion- 0 o0 %00 600 S0 1000 1300 1400 1E00
erésségli vizben titralva (kezdeti térfogat: 1,2 ml, 1=0,15 Veg

M KCl) anyagonként kb. 10-20 perc alatt végezhetiink
3 parhuzamos mérést, igy a modszer gazdasagosan

3. Abra. Asztemizol-HPBCD komplex stabilitasi egyiitthatoinak
szamitasa a Benesi-Hildebrand egyenletb6l.
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3. Tablazat. A pK| véltozast vizsgalé mérési modszerek dsszehasonlitdsa

potenciometrikus titralas

(két kiivettas) UV-pH titralas gyors (Fast) UV-pH titralas

0,8-1,5 mg szilard minta
0,8-1,5 ml kezdeti titralasi
térfogathoz

sziikséges CD mennyiség 300wl 20 Vmg/ml

sziikséges anyag mennyiség

5 pul 10 mM-os torzsoldat
0,8-1,5 ml kezdeti titralasi
térfogathoz
300 pl 20 mg/ml

5 ul 10 mM-os torzsoldat
0,8-1,5 ml kezdeti titralasi
térfogathoz

300 pl 20 mg/ml

A CD-ek jelenlétében végzett méréseknél az 1,2 ml kezdeti
titralasi térfogat 300 pl-é¢t 20 mg/ml HPBCD-es oldattal
helyettesitettiik, mivel elézetes probak alapjan ekkora
CD koncentracié mellett mar szignifikéns pK valtozast
tapasztaltunk, ha komplexalodas tortént, igy ezen beallitas
mellett a modszerrel sziirés jelleggel azonosithatok a vizsgalt
CD-el komplexalodasra hajlamos vegyiiletek.

5. Eredmények

Az eredmények alapjan lathatd, hogy a vegyiiletek egy
részénél jelentés pK valtozas tapasztalhato, amit a HPBCD-
el képzett komplex kialakulasaval azonositottunk, igy
elkiilonitheték azok a vegyililetek, melyeknél esély van
az oldhatosag novelésére az adott CD alkalmazasaval
(4. tablazat). A tobb pK, értékkel rendelkezd anyagok
esetében az is megfigyelhetd, hogy az egyes pK, értckeket
eltéré mértekben valtoztatta meg a CD jelenléte, ez alapjan
arra is lehet kovetkeztetni, hogy a CD-el kialakuld komplex a
vendégmolekula mely szerkezeti részét érinti. Ez azt jelenti,
hogy amelyik ionizalhato molekularésznél nagyobb pK -
valtozast tapasztalunk, ott valdsziniisithetd, hogy az adott
szerkezeti elem a CD belsd tiregébe, illetve annak kozelébe

N
PK,,1= 5,81

/| L Kia= 1482 M2

N
PKa appa= 5,76

4. Abra. A pK, értékek valtozasa az Asztemizol-HPBCD komplexben.

A 4. tablazatban lathatd eredmények alapjan az is
megfigyelheté, hogy a vegyiiletek bazikus, illetve savas
jellegéknek megfeleléen néhany kivételtdl eltekintve a
HPBCD a pK_,  értéket a bazisok esetében csokkenti, mig
savak esetében noveli. Ez megegyezik azzal a vart hatéssal,
visszaszoritja, igy annak savas/bazikus jellege is csokken.
A trendtdl eltéré esetekben feltételezhetd, hogy a HPBCD
komplexképz6 hatasan kiviil mas ok, pl. sztérikus gatlas
is fellép a disszociabilis protont tartalmazé csoporttal, igy

keriilt, igy a proton-disszociacié visszaszoruldsat, az
egyensulynak a neutralis forma iranyaba torténd eltolodasat
okozza, a CD nélkiili, szabad gyogyszermolekula proton-
disszociacios egyensulyahoz képest. A kisebb méretékil
valtozas esetén pedig feltételezhetjiik, hogy a molekula
ionizalhato szerkezeti eleme a CD gy(r(in kiviil helyezkedik
el, vagy a vegyiilet nem komplexalddott, igy kevésbé van
kitéve a komplexalédasbol adodo, a proton-disszociaciot
befolydsold hatasnak. Erre jo példa az Asztemizol-HPBCD
komplexe is, melynek négy-egyenstlyat a 4. abra mutatja,
az ionos, illetve neutralis formakhoz tartozd proton-
disszociacios allandok, valamint komplexstabilitasi allandok
feltiintetésével.

Tekintettel arra, hogy az alkalmazott UV-pH titrélas pK,
értékre vonatkoztatott atlagos hibaja 0,01-0,02 nagysagu, az
eredmények kiértékeléskor a 0,1-nél nagyobb pK, valtozast
mutatod anyagokat itéltilk a HPBCD-el ténylegesen zarvany-
komplexet képzének, hiszen igy a titrator varhaté mérési
hibajanalezazeltérés marszignifikansan, egy nagysagrenddel
nagyobb. Néhany esetben oldhatosagi problémak miatt (vizes
kozegben) csak a két kiivettas méréssel volt meghatarozhatod
a valédi pK, igy a kiértékelésnél az ezzel a modszerrel
kapott értékeket hasznaltuk (Asztemizol, Flufenaminsav,
Glibenklamid).

N\
’] L K= OM
F
RN ‘Q_\ HN
— N @ CHs
Ka app.2= 8,08 o

ennek hatésa jelenik meg az eredményben (pl. Nimeszulid).
Az irodalom is megemlit néhany hasonlé esetet. '’

6. Osszefoglalis

Munkank soran egy UV-pH titralason alapuld, a
gyogyszermolekulak és kiilonbozé CD szarmazékok kozotti
komplexképzés vizsgalatara alkalmas sziirési modszert
alakitottunk ki. A modszer gyogyszeripari relevanciaja,
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4. Tablazat. CD hatasara bekovetkez8 pK, véaltozasok

Magyar Kémiai Folydirat - Kozlemények

vizes 300 ul
pk SD HPBCD SD ApkK,
a PK,,,,
Savas karakterii hatéanyagok

Glibenklamid 5,38 0,02 5,33 0,02 -0,05
Flufenaminsav 3,93 0,02 4,10 0,00 0,17
E;f:i'szmbesm"l 1031 004 1057 002 026
EE:T'SZﬁIbeSZtm] 957 002 978 002 021
Diflunizil pK_| 2,58 0,01 3,17 0,01 0,59
Osztradiol 10,33 0,02 10,32 0,02 -0,01
Ketoprofen 4,00 0,00 431 0,02 0,31
Fenilbutazon 4,33 0,00 4,48 0,01 0,15
Diklofenak Na 3,97 0,00 4,17 0,02 0,20
Nimeszulid 6,49 0,01 6,14 0,03  -0,35()

Amfoter hatéanyagok
Piroxikam pK , 5,31 0,01 5,33 0,00 0,02
Diflunizil pK_, 12,85 0,14 12,96 0,03 0,11
Szalbutamol pK,, 10,15 0,02 1024 006 0,09
Nitrazepam pK_, 10,51 0,01 10,43 0,02 -0,08
ls)f(‘:fadimidi“ 751 001 758 000 007
}S;('ifadimidi“ 231 002 228 002  -0,03
Nitrazepam pK_ , 2,94 0,02 2,83 0,03 -0,11
Szalbutamol pK_, 9,08 0,01 9,14 0,01 0,06
Piroxikam pK , 1,88 0,02 1,93 0,04 0,05

Bazikus karakterii hatéanyagok

Klozapin pK_, 7,66 0,02 7,68 0,02 0,02
Nifedipin 2,33 0,05 2,36 0,07 0,03
Asztemizol pK | 5,81 0,01 5,76 0,04 -0,05
Papaverin 6,47 0,02 6,47 0,01 0,00
Ketokonazol pK , 6,18 0,08 6,05 0,05 -0,13
Diazepam 3,41 0,02 3,26 0,03 -0,15
Ketokonazol pK | 3,28 0,02 3,15 0,03 -0,13
Kodein 8,24 0,03 8,23 0,02 -0,01
Benzokain 2,54 0,02 2,13 0,05 -0,41
Asztemizol pK_, 8,53 0,06 8,08 0,08 -0,45
Klozapin pK_, 3,99 0,02 3,45 0,07 -0,54
Loratadin 5,26 0,02 4,14 0,02 -1,12
Dipiridamol 6,20 0,02 6,13 0,03 -0,07

hogy eldsegitheti a megfeleld per os formulaciok
kivalasztasat az in vivo allatkisérletekhez, oly modon, hogy
segitséget nyujt a biohasznosulas javitasahoz legalkalmasabb
CD szarmazék kivalasztasaban, valamint a CD-gyogyszer
arany beallitasaban.

A mobdszer eldnyeként kiemelnénk, hogy nagy
érzé¢kenységgel, minimalis anyagmennyiségbdl, nagy
ateresztOképességgel képes adatokat szolgaltatni, illetve
multiprotikus vegyiiletek esetében arrdl is informaciot
nyujthat, hogy a komplexképzés a molekula melyik
szerkezeti részét érintette. Természetesen a kialakuld
komplex egzakt szerkezetének megallapitasara a sziikséges
a nagymiszeres technikak (pl. NMR) alkalmazasa, és habar
ezek a modszerek szolgaltatjak a legpontosabb informaciot,
szamos hatrannyal rendelkeznek a sziirési modszerrel
szemben (az NMR-pH-titralas kivitelezése nehézkes,
jelentdsen nagyobb mintamennyiséget, és idot vesz igénybe,
igy ateresztoképessége kicsi).
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pH-metric titration as a versatile tool for physico-
chemical based medicinal chemistry: study on the
cyclodextrin complexation of drugs using (fast) UV-pH
titration

In the early 2000s the management of Gedeon Richter Plc. decided
on establishing an independent research group for profiling the
physicochemical properties of newly synthetized compounds. The
main objective of this group was to create and fine-tune methods
for measurement of physicochemical properties which prior to that
originated from in silico estimations only. As a result, adequate
techniques were designed in order to measure the proton dissociation
constant (pK ) and lipophilicity (logP/D ,) by potentiometric and
UV-pH-metric titrations, kinetic and tflermodynamic solubility
and chemical stability using 96-well plate-based methods and
permeability using the 96-well sandwich plate-based PAMPA™
technique. During the creation of these methods we had to take
into consideration that only miniscule amounts of compounds
are available from molecules with diverse chemical structure,
moreover we had to be able to provide information about numerous
compounds within narrow time intervals. This article focuses
on development of potentiometric and UV-pH-metric titration
techniques which are widely spread methods for measuring
physicochemical properties in the pharmaceutical industry.

In recent years the few monopolistic suppliers of instruments
for potentiometric and UV-pH-titrations made significant
improvements on their techniques in order to improve the classical
pK, and logP/D measurements and expand the applicability of
potentiometric titration for solubility measurements also. Sirius
Analytical Inc. improved their former GlpKa instrument creating
Sirius T3™ by reducing the amount of required sample and the
titration volume by an order of magnitude and by shortening
the time of measurements using a fully automated sample
handling and reagent dosing system (Figure 1.). In addition, a
new, potentiometric-based method was developed for measuring
solubility values thus significantly reducing the time of classical
solubility measurements. As a result, SiriusT3™ became a
convenient tool for physicochemical characterisation of drugs that
can satisfy the need for high-throughput methods in pharmaceutical
drug development.

Absorption of orally administered drugs mainly depends on their
solubility and permeability. Based on these physicochemical
parameters APIs can be categorized into the four classes of the
Biopharmaceuticals Classification System (BCS). The absorption
rate of the API is limited by different aspects in each class.
(Table 1.) Bioavailability of APIs in BCS classes Il and IV might be
increased by improving their solubility through complexation with
cyclodextrins (CDs).

CDs are cyclic oligosaccharides bonding into a toroid structure
which is capable of forming inclusion complexes with hydrophobic
moieties of drugs due to its apolar interior cavity. Besides, the
hydrophilic external surface of the toroid ensures good aqueous
solubility thus increasing the solubility of complexed APIs.
Depending on the number of glucose units in the toroid CDs
can form host-guest complexes with molecules of various sizes.
Due to these prosperous properties CDs and their derivatives are
widely used in pharmaceutical products. Several cases have been
already reported where CDs were successfully used for improving
bioavailability (Table 2.).

For studying complexation with CDs we used UV-pH-titration that
combines UV-vis spectroscopy with potentiometric titration. Using
UV-pH titration we can determine the pK, values of the APIs from
pH-dependent absorbance changes. Adding CDs to the medium
and monitoring the changes in pK, values due to complexation the
determined apparent pK_ values (pKa:app) can help us to identify the
CD derivatives capable of complexation with the APIs. By applying
different concentrations of CD the strength of the complex can be
determined also. Our goal was to establish a fast and screening-like
testing method that can be easily used for this purpose.

Using the built-in Fast UV-pH assay of SiriusT3™ instrument we
were able to create a screening method where using 300 pl of CD
stock solution the presence or absence of complexation can be
detected. Table 4. contains the results of our tests for complexation
with HPBCD. In several cases significant changes could be
detected in the pK  values, suggesting the presence of CD-API
complexes. In the case of APIs with more than one pK, value the
extent of the changes were different for each pK, value. Based on
this we can determine which part of the molecule entered the CD
cavity and which part is located outside of the toroid. According
to the data it can be concluded that pK_ values belonging to basic
groups undergo a negative change in pK, while those of acidic
groups show a positive change in pK, value. This is in agreement
with the fact that complexation diminishes proton-dissociation,
hence decreasing the acidic or alkaline character of the groups. In
few cases the change was opposite to the expected which might
be explained by steric inhibition of protonation of which there are
already examples in the literature.'

The established testing method can be used in practice for
determining the adequate CD derivate and CD-API ratio for the
per os formulations for in vivo animal testing. We can highlight
that the method can provide information with high sensitivity from
numerous samples using only miniscule amounts of samples and
might also provide structural information. However, it should
be noted that for exact structural identification of the host-guest
complexes using high resolution techniques (e.g. NMR) might be
necessary, albeit they have several disadvantages compared to the
screening method.
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Nagymiszeres szerkezetkutatas a Richter Gedeon Nyrt.-ben

Ifj. SZANTAY Csaba,” SANTA Zsuzsanna és HADA Viktor
Richter Gedeon Nyrt, Szerkezetkutatasi osztaly, Gyomrdi ut 19-21,1103 Budapest, Magyarorszag

1. Bevezetés

Kérdezzik meg az ,utca emberét” arrdl, hogy mi az
innovacid egy olyan tomegcikkben, mint pl. a mobiltelefon
vagy a szamitogép. Ha nem is fog tudni a kérdésre
technikailag korrekt valaszt adni, mégis lesz ra egy
,,makroszkopikus”, vagyis az emberi érzékszervi tapasztalas
vilagéba es6 elképzelése, hiszen nagy valdsziniiséggel latta
mar mindkét termékfajta belsejét: a chip-eket, a processzort,
a tapegységet, a memdriat, stb. Ezzel szemben, ha azt a
kérdést tessziik fel, hogy mi az innovacid egy gyogyszerben,
az emberek zOme zavarba jon. Itt ugyanis az innovacio a
hatdéanyag molekuldjanak a szerkezetében, illetve abban a
képességben rejlik, hogy a molekulék szerkezetét tudatosan
manipuldlni tudjuk - ehhez pedig az kell, hogy ,lassuk”
ezeket a szerkezeteket. Ennek a molekularis szintii ,,1atasnak”
a koncepcidja olyasmi, ami kiviil esik az emberi érzékelési
tartomanyon ¢és igy sokak szamara felfoghatatlan. Az
pedig, hogy ez a ,,molekula-latas” milyen (spektroszkopiai)
eszkozokkel és milyen mddon valodsithatdé meg, végképp
rejtélyes a legtobb ember szamara.

Természetesen a jelen kozlemény nem az ,utca emberét”
célozza meg. Ennek ellenére, tapasztalataink alapjan az
el6z6 gondolatokat a tagabb értelemben vett szakman
beliil is bizonyos fokig relevansnak érezziik, hiszen sokan
a szerkezetkutatast amolyan misztikus, fekete-doboz
jellegli szolgaltatasnak tekintik. Ezen felfogas szerint a
szerkezetkutatas szerepe egyszeriien az, hogy egy ismeretlen
szerkezetr6l megmondja, hogy az ,,micsoda”; hogy ekdzben
mi torténik a ,,fekete dobozban”, az altalaban keveseket
érdekel.

A helyzet a valosagban ennél sokkal, sokkal bonyolultabb!
Koézleményiink egyik célja, hogy olyan lizeneteket kiildjiink
a ,fekete dobozon” kiviilre, amelyek megvilagitjak
a szerkezetkutatds néhany olyan arnyalatat, amelyek
meggy6zOdéstiink szerint mindenki szdmara, akik a
szerkezetkutatasi szolgaltatast aktivan hasznaljak vagy
csak érdeklédnek a téma irant, hasznosak. Ennek kapcsan
igyeksziink azt is bemutatni, hogy a Richterben a
szerkezetkutatas milyen filozofiara épiil és miért.

Utalva kozleménytlink cimére, nagymiszeres
szerkezetvizsgalat alatt tipikusan a magneses magrezonancia
spektroszkopiat (NMR), a tomegspektrometriat (MS), és az
egykristaly rontgendiffrakciot (XRD) szokas érteni. Miutan
XRD vizsgalatokra a Richter gyakorlataban viszonylag
ritkan van sziikség, ezeket a cég eseti alapon, kiils6 megbizas
forméjaban végezteti el. A szerkezetvizsgalatokban mas
(altalaban nem ,,nagymiszeresnek” tekintett) modszerek is
fontos szerepet jatszanak, mint példaul az infravords (IR),
az ultraibolya (UV), vagy a cirkularis dikroizmus (CD)

* Tel.: 4314952; fax: 4326003; e-mail: cs.szantay@richter.hu

spektroszkopia. Tekintettel a cég napi szerkezetvizsgalati
praxisaban jelentkez6 dominans szerepiikre, a jelen
kozleményben a Richter Szerkezetkutatasi osztalyan
iizemel6 NMR ¢és MS alapti szerkezetvizsgélatokat mutatjuk
be, ezeket tekintve ,nagymiiszeres” modszereknek. Bar
az osztalyon az IR spektroszkdpia is hangsulyos szerepet
kap, részben a jelen kozlemény céljait, részben pedig a
kompaktsagot szem el6tt tartva ezt itt nem targyaljuk.

A Richter Szerkezetkutatdsi osztalya tobb, mint 25 éves
multra tekint vissza. Egészen az utdbbi évekig, a cég
hagyomanyos kutatasi és fejlesztési profiljanak megfeleléen
az osztaly dontéen ,kismolekulas” (ami alatt a kb. 1000
daltonnal kisebb molekulatomegii molekuldk értenddk)
szerkezetkutatassal foglalkozott. A vallalati portfolid mintegy
10 évvel ezel6tt tortént biotechnologiai iranyu kiterjesztése
ota az osztdly fokozatosan ndvekvd szerepet vallalt a
biomolekuldk szerkezetvizsgalataban is (jelenleg az NMR
miiszeres kapacitas kozel harmadat, az MS kapacitasnak
pedig nagyjabol a felét biomolekulak vizsgalata koti le).
Jelen kozleményiinket a kismolekulds szerkezetvizsgalatok
bemutatasara  korlatozzuk, targyaldsunkban tobb
szempontbol is épitve e témaban korabban megjelent fébb
kozleményeink gondolatisagara.'?

Talan nem tulzas azt allitani, hogy fennallasa 6ta nemcsak
rengeteg tapasztalat gytllt Ossze az osztalyon, de ezzel
parhuzamosan kiérlelodott egy markans elvekre épiild,
ugyanakkor flexibilis miikodési modell és szemlélet, amely
a Richterben zajlo szerkezetkutatasi ,,modus operandi’-t a
cég egyik fontos know-how jellegli értékéve tette.

Ahhoz, hogy bemutassuk, hogyan is mikodik a Richter
kismolekulas szerkezetvizsgalati szolgaltatasa, eldszor arrol
kell sz6Ilnunk, hogy mennyire nem magatol értet6dd az, hogy
egy gyogyszergyar milyen muszeres és emberi er6forrasok
biztositasaval, milyen szervezeti konstrukcioban, milyen
¢s milyen egyéb miikddési elvek alapjan épiti fel a sajat
szerkezetkutatdsat. Ennek megértéséhez fontos rdviden
targyalni a modern NMR ¢és MS alapt szerkezetvizsgalatok
néhany kevésbé kozismert, illetve gyakran félreértett
vonatkozasat, tovabba az ehhez f{iz6d6 (és az irodalomban
ritkdn emlitett, de a valdsagban nagyon is lényeges)
,emberi tényezOket”, amik a kisérlet-tervezéskor, az
jelentkeznek, valamint azokat a dilemmakat, amik a
miuikodési modell kialakitasakor mind analitikusi, mind
pedig rendszer-szinten felmeriilnek. Mindezt egy gyakorlati
példan keresztiil is szemléltetjiik.
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2. A szerkezetrél és annak modern NMR és MS alapu
vizsgalatarél - arnyaltan...

A gyodgyszeripari szerkezetvizsgalatok iranti elvarasok
folyamatosan novekednek mind technikai, mind pedig
adminisztrativ  értelemben. Ez tobbek kozott abban
jelentkezik, hogy egyre rovidebb id6 alatt egyre kisebb
anyagmennyiségekbdl egyre biztosabban kell GLP (good
laboratory practice) koriilmények kozott szerkezeteket
meghatarozni  és ezt magas szinten dokumentalni.
Mindez novekvo igényeket tdmaszt nemcsak a miiszeres
képességek, de a probléma megoldasaban érintett kutatok
egylttmikodésének, személyes kompetencidjanak és
felelsségének tekintetében is. Ezen kihivasok hatékony
kezelése szempontjabol hasznos, ha a szerkezetkutatasi
szolgaltatast igényldk arnyaltabb képpel rendelkeznek a
szerkezetvizsgalatok mibenlétérél. Alabb ezzel a céllal
probalunk meg néhany fontosabb és érdekesebb szempontot
felvazolni kozérthetd formaban.

2.1. Mit is értiink ,,szerkezet” és ,,meghatarozas”
2 ”»

alatt?
A valésagban a  szerkezetmeghatarozas  sokszor
sem folyamatdban, sem mélységében, sem pedig

végeredményében nem olyan , fekete-fehér” dolog, mint
ahogyan azt sokan gondoljik. Erdemes el6szor is azt latni,
hogy a ,szerkezet” fogalma alatt sokszor mast ért egy
szintetikus vegyész, egy MS -, vagy egy NMR szakember.
Egy szintetikus vegyész szamara a szerkezet tobbnyire
a molekulanak azt a statikus, kétdimenzids grafikus
milyen szamban vannak jelen a molekuldban, milyen
konstiticioval kapcsolédnak egymashoz, milyen az egyes
kotések jellege, milyen a sztereogén centrumok relativ
konfiguracidja, esetleg hol és milyen toltés helyezkedik
el a molekuldban. Indokolt esetben ehhez jarul még a
vegyész szamara ez az az informacio, ami sziikséges ahhoz,
szintetizalja a kérdéses molekuldt, 6 leginkdbb ezt érti
molekulaszerkezet alatt.

Szerkezetmeghatarozasi szempontbol az MS és NMR
egymast kiegészitd jellegének igen fontos szerepe van,
kiilonosen ismeretlen szerkezetek esetén. A modern MS
egyik legfontosabb szerepe, hogy informéciot ad a pontos
molekulatomegrél, ami lehetdvé teszi az elemi Osszetétel
egzakt meghatarozasat. Tovabba az MS/MS fragmentacio
hasznos lehet a konstitucid meghatarozasaban - ugyanakkor
ennek lehetdsége nagyban fligg az adott problématol és
nem ad annyira megbizhaté informaciot, mint az NMR.
Amennyiben a minta megfelelé mennyiségben és tisztasagban
all rendelkezésre, az NMR lehet6vé teszi olyan egydimenzids
(1D) vagy kétdimenzids (2D) spektrumok sokasaganak az
elkészitését, amelyek segitségével feltérképezhetd a molekula
teljes spin-spin topoldgiaja mind a kdtéseken at, mind a téren
hato atomi kolcsonhatasok tekintetében. Mindez lehetévé teszi
a konstitucio és a geometria nagypontossag meghatarozasat.
A szintetikus vegyészek szamara fontos szerkezeti
informacion tal, sokszor érdekes a molekula konformacios
tulajdonsagainak a feltérképezése, hiszen a bioldgiai hatas
megértése szempontjabol ennek nagy jelentdsége lehet. A
biologiai hatas illetve a molekulaszerkezet idobeli valtozasa
vagy bomldsa szempontjabol a molekula mas dinamikai

tulajdonsagainak (példaul izomerizacidos folyamatok vagy
intermolekularis kolcsonhatasok) meghatarozasa is rendkiviil
fontos lehet— ezek vizsgalata szintén tipikusan NMR feladat.

Habar az NMR finomabb szerkezeti informaciot szolgaltat,
az MS joval érzékenyebb. Ennek az érzékenységbeli
kiilonbségnek nincs nagy jelent6sége akkor, amikor
megfeleld mennyiségli minta all rendelkezésre (a szintetikus
mintdk tipikusan ebbe a kategéridba esnek); ilyenkor az
NMR és MS kivald egylittmiikodésben jarulnak hozza a
szerkezet meghatarozasahoz. Azonban a gyodgyszeriparban
igen gyakori, hogy olyan, rendkiviil kis mennyiségii
izolalt mintdk vagy egy hatéanyag mellett megjelend
nyomszennyezok, bomlastermékek, illetve metabolitok
szerkezetét kell meghatdrozni, amely mar az NMR
mérhetdségi szint alatt van vagy annak hatarait surolja,
ezért nagyrészt az MS adatokra kell tdmaszkodnunk. Ilyen
esetekben a tomegspektroszkopusok sokszor meglehetdsen
boldogak, ha a konstiticiéra nézve plauzibilis javaslatot
tudnak tenni, a molekula konfiguraciés és konformadcios
aspektusait (érthetd modon) figyelmen kiviil hagyva. fgy
a tomegspektroszkdpusok hajlamosak inkabb konstitcio-
centrikusan gondolkodni egy molekularol, mig az NMR
spektroszkopusok szamara a térszerkezet és a dinamika
is a szerkezet része. Amennyiben nincs napi szintll
szoros egylittmiikodés az MS ¢és NMR spektroszkdpus
kozott (aminek a jelentdségére késobb visszatériink), ez a
szemléletbeli kiilonbség abban nyilvanulhat meg, hogy az
MS szakemberben fel sem meriil, hogy egy mintat tovabb
kellene vizsgalni NMR-rel a térszerkezetre nézve, mig
az NMR spektroszkopusok sokszor hajlamosak annyira
biztosak lenni a konstiticidban, hogy nem jut esziikbe,
hogy az elemi osszetételt MS-el ellendrizzék, ami komoly
hibalehetdség lehet (1asd alabb).

Ugyancsak fontos aztlatni, hogy egy szerkezetmeghatarozasa
bizonyos NMR vagy MS adatok alapjan nem ugyanaz, mint
a szerkezet NMR, illetve MS alapt jellemzése. Jelenleg a
tudomanyos irodalomban nincs univerzalisan elfogadott
szabaly arra nézve, hogy pontosan milyen részletességli és
mindségli kisérleti, illetve adat-interpretacids elemekbdl
allo NMR és MS jellemzést kell adni ahhoz, hogy egy
szerkezet egyértelmiien jellemzettnek legyen tekinthetd. A
gyakorlatban ennek a jellemzésnek a szintje tobb tényezd
fliggvénye lehet, igymint a vizsgalt molekula szerkezeti
specifikumai, a spektroszkdpus személyes szokasai, az adott
laboratorium tradicioi és elvarasai, az adott szakfolydirat
el6irasai, a rendelkezésre alld miszeres lehetdségek, a
vizsgalt minta mennyisége és tisztasaga, stb. Az altalunk
alkalmazott, hatdsagi beadvanyokhoz késziild un.
dokumentativ szerkezetvizsgalatokban minden esetben a
teljes NMR és MS jellemzés a cél (ez mashol nem feltétleniil
van igy). Hogy egészen pontosan mit értiink teljes NMR ¢és
MS jellemzés alatt, az szintén fiigghet eseti tényezoktdl, de
altalanos elvként a teljes NMR jellemzés a molekula dsszes
'"H and "“C rezonanciajelének biztos, kozvetlen kisérleti
bizonyitékon nyugvo asszignaciojat jelenti, indokolt esetben
kiegészitve bizonyos szerkezeti aspektusok bizonyitasara
szolgald narrativaval. Ez a gyakorlatban azt jelenti, hogy a
molekuldban az sszes sziikséges egykotéses és tavolhatd 'H-
'H, "H-3C skalaris és (amennyiben szerkezetileg sziikséges)
dipolaris kapcsolatot fel kell térképezni a megfeleld 1D és 2D
mérésekkel. Ezt ki kell egésziteni a pontostomeg méréssel €s
amért MS fragmentaciok szerkezeti értelmezésével.
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Ugyanakkor, ahogy fentebb is emlitettiik, a szerkezet
meghatarozasa 6nmagaban nem feltétleniil igényli a teljes
NMR és MS jellemzést. A kémiai kontextus és az adott
molekulacsaladra vonatkozoé spektroszkopiai  ismeretek
birtokaban gyakran konnyen és (ténylegesen vagy latszolag)
nagy megbizhatdsaggal lehet igazolni egy molekula
szerkezetét akar egy egyszer(i 1D 'H NMR spektrum és/vagy
egy kisfelbontasi MS spektrum alapjan. Ilyen esetekben
egyrészt feleslegesnek ¢és Oncélunak tlinhet, masrészt
ohatatlanul tovabbi értékes miszer- és human idét emészt
fel, ha tovabbi 2D NMR vagy nagyfelbontasu MS illetve
MS/MS mérésekbe és azok kiértékelésébe bonyolddunk. Az
ilyen gyors, de ,,minimalista” megkozelitésnek megvannak a
hatranyai a jellemezhetdségre és nagyon is realis veszélyei a
szerkezeti konfidenciara (1asd késébb) nézve.

A fekete dobozon” kiviil altalaban kevéssé ismert, hogy
mind az NMR, mind az MS szempontjabol léteznek
,baratsagos” és ,baratsagtalan” mintak illetve molekulak.
A ,baratsagossag” ebben az értelemben azt jelenti, hogy
azok a szerkezeti informaciok, amiket az NMR és MS képes
egy molekulardl nyujtani, és amik sziikségesek a szerkezet
bizonyitasahoz, valoban meg is mérheték egyértelmi
adatok formdajaban. Masrészrél a ,baratsagtalansag” gy
értendd, hogy nehézségekbe iitkozik vagy éppenséggel
lehetetlen ezeket az adatokat megmérni. Ennek tobb oka és
formaja is lehet. Példaul egy minta NMR szempontbol lehet
»baratsagtalan” annak okan, hogy tulsagosan kevés van
beldle és/vagy nem elég tiszta, mig ezek a tulajdonsagok
nem feltétleniil jelentenek korlatot MS szempontbol. NMR
szempontbol egy molekula lehet ,baratsagtalan” példaul
amiatt, hogy kiilondsen zstfolt, nem elsérendii spinrendszert
ad, vagy rendkiviil szélesek a jelek valamilyen kémiai
kicserélodési folyamat vagy mas relaxacids jelenségek
okan. Hasonloan, ha egy molekula nem ionizalodik jol,
akkor MS szempontbdl ,baratsagtalan”. Természetesen
az idealis eset az, amikor a minta és a molekula is NMR
és MS szempontbdl is ,baratsagos” — ez az a helyzet, ami
leginkabb a szintetikus mintakra jellemz6é. Ugyanakkor
a gybgyszeripari szempontbol legizgalmasabb  és
legnagyobb iizleti tétet is hordozd szerkezetvizsgalati
problémak (mint példaul a hatéanyag metabolitjainak,
bomlastermékeinek, vagy gyartdsi nyomszennyezdinek
meghatarozasa) sokszor vagy az NMR, vagy az MS, vagy
mindkét modszer tekintetében a ,,baratsagtalan” kategdriaba
esik. Az NMR kisebb érzékenysége, ugyanakkor nagyobb
szerkezeti informdaciodtartalma miatt a gyakorlatban az NMR
,baratsagtalansaga” szokta a nagyobb problémat jelenteni.

A fenti megfontolasok azt mutatjak, hogy bar a
,szerkezetmeghatarozas”  kifejezés egy  egyértelmi
analitikai feladatot sugall (latszolag hasonldéan ahhoz, mint
a valosagban ez a feladat bizonyos foku plaszticitast hordoz
magaban a szerkezeti részletek, a jellemezhetdség, €s ahogy
azonnal latni fogjuk, a szerkezeti konfidencia tekintetében
is.

2.2. Szerkezeti konfidencia
A szakfolyodiratokban vagy akar a vallalati dokumentaciokban

leirt szerkezeteket a vilag szereti ,,tudomanyosan bizonyitott
tényként” elkonyvelni. Ezt a (kényelmes) hozzaallast

nagyban taplalja az az altalanos felfogas, miszerint a modern,
nagytudasu NMR és MS spektrométerekkel mérhetd adatok
mindsége, a szofisztikalt modszertani eszkozok egész
tarhazanak rendelkezésre allasa, ¢ valamint a legajabb
spektrum-értékelé szoftverek hasznalata a szerkezet
,,0sszerakasat” majdhogynem olyan mechanikus folyamatta
teszik, amely egyértelmti modon vezet a biztos szerkezethez.
Nem kétséges, hogy ebben sok igazsag van, azonban
ez leginkabb az NMR ¢és MS szempontbdl ,,baratsagos”
esetekre vonatkozik. A valosagban azonban még az ilyen
tiszta” helyzetekben is meglepden konny( hibas szerkezeti
konkltziora jutni. Ugy tiinik, ez a probléma egyre nyiltabb,
Oszintébb és tudatosabb formaban keriil targyaldsra a
modern kémiai irodalomban.® Itt kiemelendé egy olyan
kozelmultbeli, nagymiiszeres szempontbol ,,baratsagos” és
klinikai vizsgalatokra vard gyogyszerjeldlt hatdbanyagnak az
esete, ahol is ennek a hatéanyagnak az NMR és MS alapon
tortént szerkezetmeghatarozasa hibas volt, komoly tizleti
és erkolcsi karokat okozva egy gyogyszeripari cégnek.* Az
eset kapcsan az is el6térbe keriilt, hogy a szerkezeti hibara
a hatdéanyag éveken at tartd és szamos alapos analitikai
vizsgalatot megért eléélete ellenére csak joval késébb, egy
masik gyogyszerkutatasi cég vizsgalatai soran deriilt fény.
Tovabba, ahogy arrol fentebb mar sz6 volt, a gydgyszeripari
szempontbol leginkabb figyelmreméltd szerkezetkutatasi
problémak notoriusan ,,baratsagtalanok” NMR, és gyakran
MS szempontbol is. Ilyen esetekben a mérési adatok
és egyéb, a szerkezet szempontjabol relevansnak tind
ismeretek értelmezésében sokkal inkabb jelennek meg olyan
szubjektiv emberi tényezok, amik méginkdbb magukban
rejtik a tévedés lehetdségét. Sokak szerint a kémiai irodalom
meglehetdsen nagy szamban tartalmaz hibasan meghatarozott
szerkezeteket, amelyek észrevétlenek maradnak.’

A kozelmultban alaposan elemeztiik az ilyen hibak okait,
ramutatva arra, hogy ezek legfoképpen nem a spektroszkopiai
szakértelem hidnyabol vagy figyelmetlenségb6l adddnak,
hanem a gondolkodasunkat atsz6vé, nemtudatos Un.
,,mentalis csapdakbol” (ezek a ,mentalis csapdak™ nemcsak
a szerkezetkutatasban jelennek meg, hanem a tudomanyos
gondolkodas mas teriileteit is érintik).2*® Részletesen
targyaltuk azt a kérdést is, hogy milyen esetekben tudnak
a szoftveres NMR spektrumértékelé programok segiteni
ezeknek a hibaknak az elkeriilésében, és milyen esetekben
nem.”

A szamos ,,mentalis csapda” koziil, ami a szerkezetkutatas-
ban megjelenhet,® reprezentativ jelleggel itt most csak
egyet emlitiink roviden, a ,,ne-keress-tovabb” szindrémat.
Ez a csapda igen gyakori, és annak megértéséhez
kapcsolodik, hogy amikor egy szerkezetet ,,megfejtettiink”,
akkor valojaban az tortént, hogy egy olyan szerkezetet
talaltunk, amirdl a tudomanyosan egzakt kijelentés nem
az, hogy megtalaltuk a helyes szerkezetet, hanem hogy
taldltunk egy olyan szerkezetet, ami bizonyos altalanosan
elfogadott illetve a fejiinkben €16 kritériumok alapjan
konzisztens a mért kisérleti adatokkal és esetleg mas, a
probléma kémiai kontextusara vonatkozo ismeretekkel
(vagy vélelmekkel). Gyakran fordul eld, hogy egy nehéz,
nagy kihivasokkal jar6, esetleg komoly intézményi nyomas
alatt vizsgalt szerkezetmeghatarozasi probléma kapcsan a
végre ,megfejtett” szerkezet a spektroszkdpusban olyan
Heuréka!-érzést valt ki, aminek okadn nem gondol bele
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alaposabban abba, hogy esetleg mas szerkezetek is lehetnek
konzisztensek a kisérleti adataival, és igy nem keres tovabb.
Természetesen, a konzisztencia megléte gyakran valdban a
helyes szerkezetet takarja, de nem mindig. Minél tobb €s
jobb mindségli kisérleti adat van a keziinkben, annal inkabb
lesztikiil a lehetséges konzisztens szerkezetek szama, ezért
is fontos, hogy a lehetdségekhez mérten torekedjiink az
adatbdségre. Az irodalomban megjelent hibas szerkezetek jo
része ebbdl a csapdabodl szarmazik, és a sajat praxisunkban
is gyakran talalkoztunk vele.

Mint alabb latni fogjuk, a korai felfedezé kémiai kutatési
szakaszban lehetséges olyan kutatasi stratégidt alkotni,
amelyben a szerkezeti konfidencianak a gyorsabb atfutas
érdekében nem feltétleniil kell maximalisnak lennie.
Ilyen megkdzelités mellett azonban igen fontos, hogy az
ezzel jar6 kockazatvallalas intézményi szinten tudatos
legyen. Ettdl eltekintve, altalanossagban és alapelvként a
szerkezetkutatdsnak, mint tudomanyos tevékenységnek,
a maximalis szerkezeti konfidenciat kell megcéloznia. A
hibazas lehetdségeinek megértése alapjan® ehhez négy
fo6 tényezé kell: a) szaktudas; b) megfeleld mindségii
nagymiiszerek; c¢) komplex (,,holisztikus™) analitikai
megkozelités (lasd alabb); d) a ,,mentalis csapdak™ ismerete
és tudatos elkertilése.

3. A Richter Gedeon Nyrt. Szerkezetkutatasi osztalyanak
bemutatasa

Kiilonb6z6 gyogyszeripari cégek kiilonbozé  szintil
tudatossaggal és mas-mas filozofiaval, ebbol adéddan pedig
mas-mas mikodési modelleket felallitva valdsitjdk meg a
szerkezetkutatast. A Szerkezetkutatasi osztaly tevékenysége
hangsulyosana,,high-end” tomeg- és NMR spektroszkopiara,
kisebb részben az IR spektroszkopiara, valamint az ezeket
funkcionalisan kiegészitd kapcsolt elvalasztasi technikakra
és egyéb szoftveres és hardveres tadmogatasra épil. Az
a szerkezetkutatdsi szolgaltatas, amit az osztaly nyujt a
Richter szdmara 6t olyan, egymassal szoros 0sszefiiggésben
levé jellemzore épiil, amelyek egyikének sem magatol
értet6dd a megléte, ugyanakkor egyedileg is, de legfoképpen
Osszességiikben, ezek a jellemzOk (szerintiink) magas
mindségli és hatékonysagli szerkezetanalitikai tdmogatast
biztositanak. Az aldbbiakban ezeket a jellemzdket vessziik
roviden sorra.

3.1. Centralizalt szerkezetkutatasi szolgaltatas

A cég alapvet6 filozéfidja, hogy az NMR és MS alap
szerkezetvizsgalatokat maximalis mértékben tartsa hazon
beliil, vagyis az ezzel kapcsolatos miszeres kapacitas
és emberi szaktudas cégen beliil alljon rendelkezésre.
(Tekintettel a nagymiiszerek tetemes beruhdzasi és
fenntartasi koltségére, valamint az ezeket iizemeltetd
specialis  képzettségli  szakembergarda alkalmazasanak
problematikaira, vannak olyan gyodgyszergyarak, ahol a
nagymiszeres szerkezetkutatast kiilsé cégekkel végeztetik
el). Ahazon-beliil tartas ugyan koltséges, viszont nagy elényei
koz¢ tartozik, hogy 1) egy gyogyszergyar tudaskincsének
egyik legféltettebb eleme, azaz a molekulaszerkezetek
ismerete cégen beliil marad; 2) nagyfoka interaktivitast
tesz lehet6vé az analitikai szolgaltatasban a vegyészek és
a szerkezetkutatok kozott (ennek oriasi jelentdsége lehet

a szolgéltatds mindsége és sebessége tekintetében); 3) a
hatosagi céllal késziilé szerkezetvizsgalati dokumentumok
hazon beliill sziiletnek meg; 4) 0Osszességében a
szerkezetvizsgalati know-how hazon beliil termelédik és itt
valik kamatoztathatova.

A Richter a kiemelt képességti NMR és MS spektrométereit
a cég egészét kiszolgald kdzpontositott formaban tizemelteti,
ilymoédon a cég egésze szamara elérhetdé egy ,.state-of-
the-art” spektrométerekre, ezek egymast komplementer
modon kiegésziteni tudo jellegére, valamint cég-specifikus
human know-how-ra épiild szerkezetfelderitési potencial.
A gyogyszeriparban a szerkezetfelderités igénye rengeteg
terliletre terjed ki. A legfontosabb ilyen alkalmazasok
a kovetkezOk. a) Gyogyszerkémiai szintézistamogatd
szerkezeti analitika. 5) Egy gyodgyszerjelolt molekula
fobb metabolitjainak szerkezetmeghatarozasa azzal a
céllal, hogy ezek bioldgiai hatdsa tesztelhetd legyen, és/
vagy hogy ismeretiikben a gyogyszerjelolt metabolikus
stabilitasa novelheté legyen. ¢) A méretnovelések soran
eléalldo nyomszennyez6k meghatarozasa azzal a céllal,
hogy a technologiai koriilményeket a lehetd legnagyobb
tisztasagli hatéanyag eldallitaisa érdekében lehessen
optimalni (quality by design). d) Hatéanyag stabilitasi
tesztek soran keletkez6 bomlastermékek szerkezetének
meghatarozasa hatosagi elvarasként illetve azért, hogy
ezek ismeretében megfeleléen hosszu lejarati idot biztositd
kiszerelési format Iehessen fejleszteni. e¢) Hatdanyag
gyartasi nyomszennyezok szerkezetmeghatarozasa
szintén hatésagi kovetelményként, valamint azért, mert
a nyomszennyezOi profil egy adott gyartasi technoldgiat
egyedi modon, ujjlenyomatszeriien jellemez, ezért ennek
ismerete pl. a gyogyszeripari versenyhelyzetb6l adodo
szabadalombitorlasi perekben kulcskérdés lehet. f) A szigora
analitikai ellendrzések soran a specifikaciokon esetleg kiviil
esO gyartasi hatdanyag sarzsokkal dsszefiiggésben gyakran
felmeriil, hogy a probléma lehetséges okat szerkezetkutatasi
oldalrél is vizsgalni kell. g) Hasonld szerkezetvizsgalati
kérdések meriilnek fel készitményanalitikai szinten, amikor
is a gyogyszerformula fejlesztése soran megjelend 1)
nyomszennyezoket és degradansokat kell azonositani, ami
a hordozoanyagok jelenléte miatt kiilondsen nagy kihivast
jelenthet. #) Mindségellenérzési céllal a hatésagok vagy
mas lizleti partnerek felé dokumentalt szerkezetvizsgalatok,
amelyeknek egyik legfobb célja, hogy szakmai tartalmukban
és megjelenitési formajukban is kétséget kizar6 modon
tikrozzék az adott termék mindségét. i) Vasarolt
hatdéanyagok, intermedierek, segédanyagok analitikaja
kapcsan felmeriild szerkezetvizsgalatok, amelyek célja,
hogy ellendrizziik a beszallitonak a szerkezetre vonatkozo
analitikai allitasait (nem ritka, hogy tekintélyes, de a
Richterhez képest kevésbé fejlett NMR miiszerezettséget
¢és tudast birtoklo cégek helytelen szerkezettel, illetve
szerkezeti interpretacioval adnak el ilyen termékeket,
amikor is a reklamaciot csak egyértelmiien meggy6zo,
sajat szerkezeti analitikaval tudjuk érvényre juttatni). j)
Szabadalmi beadvanyok és iparjogvédelmi perek kapcsan
felmeriild szerkezetvizsgalatok; utobbi esetekben tobbnyire
az eljarasra jellemzd intermedierek és/vagy szennyezok
szerkezetét kell igazolni olyan miszerezettség ¢s szakmai
érvek felvonultatdsaval, ami a birdsdg szamdra nem hagy
kétséget (egy ilyen per elvesztése a cég szamara nemcsak
kozvetlen anyagi veszteségként jelentkezhet, hanem, miutan
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a gyogyszerek bizalmi termékek, az ezzel jard erkdlcsi
veszteség is rendkiviil karos lehet, nem is beszélve az érintett
szakemberek felelésségérol). k) Uj, természetes eredetii
vegyiiletek szerkezetének azonositasa. /) A biotechnolédgiai
programokban az oldatfazisti hatéoanyagok és készitmények
tarolasara hasznalt eszkdzok anyagabol kioldddni képes tin.
»extractable” és ,,leachable” kismolekulds nyomszennyezok
azonositasa.

Annak, hogy a fentebb vazolt feladatokat egy centralizalt
nagymiiszeresszolgaltatas formajabanvalositjukmeg,szamos
elénye van. Egy molekula vagy molekulacsalad, annak teljes
gyogyszergyari életciklusa soran szamos szervezeti egységet
,megjar” és — amint azt a fentiek is érzékeltették — ekdzben
szamos kiilonbozd tipust szerkezetvizsgalati probléma
vetddhet fel. A kozpontositott szerkezetkutatas azt biztositja,
hogy ilymoddon egy helyen csapodik le és tarolodik mindaz
a nagymdszeres spektroszkopiai ismeretanyag, ami az adott
molekulacsaladhoz kapcsolodik. Ez lehetdséget ad példaul
arra, hogy alapos (célszeriien a szerkezet meghatarozasahoz
minimalisan sziikségesnél mélyebb) ismereteket szerezziink
egy molekuldrdl még korai, szintetikus fazisdban, amikor az
viszonylag nagy mennyiségben ¢és tisztan all rendelkezésre.
Késébb ugyanezen az osztalyon és tobbnyire ugyanannal
a spektroszkopus szakembernél jelennek meg az adott
molekulaval kapcsolatosan felmeriild metabolit vagy
nyomszennyezd azonositasi problémak. Ebben a fazisban,
1évén hogy tobbnyire mar joval kisebb, sokszor az NMR vagy
MS érzékenység hatérait suroldé anyagmennyiségekkel kell
elboldogulni és altalaban tobbkomponensti mintakkal kell
dolgozni, Iényegesen nehezebb, vagy éppenséggel lehetetlen
azokat a spektralis informaciokat megmérni, amik a szerkezet
egyértelmii megfejtéséhez idedlis esetben sziikségesek
lennének. Ilyenkor a sikeres szerkezetmegfejtés érdekében
gyakran kulcskérdés, hogy a korabban megszerzett ismeretek
referenciaadatként rendelkezésre alljanak. A praxisunk soran
rengeteg olyan esettel talalkoztunk, ahol egy ismeretlen
nyomszennyezd sikeres szerkezetmeghatarozasa dontden
azon mult, hogy a sziikséges NMR ¢és MS hattéradatok
osztalyunkon rendelkezésre alltak.

3.2. ,Foallasu” spektroszkopusok

Amint azt korabban részletesebben is targyaltuk,! az NMR
és MS kismolekulas szerkezetvizsgalati céli alkalmazasa
érdekes ,,evoluciot” mutat az ehhez kapcsolodo szaktudas
tekintetében. Mindkét alkalmazas vilagszerte kb. az 1970-
es évektdl kezdett robbandsszertien terjedni a kémikusok
korében. A ,spektrumfejtés” tudomanya ekkoriban még
fejlédésének kezdeti stddiumdban volt, tehat azok az
ismeretek, szabalyszeriségek, amik a szerkezetmeghatarozas
mesterségbeli  know-how elemeit képezik, ekkortajt
kertiltek felfedezésre. Eziddben tobbnyire a vallalkozo
szellemli vegyészek még maguk probaltak megtanulni a
spektruminterpretacié fogasait. Az NMR és MS rohamos
modszertani fejlodése, a spektrométerek komplexitdsdnak
novekedése és a méréstechnikai know-how egyre sokrétiibbé
valasa azonban hamarosan ,.egész embereket” kovetelt
meg erre a célra. Igy léptek szinre azok a vegyészi munkat
tamogatd kismolekulds szerkezetanalizisre szakosodott
NMR ¢és MS szakemberek, akik hatalmas spektroszkopiai
ismeretanyag ¢és tapasztalat hordozéiva valtak. Ez vezetett
oda, hogy alegtobb gyogyszeripari intézményben valamilyen

formaban kialakult egy ,,professzionalis” szerkezetkutatasi
szolgaltatas. Késébb, nagyjabol az 1990-es évektol
kezdédden, megindult a spektrométerek felhasznalobarat
iizemmoddban valdé mukddtetésének modern ¢és erdteljes
tendencidja, azaz a késziilékek (bizonyos alkalmazési
korlatok kozott) a szintetikus kémikusok altal is konnyebben
hasznalhatokka valtak. Ezek a tendenciak inditottak el az
,,onkiszolgald” (open-access) NMR és MS spektrométerek
korszakat, ami hamar elvezetett oda, hogy a kismolekulas
szerkezetizsgalatok  sok  intézményben  szamottevd
mértékben visszakeriiltek a szintetikus vegyészek sajat
hataskorébe.

Ezen tendencidk fényében kozel sem magatol értetddo,
hogy egy gydgyszeripari intézmény szervezeti, stratégiai,
munkakori értelemben hogyan viszonyuljon a féallast
kismolekulas NMR ¢és MS spektroszkopusi szakma
statuszahoz. Tapasztalataink alapjan azonban teljes
egyértelmiiséggel kijelenthetjiik, hogy egy olyan, a
mindség, a hatékonysag és a versenyképesség ndvelése
irant elkotelezett cég, mint amilyen a Richter is, akkor jar
el helyesen, ha ez a specializalt mliszeres, modszertani €s
spektruminterpretaciés szaktudds mindenkor megfeleld
erével a rendelkezésére all. Erdemes ennek okaira néhany
olyan tényezén keresztiil felhivni a figyelmet, amelyek a
gyogyszeriparon kiviil nemigen ismertek, de jelentdségiik
még a gyogyszeriparon belil sem altalanosan ismert
vagy felismert. Egyrészt fontos hangsulyozni, hogy
egy olyan kozegben, ahol minden tévesen megallapitott
molekulaszerkezetnek komoly {izleti vonzata lehet,
fokozottan indokolt lehet, hogy a szerkezetmeghatarozas
fiiggetlen analitikai szemmel torténjen, hiszen a vegyészek
ohatatlanul inkabb hajlamosak a sajat szintetikus munkajuk
soran vart szerkezetet ,belelatni” a spektrumokba.??
Masrészt a gyogyszeriparban nemcsak az analitikai eredmény
a fontos, hanem az adatok GLP szempontok szerinti mérése és
dokumentalasa, illetve az eredmények hatdsagi szempontbol
megfelelden meggy6z6 ¢és szakmailag helytallo irasos
kozlése is. Ez pedig a szakteriilet csinjait-binjait (beleértve
a ,mentdlis csapddkat”) jol ismerd, azért felelGsséget
vallalo és abban feleldsségre is vonhatd szakembereken
keresztiil biztosithaté a leginkabb. Harmadrészt, a fentebb
emlitett centralizaltsag nyilvanvaléan csak egy ,,dedikalt”
spektroszkopusi csapattal valosithatd meg idealis modon.
Mint ahogy korabban mar targyaltuk, ennek nagy eldnye,
hogy ugyanaz az spektroszkopus szakember végig kovetheti
egy molekula vagy molekulacsalad gyogyszeripari
életciklusat a kezdeti szintézist6l a metabolitokon at a
gyartasi nyomszennyezokig ¢és bomlastermékekig, ezzel
sokszor nagymértékben felgyorsitva és biztosabba téve
utobbiak szerkezetmeghatarozasat. Negyedrészt az is
nyilvanvalo, hogy csak professzionalis spektroszkopusoktol
varhato el redlisan, hogy a versenyképesség fenntartasahoz
szlikséges 0j metodikak fejlédését nyomon kovessék és
a sziikséges modszereket adaptaljak, illetve 0j miiszeres
beruhazasokat kezdeményezzenek.

Egy, a fenti gondolatokkal szorosan 6sszefliggd és a tényleges
szerkezetvizsgalati miikodési protokoll kialakitasat nagyban
befolyasold rendszerszintli dilemma példaul az, hogy a
gyakorlatban milyen felel6sségek, milyen kockazatvallalasi
elvek, ¢és milyen dontési hataskorok vezéreljék a
valasztast, hogy egy szerkezetvizsgalat open-access vagy
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»professzionalis” alapon torténjék-¢ meg. Az open-access
alapu szerkezetvizsgalatok egyik nagy elénye, hogy adott
vegyész adott molekuldja nem keriil be a professzionalis
szerkezetvizsgalatok erdsen terhelt gépezetébe (amit egy
nehezebb probléma barmikor lelassithat), és igy a vegyész
altalaban joval gyorsabban juthat szerkezeti informaciohoz.
A masik eldny, hogy ilymodon a professzionalis szolgaltatast
is kevesebb ,,rutin” jellegli terhelés éri, ezzel tobb teret adva a
nehezebb problémakkal valé foglalatossagnak. Ugyanakkor
az open-access vizsgalatok veszélyeivel is tisztaban kell
lenniink. Az open-access alapti miiszeres operatori ismeretek
tipikusan csak olyan spektralis adatok megmérését teszik
lehetévé, amik gyakran nem elégségesek a szerkezet helyes
megfejtéséhez illetve a teljes spektralis jellemzéshez,
tovabba az adatinterpretacio tekintetében nem kellden
képzett, a vart szerkezet irant gyakran elfogult vegyész a
fentebb targyalt okokbdl kdnnyen téves szerkezetre juthat.
Ez a problémakor dontéen a felfedezé kémiai programokat
¢érinti. Ezekben a programokban ugyanis nagy jelentdsége
van annak, hogy a vegyészek idéegység alatt minél tobb
kiilonbdzo szerkezetii vegytiletet szintetizaljanak és adjanak
le a kdzponti vegytilettarba (mas néven molekulabankba),
ezért itt meriil fel leginkdbb a minél gyorsabb szerkezeti
analizis igénye. A vallalati molekulabank képezi az alapjat
a kiilonboz6 indikacios teriileteken elvégzett in vivo és in
vitro biologiai teszteknek, valamint azoknak a szamitasos
kémiai  molekulatervezetési  projekteknek, amelyek
alapjan a gyogyszerjeldlt molekuldk kifejlesztését célzd
tovabbi szintetikus 1épések megtervezése torténik. Idedlis
esetben a vegylilettarban regisztralt vegyiiletek kivétel
nélkil biztosan ismert és jol karakterizalt szerkezettel
rendelkeznek, hiszen erre a biztos tudasra lehet jol épiteni
a gyogyszerkémiai megfontolasokat és molekulatervezési
szamitasokat. Az open-access megkozelités ugyan gyorsabb
atfutast biztosit és igy gyorsabban néveli a molekulabankba
bekeriilé vegyliletek szamat, azonban ennek az az ara,
hogy ez alacsonyabb konfidencia- és jellemezhetdségi
szinten torténik, novelve a tévesen megadott szerkezetek
valoszinliségét. Ez késobb visszaiithet, mivel félreviheti a
molekulatervezési szamitdsokat és egyéb szerkezet alapt
gyogyszerkémiai tervezéseket, tovabba kideriilhet, hogy
példaul egy beadandé szabadalomhoz nem elég a vegyiiletek
spektroszkopiai jellemezhetdségi szintje, azaz Gjra kell mérni
Oket. Mindez tehat olyan kérdéseket vet fel, amire nincsenek
konnyl valaszok. Mint alabb latni fogjuk, a spektrométerek
mindsége perdontd lehet abbol a szempontbol, hogy ezek a
kockéazatok minimalizalhatdk legyenek.

3.3. Holisztikus munkafilozofia

Osztalyunk a  professzionalis  szerkezetvizsgalatokat
tekintve alapvetd céljanak tekinti a lehetd legkisebb atfutasi
id6 mellett a lehetd legtobb esetben az egzakt szerkezeti
megoldasra és ennek megfeleld részletességli spektralis
karakterizalasra valo torekvést. Bar ez a szandék magatol
értetddodonek tlinhet, gyakorlati megvaldsitdsa szdmos
nehézségbe titkdzik. Osztadlyunkra évente tobb, mint 3000
minta érkezik szerkezetvizsgalatra, ezeknek kb. 10%-a eltér
a vegyész vagy a kémiai intuicié alapjan vart szerkezettol,
¢és kb. ugyanilyen mértékben fordulnak elé olyan esetek,
amikor a ,,rutin” spektrumok felvételével csak NMR alapon,
vagy csak MS alapon torténd szerkezetmeghatarozas
helytelen eredményre vezetett volna. Ugyancsak gyakori

helyzet példaul az, hogy egy vegylilet szerkezetében nagy
valoszinliséggel biztosak lehetiink pusztin az 'H NMR
spektrum egy részlete alapjan — ez tehat 5Snmagaban még nem
indokolna a lényegesen tobb miiszer- és human iddt igényld
teljes 'H és °C asszignacid elkészitését és MS spektrumok
felvételét — de a téma egy késobbi fazisaban, amikor ezeknek
az adatoknak a megszerzésére nem vagy csak nehezen van
lehetéség, kulcsfontossaguva valhatnak. Ilyen eset allhat eld
példaul egy rokon molekula vizsgélatanal, vagy olyankor,
amikor hatosagi/szabadalmi céllal utdlag a molekula teljes
spektralis jellemzésre van sziikség. Munkafilozéfidnk
szerint ezért a leheté legnagyobb szerkezeti biztonsag
illetve a ,,proaktiv”’ adatgyiijtés érdekében minden mintarél
készitiink NMR ¢és MS spektrumokat, és toreksziink arra,
hogy az atfutdsi idd minimalizalasanak kényszere altal
nyujtott lehetdségeken beliil a lehetd legtobb mintarol
késziiljenek a teljes 'H és *C asszignaciot lehetévé tevo
NMR spektrumok, tovabba toreksziink a kisérleti adatokkal
konzisztens 0sszes szerkezeti alternativa tudatos keresésére
¢és kizarasara. Ennek megfeleléen az osztaly csakis az
NMR, IR ¢és MS spektroszkopus szakemberek konszenzusa
alapjan ad ki szerkezetet, tehat az egymasnak ellentmondé
vagy ellentmondani latsz6 NMR, IR és MS kisérleti
adatok és/vagy kovetkeztetések esetében az ellentmondas
okait minden esetben fel kell tarni. A végsd szerkezetrdl
kiadott dokumentumban azt is jelezziik, hogy egy hazon
beliil definialt és a vegyészek altal is ismert skalan milyen
szerkezeti konfidenciaszintet illetve jellemezhetdségi szintet
tudunk a kiadott szerkezethez rendelni. A tapasztalat szerint
a szerkezeti megfejtésnek az ilyen skala szerinti besorolasa
onmagaban is nagyban segit, hogy a spektroszkopusok
a ,,mentalis csapdakat” tudatosabban kezeljék, és hogy
a vegyész kollégdk a szerkezetet ne feltétleniil vegyék
,készpénznek™.

Az a munkamodszer, amely szerint a szerkezetvizsgalati
eredmények f6allasi NMR és MS spektroszkopusok napi
szintli szoros munkahelyi konzultacidban torténd egyeztetése
¢és a fenti filozofiara alapozott feleldsségvallalasa alapjan
sziiletik, tudomasunk szerint ritka. Ugyanakkor ennek a
munkastilusnak a haszna gyakran tetten érhetd, legféképpen
amikor csak a két modszer egyiittmiikodése vilagit ra egy
varatlan szerkezeti problémara.

3.4. Csticsmiiszerezettség

Amint arr6l mar sz volt, a szerkezetkutatas atszovi egy
gyogyszergyar tevékenységének szinte egész vertikumat.
Az, hogy egy gyogyszergyar erre a célra mekkora és milyen
szinvonali muszerparkot tartson fenn, illetve azt milyen
szervezeti struktirdban iizemeltesse, korantsem egyszerii
kérdés. Az egyik oldalon a gydgyszeripari versenyhelyzet és
a folyamatosan szigorodd hatdsagi kovetelmények, valamint
a néha mar abszurd mértékli mindségi elvarasok, a lehetd
legnagyobb tudasu spektrométerek alkalmazasat latszanak
kikényszeriteni. A masik oldalon azonban szdmolni kell
ezeknek a késziilékeknek a megvasarlasi, fenntartési,
infrastrukturalis és amortizacios koltségeivel. Mindez o6riasi
Osszeg, ami raadasul rohamosan névekszik a megvasarolni
kivant késziilékek teljesitoképességével. Erre a dilemmara
vald tekintettel egy gyodgyszeripari c€g szamara a
szerkezetkutatds miiszerezettségi szintjének a meghatarozasa
stratégiai kérdés kell, hogy legyen. Véleményiink szerint egy
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cég stratégiai nagymuszereinek szinvonala jol tiikrozi a cég
elkotelezettségét a kutatas és a termelés mindsége, valamint
az innovacio irant.

A Szerkezetkutatasi osztdly NMR miszerparkjanak
zaszloshajoja jelenleg egy 800 MHz-es, huitott mérdfejjel
ellatott, igen nagy érzékenységli késziilek, mig az MS
miszerpark csucsmiiszere egy Fourier-transzformacios,
linearis  ioncsapdaval ellatott, ultranagy felbontast
spektrométer. Amint azt korabban részletesen targyaltuk,'>
az ilyen csiicsmiiszerek hasznalatanak gyakorlati jelentdsége
a kismolekulds gyogyszeripari szerkezetvizsgalatokban
oriasi lehet. E tekintetben (és leginkdbb az NMR-t illetden,
amelynek koztudottan az érzékenység a ,,gyenge pontja’)
érdemes az érzékenység jelentdségének két aspektusara
felhivni a figyelmet. A mikrogrammok vilagan beliil, tehat
az extrém kis mennyiségli mintak vizsgalatanal konnyen
érthetének tinik, hogy miért lényeges a minél nagyobb
NMR érzékenység. Itt ugyanis atlagos miszerezettség
mellett az ismeretlen komponensek szerkezetét vagy csak
alacsony konfidencia szinten, vagy igen hossza id6 alatt,
vagy egyaltalan nem lehet meghatarozni. Ugyanakkor a nagy
érzékenység és felbontas jelentdségének szamos gyakorlati
vonatkozasat csak kevesen realizaljak. Ezzel kapcsolatosan
fontos ismét hangsulyozni, hogy az NMR spektroszkdpia
nagysagrendekkel érzéketlenebb, mintatomegspektrometria,
ami azt jelenti, hogy a gyogyszeripari szerkezetfelderités
egyik legfontosabb ¢s leginkabb problémas teriiletén, azaz a
mikroszennyezdk és metabolitok vilagaban nehéz az NMR-t
és MS-t holisztikusan «0sszedolgoztatni». Az ultranagy
NMR érzékenység éppen arra ad lehetdséget, hogy a lehetd
leggyorsabb és legbiztosabb szerkezetazonositas érdekében
a holisztikus megkdzelitést részben az NMR spektroszkopian
beliil, részben pedig a tomegspektrometriaval kardltve jo
mindségli és bdséges adatok gyors begyljtésével valoban
meg tudjuk valdsitani.

A nagy érzékenység ugyanakkor a milligrammok
vilagaban, tehat elsdsorban a szintetikus vegyészek altal
szolgaltatott mintak vizsgalatanal is hallatlan eldnyodket
nyljt a gyakorlatban. Miutan egyetlen minta teljes NMR
asszignacidja, azaz nagybiztonsagu és a fentickben emlitett
«proaktivw NMR-es szerkezetmeghatdrozasa tipikusan
'H, BC és legalabb négyféle tovabbi kétdimenzios NMR
spektrum felvételét igényli (heterociklusok konstiticiojanak
igazolasahoz gyakran még tobbkotéses 'H-'*N korrelacios
spektrumra is sziikség van), egy atlagos kismolekula 3 mg-
nyi mennyiségének teljeskorit NMR vizsgalata a 400 MHz-
es késziléken kb. 15 orat, az 500 MHz-es késziiléken kb.
4 orat, a 800 MHz-es késziiléken pedig kevesebb, mint 1
orat igényel. Nagyobb molekulatomegii vegyiiletek esetében
ezek a kiilonbségek még dramaibb modon ndvekednek
tovabb. Ezen adatokbol lathatoan, a 800 MHz-es késziilék
érzékenysége és felbontdsa azt a lehetdséget adja, hogy
rutinszer(ien minden mintar6l elkészitsiik a teljes 'H és 1°C
asszignacidhoz sziikséges méréseket anélkill, hogy ez az
atfutasi idében veszteséget okozna. Ez nagyban ndveli a
szerkezetmeghatarozas biztonsagat és nagy valdszinliséggel
sziikségtelenné teszi, hogy ugyanarr6l a mintarél ismételt
mérésekkel tovabbi adatokat kelljen begytjteni, amennyiben
a spektruminterpretacio soran kidertiil, hogy az addigi adatok
nem elégségesek. Ez lehetséget ad arra is, hogy a szintetikus
kémia miniatlirizaloédasi tendenciainak megfelelden kisebb

mintamennyiségeket adjanak le vizsgalatra, és biztonsagot
nyujt abbol a szempontbdl, hogy a teljes asszignacio utodlag
barmikor elkészithet egy molekulardl. A nagy felbontés és
érzékenység okan akar tdbbkomponensti mintdkban a minor
komponensek szerkezetét is meghatarozhatjuk (elvalasztas
nélkiil), ami néha rendkiviil nagy segitséget jelent a
vegyésznek.

3.5. Tudomanyossag

Mivel a gyogyszeripari kutatasok elsédlegesen {izleti
érdekeltségiick és tobbnyire vallalati titkot képeznek, az
ilyen kutatasokbol szarmazod eredmények tudomanyos
folydiratokban  valé  publikaldsa altaldban  komoly
nehézségekbe {itkdzik. Ugyanakkor a mindségi kutatodi
l1étnek, a kutatdi szakmaisag fejlesztésének elengedhetetlen
része a publikaldas. A gyogyszeriparbol szarmazo
tudomanyos publikaciok tovabba erdsitik egy cég piaci
megitélését is, hiszen tlikrozik a cég kutatdsdnak mindségét
(,,quality of science”). Osztalyunk is elkotelezett azirant,
hogy ne csak ipari kutatohelyként, hanem a lehetdségekhez
képest tudomanyos miithelyként is miikodjék. Nemcsak
meggy6z0désiink, de a napi tapasztalatunk is az, hogy ez
az — iparban korantsem mindenhol felvallalt — attitid a
mindennapi munkaban is olyan igényességet és innovativ
hozzaallast teremt, amely nélkil nem Iehet igazén
versenyképes és mindségi szerkezetkutatasi szolgaltatast
nyujtani.

4. Egy példa

A fentebb leirtak relevanciajat szamos olyan tudomanyos
kozlemény demonstralja, ami az osztalyon, illetve az
osztaly munkatarsainak kozremiikddésével az elmult 25
év soran sziiletett, és amelyekbdl itt most csak néhany
reprezentativ cikkre hivatkozunk.!>¢> Ebb6l kiemelendd
a 2-es hivatkozasban megadott konyv, ami a jelen cikk
szempontjabol a leginkabb aktualis, és amelyben tSbb
idevago esettanulmanyt is részletesen targyaltunk.>™* Ezek
koziil most az alabbi jellemzé példat ragadjuk ki, erdsen
roviditett valtozatban.”

A példa kémiai kontextusat a korai fazisu felfedezd kémiai
programok egyike adja — ezekben az a cél, hogy egy adott
molekulavazzal rendelkezd vegytilet funkcios csoportjainak
szisztematikus modositasaval nagyszamu hasonlé vegyiilet
keriiljon eldallitasra a hatas-szerkezet 0Osszefliggések
feltérképezése érdekében. A jelen példdban a molekulavaz
egy 3,4-diszubsztitualt anilidet tartalmaz kozépen, egy
aromas vagy alifas gylir(it az egyik oldalon, ¢és egy alifas
amint a masikon (1. Abra). Az X éltalanos képleti vazzal
kapcsolatban a vegyészek egyik feladata az R' csoport
modszeres valtoztatasa volt.

O 2
) /O: R
1
R
\O)l\NH (0]

|
X CH,

1. Abra. Az X 4ltalanos képletii molekulavaz.

Az igy eldallitott molekulacsaladd NMR vizsgalata
folyamatos nehézséget jelentett, mivel az amid csoport
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gatolt rotacioja folytan a jelek egy része rendkiviil
széles volt az '"H NMR spektrumokban - azaz egy NMR
szempontbol , baratsagtalan” molekulacsaladdal  volt
dolgunk, ahol a teljes NMR asszignicidhoz minden
esetben hosszadalmas homérsékletfiiggé méréseket kellett
volna végezni. A 2.2 pontban kifejtett okokbol kifolyolag,
a szerkezeti konfidenciaval kapcsolatos elvarasokat
csokkentve a vart szerkezetek verifikalasat leginkabb
a kisfelbontasi. MS-sel meghatarozott molekulatomeg
alapjan és a kémiai kontextusra tamaszkodva végeztiik
el, az '"H NMR spektrumnak mindossze annyi szerepet
szanva, hogy az ne mondjon ecllent a vart szerkezetnek.
Ez a megkozelités nagyszamu megvizsgalt X szarmazék
esetében kényelmesnek, gyorsnak ¢s megbizhatonak
bizonyult, annal is inkabb, mert az R' csoport valtoztatasat
célzo kémiai reakciok is robosztusak voltak, tehat senki nem
vart semmilyen kémiai ,,meglepetést”. Ebben a helyzetben
a molekulacsalad egyik ,,devians” tagja ébresztett ra minket
ismét, hogy ez a rutin megkozelités milyen veszélyekkel
jéarhat. A kovetkezd tortént.

0\
cl o Cl [o] CgH12N
. CeHizN  foszgen )j\
NH o
C4H7N,0 HoN ? C4HsN;0 |
CH;

A=1
2. Abra. Az 1 szerkezet eléallitasat célzo reakcio.

A 2. é4bran bemutatott reakcioban (titkossagi okokbol
a molekulaképleteknek csak a targyalds szempontjabol
relevans részeit mutatjuk) az A-val jelolt vegyiilet keletkezett,
amelynek a kémiai megfontolasok alapjan vart szerkezete 1
volt. Ezt a vegyiiletet kiildték el a Szerkezetkutatasi osztalyra
gyors szerkezetverifikalas céljabol. A kisfelbontasi MS-
sel mért molekulatomeg teljes egyezésben volt 1 elméleti
molekulatomegével, és a klératom is egyértelmien
detektalhato volt az MS spektrumban. A molekulacsaladnal
megszokott modon, a szobahémérsékletii 'H NMR spektrum
meglehetdsen ,,ronda” volt, nehezen értelmezhetd széles
jelekkel, de ugyanakkor jol lathat6 modon mutatta az 1
szerkezet néhany jellegzetes elemét (pl. az OCH, csoportot
¢és az aromas jeleket). Mindennek alapjan ugy itéltiikk meg,
hogy A szerkezete megfelel a vart 1-nek.

Eztkovetden a vegyész a 3. abran bemutatott, tetrahidrofuran
(THF) oldészerben végrehajtott reakcioban eldallitotta a 2
szerkezetiinek vart B vegytiletet, vagyis 1 kloratom nélkiili
analogjat.

o
o o SCeHiN
. CeHizN  foszgén )j\
NH o
C4H7N20 HN ? C4HeN20 |
CH;

B=2
3. Abra. A 2 szerkezet el8allitasat célzo reakcid.

Meglepé modon, B MS spektruma ugyancsak arra utalt, hogy
a molekula tartalmaz egy kloratomot, mi tobb, ugyanazt a
molekulatdmeget adta, mint A. Rdadasul B NMR spektruma
is azonosnak bizonyult A spektruméval. A problémara elsé
kozelitésben az tiintkézenfekvo megoldasnak, hogy avegyész
valdjaban vagy a 2 abran bemutatott reakcidt ismételte meg
azzal a céllal, hogy nagyobb mennyiségben allitsa el6 A-t,
azonban lefelejtette a klort a rajzrol a szerkezetvizsgalat-kérd
lapon, vagy pedig tévedésbol a 3. abra szerinti reakcioban

is a para-klor szubsztituenst tartalmazo aromas reagenst
hasznalta. Amikor kideriilt, hogy a vegyészek valoban a 3.
abran bemutatott reakcidt kivantak végrehajtani, résziikrol
az volt a kézenfekvd feltételezés, hogy a Szerkezetkutatasi
osztalyon torténhetett akaratlan mintacsere. Ezeket a
feltételezéseket kovetden egy ideig mindenki probalta
bizonyitani az igazat, €s csak ezutan (a lehetséges ,,mentalis
csapdakra” vald tekintettel) jutottunk el oda, hogy sajat
kezdeti premisszainkat megkérddjelezziik, ¢és egyenként
feliilbiraljuk. Igy ujraértékeltiik azt a feltételezésiinket, hogy
»csak egy egyszerl” kapcsolasi reakcio jatszodhat le, és
bevetettiik a nagyfelbontasi MS és NMR technikak egész
sorat a szerkezetek pontos meghatarozasahoz.

A nagyfelbontdsu MS mérések azt mutattak, hogy bar
egy megdobbentd koincidencia folytdin A nomindlis
molekulatomege megfelel 1-nek, a mért pontostomegbdl
szamolt elemi Osszetétel C,,H,_ON,Cl-nak adodik,
ellentétben az 1 szerkezetnek megfeleld C,,H, O, N,Cl elemi
Osszetétellel. Ez azt jelentette, hogy A szerkezete merGben

mas kell, hogy legyen, mint 1!

Az igen részletes és hosszadalmas, extrém nagy felbontasu
2D méréseket is alkalmazdo NMR analizis eredményeként
egyértelmiien igazolhatd volt, hogy az A és B vegyiilet
is a 4. abran bemutatott (igencsak meglepd €s varatlan) 3
szerkezettel jellemezhetd.

o
|
Cl \/\/\NJ\O/\/\CHG,

O \)
Hsc/\/\OJ\NH : :o
éH3

A=B=3
4. Abra. A és B tényleges szerkezete.

A 3 szerkezet azt bizonyitja, hogy a kiindulasi vegyiiletek
egyike nem vett részt a 2. és 3. abran bemutatott reakciokban.
Ezzel szemben a butanol fragmens jelenléte 3-ban arra utal,
hogy az adott koriilmények kozott az oldoszerként hasznalt
THF felnyilhatott, és reaktivabbnak bizonyult a vartnal. Az
A vegyiiletben mért klor pedig valojaban a kapcsoloszerként
alkalmazott foszgénbdl szarmazott (5. Abra).
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| —~ ~CHy
CHs 2

5. Abra. A tényleges reakciok.

Konnyen lehet, hogy A vegyiilet esetében az 1 szerkezet
helytelenségére nem deriilt volna fény, ha a vegyész nem
probaljamegaBvegyiiletetiseldallitani. Ezapéldaa, mentalis
csapdak” egész tarhazat vonultatja fel, és jol mutatja, hogy
milyen konnyen lehet téves szerkezeti konkluzidkra jutni,
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illetve hogy ezek elkeriilésében milyen nagy szerepe van a
fentebb targyalt alapos nagymiiszeres vizsgalatoknak (még
akkor is, ha ez els6 latasra indokolatlannak tlinhet).

5. Osszefoglalas

A fentiekben vazlatos képet nytjtottunk arrdl, hogy
milyen sokrétli és komoly kihivasokkal teli elvarast
tdmaszt a modern gyogyszeripar a kismolekulas NMR
és MS szerkezetvizsgalatokkal szemben. Ravilagitottunk
arra, hogy az a sz6, hogy ,szerkezetmeghatarozas”
valdjaban mennyi komplexitast takar, és mennyi dilemmat
vethet fel mind a szerkezetvizsgald analitikus részérdl,
mind pedig intézményi szinten. Targyaltuk a szerkezeti
konfidencia és jellemezhetdség problematikajat, ramutatva

arra, hogy még a legmodernebb szerkezetvizsgalati
modszertani  eszk6zO0k birtokaban is milyen konny(
tévedni a szerkezetmeghatarozasban. Ezt -elkeriilendd,

altalanos elvként az fogalmazhat6 meg, hogy a megfeleld
spektroszkopiai szaktudast adottnak véve torekedniink
arra, hogy minél bdségesebb ¢és minél jobb mindségl
kisérleti adatokat gytjtsiink be (tapasztalataink alapjan,
megfelelden jo és nagyérzékenységli spektrométerek esetén
az ezzel jard extra mérési id6 nem annyira szamottevo,
mint amennyi nyereséget ez a megkozelités hoz a
szerkezeti konfidencia és a jellemezhetdség tekintetében).
Ugyancsak fontos, hogy elkeriiljiik az adat-értelmezéshez
kotheté ,,mentalis csapdakat”. Bemutattuk, hogy mik
azok a fontosabb miikddéi elvek, amelyek mentén a
Richter Szerkezetkutatasi osztalya megprobal ezeknek a
kihivasoknak megfelelni munkafilozéfia, miszerezettség,
és emberieréforras tekintetében. Ezzel kapcsolatosan
targyaltuk a ,holisztikus™ szerkezetkutatas, legf6képpen az
NMR és MS egyiittmiikodésének sziikségességét is. Ezeket
az elveket egy konkrét, tanulsagos és izgalmas példan
keresztiil illusztraltuk.
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Structure elucidation by NMR spectroscopy and mass
spectrometry at Gedeon Richter

In this article we have outlined the manifold challenges and
expectations that are present in today’s NMR- and MS-based small-
molecule structure elucidation in the pharmaceutical industry.
As we have argued, in practice the seemingly simple phrase
”structure elucidation” hides many complexities and can involve
several difficulties in terms of the employed modus operandi of
structural investigations within a pharmaceutical company. In
particulr, for any given structural problem the intended level of
NMR and MS characterization (giving an NMR peak list or a
full NMR assignment based on absolute methods such as two-
dimensional experiments, providing low- or high-resolution MS,
etc.), the intended depth of the investigation (stercochemistry,
dynamical features, etc.), and the intended level of confidence in
the correctness of a structural claim (quick but lower-confidence
structure verification versus more time consuming in-depth
structural proof), are serious dilemmas whose risks and benefits
must be well understood and addressed by both the analyst and the
institution. This understanding should be the basis of how structure
elucidation is embedded into the research strategies of a company,
and what instrumental and human resources are allocated to this
task. The answers to these questions are far from self-evident, and
herein we have highlighted the main concepts according to which
small-molecule structural research is organized at Gedeon Richter.
As a particularly interesting, important, but generally not properly
appreciated issue, we have pointed out how easily even highly
skilled experts may come to an erroneous structural conclusion,
even when having the most modern NMR and MS instrumental
capabilities at hand. The reasons behind being prone to making such
errors are related to the so-called “mental traps”, which are amply
discussed in reference 2. In order to avoid such errors, as a general
rule one should strive to acquire as much high-quality experimental
data as possible (according to our experiences, with high-end,
highly sensitive spectrometers the extra measurement time
elicited by this approach is affordable, and it increases the level of
confidence and characterizability significantly). We have discussed
the five main principles according to which the Spectroscopic
Research Department of Gedeon Richter tries to handle these
challenges in terms of working philosophy, instrumentation, and

human resources. One key feature of that philosophy is centralized
service: we provide structure-determination service for the whole
company, from supporting medicinal chemistry projects through
scale-up and metabolite identification as well as production
related structural issues such as impurity profiling. This means
that the same analyst can follow the lifecycle of a given molecule
and its related derivatives, which greatly increases efficiency
and confidence. In particular, one should note that while in their
synthetic-chemistry stage, the submitted samples are usually pure
and not significantly mass-limited, thus they are “NMR- and MS-
friendly”. However, structurally related metabolites and trace
impurities can be “unfriendly” due to being seriously mass-limited
and impure, providing only “fuzzy” experimental data that is more
difficult interpret. In such cases possessing a prior and secure
spectral knowledge on the pertinent family of molecules can prove
to be crucial. Secondly, Richter employs full-time NMR and MS
spectroscopists, which has proven time and again to be a great asset
in terms of avoiding error by the benefits of an independent and
professional “analytical eye”. Thirdly, we place great emphasis
on using a “holistic” analytical approach to all small-molecule
structural problems. This means, on the one hand, the recording of
at least the most basic two-dimensional NMR experiments for each
sample so as to secure the spectral assignments and to minimize the
possibility of structural misassignment. On the other hand, it entails
the concerted use of both NMR and MS for each problem. In our
experience, the practice of cross-checking structural deductions as a
default mode of action by these orthogonal methods, and resolving
any conflicting inferences (which happens quite often) before
finalizing the result, is absolutely essential for high-confidence
structure determination. Fourthly, we stress the importance of using
state-of-the-art NMR and MS spectrometers that provide high-
quality and abundant experimental data in the shortest possible
time. In certain cases, particularly when dealing with “unfriendly”
samples, such data abundancy can be essential in order to reduce the
number of alternative structures that may be consistent (often in an
unrecognized manner) with a more limited set of data. Fifthly, we
pointed out the importance of being dedicated to science in terms of
active publishing (as much as this is possible in the pharmaceutical
industry) and following the literature in order to maintain the vigor
for innovation and the dedication toward scientifically meticulous
thought. All this was demonstrated through an intriguing real-life
example.
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Gyogyszeranalitika a fejleszto szemével

BABJAK Moénika,” CZIPONE TAKACS Timea és MESZLENYI Gabor
Richter Gedeon Nyrt. Kutatasi Analitikai Osztaly
1103 Budapest, Gyomréi u. 19-21.

1. Bevezetés

Az analitika szerepe kiemelkedd jelentéségli a
gyogyszeriparban a  gyogyszerkutatastdl kezdve a
készitmények rutin vizsgalatdig. Feladata mindeniitt
ugyanaz: elésegiteni az anyagok megismerését, mindségi
és mennyiségi jellemzését, tovabba a kapcsolodd
folyamatok megértését abbol a célbdl, hogy a gydgyszerek
biztonsagossagat biztositsuk.

Természetesen mas az analitika fokusza és masok az
alkalmazott modszerek a kutatds/fejlesztési fazisban, mas
a klinikai vizsgalatokban és megint mas a termék allando
mindségét igazold rutin méréseknél. Az alabbiakban egy
rovid attekintést kivanunk adni és néhany példan keresztiil
bemutatni, hogy a Richter Gedeon Nyrt-ben, a hatéanyagok
fejlesztési fazisdban melyek az analitika fobb feladatai, és
milyen megoldasokat alkalmazunk a Kutatasi Analitikai
Osztalyon.

2. A hatéanyagok fejlesztési fazisa

Akar originalis, akar generikus fejlesztést végziink a
feladat azonos: a laboratériumban néhany grammos
mennyiségben eldallitott hatdanyagtol a végleges, akar
100 kg-os nagysagrendii iizemi gyartasig kovetni a
folyamatot, analitikai tdmogatast adva a szintézist végzd
vegyésznek illetve a méretnoveld, ipari technologiat kialakito
technologusnak. Mindekdzben részletesen megismerni
egyrészt a hatdéanyagot, annak fizikai, fizikai-kémiai, kémiai
tulajdonsagait, feltarni azokat a koriilményeket, amelyekre
az anyag érzékeny, masrészt az eldallitdsi folyamatot, és
annak hatdsat a termék mindségére.

A fejlesztési fazisban folyo detektivmunkahoz igénybe
vessziik a lehetd legtobb analitikai megkdzelitést, modszert.
A moédszerek kivalasztasa harom alapvetd pilléren all:

1. A gyogyszerkonyvek maddszerei és altalanos eldirdsai
a forgalomba hozott termékek esetén kotelezek, ezért
ezeket célszeri mar a fejlesztési fazisban alkalmazni:
az eldirt modszerek megfeleloségét, alkalmazhatosagat
tanulmanyozni, illetve sajat fejlesztésti modszerek esetén az
altalanos eldirasokat figyelembe venni.

2. A gyobgyszerek mindségével, analitikdjaval tobb
hatésagi ajanlas, un. guideline is foglalkozik. Az ICH
(International Council for Harmonisation, korabban
International Conference on Harmonisation) Q (quality,
mindség) kategoéridban tobb szempontbdl is irdnymutatast
ad a hatéanyagok vizsgalatara. Ezek az ajanlasok részben
metodikai megkozelitéseket, részben kovetelményrendszert
is tartalmaznak.

“ Tel.:+36-1431-4653 ; fax: +36-1431-6000 ; e-mail: m.babjak@richter.hu

3. Atermék jellemzését tudomanyos alapon megkozelitve,
a szakmai szabalyoknak megfeleléen, a legkorszer(ibb
eszkozoket ¢és metodikdkat alkalmazzuk. A fejlesztének
mindig szem el6tt kell tartania, hogy az altala kidolgozott/
kivalasztott modszert a jovoben fogjak hasznalni, ezért
lehetdleg a legkorszer(ibb, ma még talan csak ritkan hasznalt,
de a jovében varhatoan széleskoriien elterjedé megoldasokat
alkalmazza.

Mindezek alapjan a fejlesztési fazisban folyamatosan
valtoznak, fejlédnek mind szamossagban, mind mélységben
az analitikai médszerek. Célunk, hogy a fejlesztési folyamat
végére, a végleges gyartastechnoldgia kidolgozasa utan meg
tudjuk allapitani, hogy melyek a termék kritikus mindségi
jellemzdi, ezek milyen modszerrel mérhetok, milyen lesz
a hatéanyag allandd mindsége (,,a mindséget nem mérjiik,
hanem beépitjiik a termékbe™), amit a rutin gyartaskor,
mindségellenérzéskor mindig igazolunk. Ezek a modszerek

e

A fejlesztési folyamat soran szamos olyan mérést is végziink,
amelyet rutinban késébb nem kivanunk alkalmazni (,,un.
kiegészitd mérések™), ezekhez akar a legkiilonlegesebb,
legdragabb metodikakat is alkalmazhatjuk. Ugyanakkor a
rutin modszerek esetén a meglévd analitikai lehetdségeket
illetve gazdasagossagi szempontokat is célszerti figyelembe
venni. Ezért a rutin modszerek esetén toreksziink a
legegyszeriibb, leggazdasagosabb modszerek (pl. egyszeriien
kivitelezhetd, gyors, kis mintaigényi stb.) kidolgozasara.

3. Az analitikai médszer megfeleldségének igazolasa

A fejlesztési folyamatban nemcsak szakmai szempontok
alapjan, hanem mindségbiztositasi szempontbol is fokozddd
elvaras az analitikai modszerek megfeleldségének igazolasa,
a modszerek validalasa. A holisztikus validalasi szemlélet
alapjan a modszer megsziiletésétol, alkalmazasatol
kezdve folyamatosan, a felhasznalasnak megfeleld
mértékben kell igazolnunk a moddszer megfeleldségét. A
végleges modszereket a vonatkozo eldirasok €s ajanlasok
figyelembevételével validalnunk kell, amely folyamatban
elére eltervezett méréssorozattal, az eredmények statisztikai
értékelésével igazoljuk, hogy a modszeriink alkalmas
a felhasznalasi célra. Ezen cikk keretein beliil nem
foglalkozunk a wvalidalas elméletével és gyakorlataval,
csupan hangsulyozni  kivanjuk, hogy a validalasi
tevékenység mind idében, mind a mérések szamaban eléri,
s6t gyakran meghaladja a modszerfejlesztésre forditott
munka mennyiségét, és mint ilyen, a fejleszté analitikusok
egyik f6 feladata.
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4. A hatéanyagok vizsgalatanak médszerei

A hatéanyag sohasem tiszta szaz szazalékban. Kismértékben
mindig tartalmaz(hat) szennyezdket, amelyeket elsGsorban
méréstechnikai  szempontbol az alabbi csoportokba
sorolhatjuk. (Vonatkozé guideline: Q3A: Impurities in new
drug substances)

4.1. Viztartalom

A hatdanyagot legtobbszor szennyezi a gyartasi folyamatban
hasznalt viz. Ez a viz nem jelent egészségiigyi kockazatot,
ugyanakkor pontos mennyiségének ismerete fontos. A
viztartalom meghatarozasara elterjedten Karl Fischer (KF)
titralasos moddszert alkalmazunk. Amennyiben a termék
viztartalma alacsony, a KF titraldsos modszer érzékenysége,
illetve pontossaga nem megfeleld, termogravimetriara
visszavezethetd Osszes nedvességtartalmat hatarozunk meg
(szaritasi veszteség).

4.2. Szervetlen szennyezok

Ebbe a csoportba elsdsorban a szervetlen sok tartoznak. A
gyogyszerkonyvekeldirdsaaméréskivitelezés szempontjabol
megegyezik: 600 = 50°C-on a mintat kénsavval roncsoljuk
¢s a visszamarado szulfathamut visszamérjiik.

4.3. Fémszennyez6k

A fémszennyezOk vizsgalatanak j megkdzelitését a 2014-
ben életbelépd uj, ICH Q3D guideline foglalja 6ssze. (Q3D:
Guideline for elemental impurities) Az eddig az osztalyunkon
is sokszor alkalmazott modszert (a vizsgalandd mintabol
roncsolast kovetden tioacetamiddal szulfidot képziink,
aminek a szinét vizualisan értékeljiik) felvaltja a specifikus
¢s érzékeny induktiv csatolasu plazma atomspektroszkopiai
(ICP AS) mérés.

4.4. Illiékony szennyez6k

A hatdanyagot az eléallitashoz hasznalt olddszerek és a
szintézis soran keletkezd altalaban kis molekulatomegi,
illékony szerves komponensek szennyezhetik. A hasznalt
oldoszerek listaja ismert a gyartastechnologiabol, a keletkezd
anyagok pedig a reakcioegyenletekbdl levezethet6k (pl.
észterek hidrolizisekor felszabadulé alkoholok, stb.). A
vonatkozd ICH guideline (Q3C: Impurities for residual
solvents) alapjan azonban nemcsak ezeket a komponenseket
kell vizsgalnunk, hanem a mérést ki kell terjeszteniink
az alkalmazott oldoszerek potencialis szennyezéseire
is, kiillondsen akkor, ha azok toxikologiai szempontbodl
veszélyesek. A Q3C guideline az oldészereket 3 6 osztalyba
sorolja, ¢és szabalyozza az egyes osztalyokba sorolt
vegyiiletek megengedett mennyiségét.

A 3. osztalyban a nem veszélyes (,,solvents with low toxical
potential”) komponensek talalhatok. Ide tartozik tobbek
kozott a gyogyszergyartasban oldoszerként elterjedten
hasznalt etanol, aceton, etil-acetat, i-propanol. Megengedett
mennyiségiik a hatéanyagban 5000 ppm.

A 2. osztadly (,solvents to be limited”) oldoszereinek
megengedett mennyisége alacsonyabb. Pl. az acetonitril
megengedett mennyisége 410 ppm, mig a metanolé
3000 ppm, vagy a diklormetané 600 ppm.

Az 1. osztaly (,,solvents to be avoided”) olddszerei ma
mar eldallitaishoz nem hasznalhatok, de mennyiségiiket
akkor is vizsgalni kell, ha valamelyik alkalmazott olddszert
szennyezhetik. Leggyakrabban vizsgalt komponens ebbdl
az osztalybol a benzol, amely az elballitas olddszereként
hasznalt toluol vagy a metanol potencialis szennyezdje lehet.
Megengedett mennyisége a hatdéanyagban legfeljebb 2 ppm.

Ezen komponensek mennyiségét alapvetden
gazkromatografidas modszerrel (GC) hatdrozzuk meg. A
vizsgalando vegyiilet illékonysaga alapjan alkalmazhatunk
gbztérinjektalast vagy folyadékinjektalast.

Gondolhatnank, hogy kidolgozhat6 egy teljesen altalanos
moédszer, amellyel hatoanyagtdl fiiggetleniil mérheték
ezek a komponensek. A gyakorlat azonban azt mutatja,
hogy a hatbanyag fizikai-kémiai tulajdonsaga, netalan a
gazkromatograf injektordban elszenvedett bomlasa miatt
mindenre j6 modszer nem létezik, mindegyik modszert
optimalni kell.

FIDT A, (ETONOGFONTFONTI1D

14115
1524
—C
\’va

|

b 7 247
| ST
= 11500

1. Abra. Referencia oldat gazkromatogramja.
Komponensek: 10,617 perc metanol, 11,500 perc metil-formiat;
14,115 perc etanol; 16,624 perc aceton;
19,870 perc diklérmetan, 20,475 perc terc-butanol;
22,879 perc diizopropiléter; 24,878 perc etilacetat;
25,514 perc tetrahidrofuran; 26,503 perc ciklohexan; 27,426 perc benzol;
31,502 perc toluol, 33,700 perc dimetil-szulfoxid (alap-oldoszer).
A kromatogramon lathato tobbi csucs a dimetil-szulfoxidbol szarmazik.

Altaldban 30-60 m hosszii kvarc kapillarisokat alkalmazunk.
A kapillaris bevonata/allofazisa tobbféle lehet attol fliggben,
hogy egyszertien forraspont alapjan el tudjuk valasztani a
mérenddket, vagy masodlagos kolcsonhatasokat is ki kell
haszndlnunk. A legelterjedtebb a langionizacids detektor
(FID) alkalmazasa, de egyes esetekben sziikség lehet a
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2. Abra. Hatoanyag minta oldat gdzkromatogramja.
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specifikus és még nagyobb érzékenységli elektronbefogasos
(ECD) vagy akar tomegspektrometrias (MS) detektaldsra is.

Az el6zoek értelmében az altalunk kidolgozott GC modszer
joval tobbet tud, mint amennyi a hatéanyag minéségébdl
kovetkezne. Példaként bemutatunk két kromatogramot. Az
elsé a referencia oldat kromatogramja, mig a masodik a
hatéanyagé, ez utobbibdl lathatd, hogy magat a hatdéanyagot
csak nyomokban szennyezik illékony komponensek.

4.5. Rokon szerkezetii szerves szennyezok

A hatoanyagfejlesztés soran az analitikus szamara a
legnagyobb kihivast a rokon szerkezetii szerves szennyezok
mérésére alkalmas kromatografids modszer kidolgozasa
jelenti. A gyogyszermolekuldk fizikai-kémiai tulajdonsaga
valamint a modszertdl megkivant érzékenység miatt az esetek
nagy részében ez folyadékkromatografias (HPLC) modszert
jelent. Altalanossagban feladatunk kimutatni minden olyan
szennyez6t, ami a gyartasi folyamat soran (a gyartas koztes
termékei, melléktermékek, a felhasznalt kiindulasi anyagok,
ezek szennyezéseibdl az eldallitas soran keletkez6 un. ,,carry
over” szennyezések stb.) illetve magabol a hatéanyagbol
keletkezik (bomlastermékek). Az elv minden esetben
ugyanaz, de a gyakorlati megvaldsitdas mindig egyedi. A
vizsgalni kivant vegyiiletek minden hatdéanyagnal masok,
ezért minden hatdanyagra, s6t azonos hatéanyag esetén akar
az eltérd gyartasi 1épések miatt is egyedi, a feladatra optimalt
modszert/maddszereket kell kidogoznunk.

Egy tisztasagvizsgalati moddszer kidolgozasa eldtt
Osszegyujtjik és vegyész illetve technologus kollégak
bevonasaval elemezzilk az elérhetd informaciokat a
szintézis 1épéseirdl. A modszerfejlesztéshez gyakran
nem végleges tisztasagl, hanem szennyezett vagy akéar
elrontott eléallitasbol szarmazo anyagokat is felhasznalunk.
A modszerfejlesztés kezdetén altalaban még nem
ismertek a hatéanyag bomlastermékei, ezért az optimalas
kezdetén ezeket in situ allitjuk elé a gyogyszerhatdanyag
bomlasztasaval (szilardan hd, para, fény terheléssel illetve
oldatban savas/lugos/peroxidos kézegben).

Annak kivalasztasara, hogy milyen elvalasztasi modot
alkalmazzunk, segit az elvalasztando komponensek
bizonyos fizikai-kémiai jellemzdinek ismerete, amelyekre
mindenképp sziikség van a hatékony €s robusztus modszer
fejlesztésehez. Ilyen példaul az oldhatosag, a pK , azaz a
savi disszociacios allando negativ logaritmusa, a molekulak
lipofilitasat becsld log P (semleges molekulakra) illetve a
logD (ionos molekulakra).! Az adott molekula kromatografias
viselkedésének jellemzésére jol hasznalhato a logD-pH
diagram, ami a molekula lipofilitdsanak valtozasat jellemzi
a pH fiiggvényében.

A fizikai-kémiai adatokon kiviil az elvalasztando vegytiletek
ismert szerkezetét is figyelembe kell venni, ha a szerkezeti
izomerekt6l a nagyon eltérd polaritast vegyliletekig minden
szennyez6t egy kromatografids rendszerben kivanunk
elvalasztani és detektalni.

Az adatok  birtokdban  tudjuk  kivalasztani a
folyadékkromatografias  elvalasztasi modot  (forditott
fazis, normal fazis, HILIC stb.), illetve a szerencsére mar
nagyszamban rendelkezésre allo6 kromatografias oszlopok

koziil mindazokat, amelyek elméleti, irodalmi adatok illetve
sajat tapasztalataink alapjan alkalmasak lehetnek a mérésre.

A fejlesztés és a végsd mddszer kidolgozasa soran esetenként
szamos kromatografias oszlop kiprobalasa és a paraméterek
optimalasa sziikséges. Az egyfajta forditott fazisu oszlopon
elvégzett modszerfejlesztés folyamatat az alabbi példan
mutatjuk be.

A modszerfejlesztés kezdetén rendelkezésre allt a
gyogyszerhatdbanyag ¢és a szintézisutra jellemzd négy
potencialis szennyez¢s, tovabbiakban: ImpA, ImpB, ImpC,
ImpD.

A 3. abran abrazoltuk a gydgyszerhatdanyagnak ¢és
a négy ismert szennyezésének logD-pH gorbéjét, a
jelmagyarazatban feltiintetve a relevans pK  értékeket is
(ChemDesk szoftverrel meghatarozva).

3. Abra. A hatéanyag és négy potencidlis szennyezésének LogD-pH
Osszefliggése.

A moédszerben mindenképpen pH kontrollt kellett
hasznalnunk, hiszen a gyogyszerhatoanyag, az ImpC, az ImpD
valtoztatjak molekularis formajukat a pH fiiggvényében.
A logD-pH gorbék lefutasabol az is lathatoé, hogy a
gvogyszerhatoanyag, az ImpC, és az ImpD bazikus funkcios
csoportokat tartalmaznak. Ezek a vegyiiletek pH>pKa+2
(azaz esettinkben pH>11) értékeknél lugosabb tartomanyban
vannak forditott fazis szempontjabol kedvezdébb ion-
visszaszoritott, apolarisabb formaban. Ez a pH tartomany
szamunkra mégsem volt kedvezd, mert az el6zetes stabilitasi
vizsgalatokbol kideriilt, hogy a gydgyszerhatdanyag lugos
kozegben mar szobahdmérsékleten is pillanatszeriien
bomlik. Ha el akartuk keriilni a gyogyszerhatdbanyag mérés

sy

kellett maradnunk.

A robusztussag szempontjabol kedvezének tlind pH<pK -2
(estiinkben pH<5) tartomanyt is ki kellett zarnunk, mert
itt a bazikus komponensek ionos formaban vannak jelen,
ezért visszatartasuk forditott fazison kicsi. A pH<S5 értéknél
savasabb tartomanyban kérdéses, hogy a k (retencids
tényez6) >1 kritérium teljesiil—e, hiszen a fékomponens
logD értéke még pH=7-en sem éri el a (-2)-t. Hasonloképpen
gond lehet a savas/ligos/oxidativ bomlastermékekkel,
amelyek ugyan fejlesztés kezdetén nem voltak a keziinkben,
de valdszintileg legalabb olyan, vagy még polarisabbak,
mint a vizsgalandé fékomponens. A fentieket figyelembe
véve, mivel ragaszkodtunk a forditott fazis alkalmazasahoz
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a mozgofazis pH-janak pH=7-hez minél kdzelebb esd
értéket kellett valasztanunk, igy az emlitett példaban az
optimalashoz pH=6-7 tartomany tlint megfelelének.

Ez az a tartomany, amint az a logD-pH fliggvények
lefutasabol is lathatd, ahol kis pH valtozasra nagy logD
valtozas kovetkezik be, ezért a retencido allandosagahoz,
azaz robusztus modszerhez kiemelten fontos volt a pontos,
tomegmérésre visszavezetett pH beallitas.

A pH beallitashoz a foszfat puffer tiint kedvezének, mert
egyrészt a HPO,*/H,PO, rendszer puffer kapacitisa a
pK 1, azaz 5,8-7,8 tartoményban maximalis. Masrészt
alacsony UV cut off értéke miatt (195 nm) a foszfat az
egyik legalkalmasabb, ha alacsony hullimhosszon kell
detektalnunk (esetiinkben sem a gyogyszerhatdanyag,
sem az ismert szennyezések nem tartalmaznak A>220 nm
magasabb hullamhosszon elnyel6 kromofor csoportot).

Az oszlopvalasztasnal figyelembe vettilk az elvalasztando
komponensek polaris jellegét és olyan oszlopokat
valasztottunk a modszerfejlesztéshez, ahol a visszatartast
¢és szelektivitast a polaris kolcsonhatasok (hidrogénhid,
dip6l-dipol) is befolyasoljak. A kezdeti kisérletek alapjan
hamar kideriilt, hogy a pH 6-7 tartomanyban a foszfat ion
nagyon lecsokkentette az oszlopok élettartamat. igy az
oszlopvalasztasnal az elsddleges szempont az allofazis pH
tlirése lett. Ennek alapjan a tovabbi fejlesztés Gemini C18
(150-4,6 mm, 3um, gyart6: Phenomenex (ajanlott pH:1-12))
oszlopokon folyt.

Az allofazis, a puffer, a pH tartomany, detektalasi hullam-
hossz megvalasztasa utan a fejlesztést optimald szoftverek,
pl. DryLab® szoftver hasznalataval tehetjilk hatékonyabba
¢és gyorsabba. A DryLab® (forgalmazo: Molnar-Institute)
napjaink egyik intelligens optimalé szoftvere, amely
segitségével a probalkozdson alapulé modszerfejlesztést
felvalthatjuk pontos, beallitott kisérleti adatokon alapuld
kisérlettervezésre.>* Nemcsak id6t, vegyszert sporolhatunk,
de segitségével a modszer robusztussaga, illetve
érzékenysége a valtoztathatd paraméterekre is vizsgalhato.

1G [min]

4. Abra. DryLab® szoftverrel szamolt haromdimenzios felbontas térkép

A 2009-ben megjelent DryLab® 3.9-es verzié mar képes akar
harom faktor (gradiens id6, homérséklet, pH vagy terner
eluens Osszetétele) egyidejii kezelésére és haromdimenzios
felbontas térképek szamoldsara. A szakirodalom az igy
1étrejott harom-dimenzidés modellt ,,Cube”-nek vagyis
kockanak nevezi. A példankban a DryLab® szoftver
(verzi6:4.2.0.7.) alkalmazasaval 12 alapfutasbol hataroztuk

meg az optimalis pH-t, a hdmérsékletet és gradienst. A
DryLab® szoftver harom dimenzidban, a pH, a hdmérséklet,
¢és a gradiens 1d6 (tG) fiiggvényében abrazolja, és jeldli a
minimum Rs=1,5 elvalasztast jelentd kisérleti pontokat. A
térbeli abran az Osszefliggd teriiletek jelentik a robusztus
tartomanyokat. (4. Abra)

A ,,DryLab® kockabol” az optimum kivalasztasa Iényegében
szubjektiv szempontok alapjan torténik. Rendszerint arra
toreksziink, hogy az elvalasztas lehetéleg rovid legyen,
az oszlop é¢lettartamanak novelése céljabol a hémérseklet
minél alacsonyabb legyen ¢és a valasztott optimum pedig egy
robusztus tartomany belsejébe essen.

1G [min)
5. Abra. Vilasztott optimum 3D-ben szemléltetve.
Az 5. és 6. abrakon a valasztott optimum lathatdé 3D-ben

illetve a szoftverrel szamolt kétdimenzios felbontas térképen
(pH=6,2) szemléltetve.

6. Abra. DryLab® szoftverrel szamolt kétdimenzios felbontas térkép.
(pH=6,2).

Az optimalt HPLC-s paraméterekkel a DryLab® szoftver altal
elére jelzett elvalasztas a 7. abran, a megvalosult elvalasztas
jellemzésére pedig a modell oldat kromatogramja a 8. abran
lathato.

Tapasztalataink szerint a josolt és a gyakorlatban kapott
kromatogramok altalaban jo egyezést mutatnak, a retencios
idok eltérése < 5%.

A fejlesztés soran tobb, a rokon szerkezeti szennyezések
meghatarozasara alkalmas modszert is kidolgozunk abbdl
a célbol, hogy meggy6zddjiink arrdl, hogy a késébbiek-
ben rutin tisztasagvizsgalatra alkalmazandé modszeriink
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7. Abra. DryLab éltal j6solt kromatogram /modell oldat.

alkalmas-e minden szennyezés kimutatasara. Ezek egy része
eltérd elvalasztasi mechanizmuson alapul (elvalasztas mas
tipusu allofazison, eltérd pH-n, stb), mas része alkalmas
folyadékkromatograf-tdomegspektrométer (LC-MS) kapcsolt

24070

o] Rss=2,3

3
—

R510’11=2,2

8. Abra. Mért kromatogram / modell oldat.

technika megvalositasara. Az LC-MS modszerek alapvetden
fontosak fejlesztési fazisban a hatéanyagok rokon
szerkezetli szerves szennyezOinek és bomldstermékeinek
azonositasahoz is.

4.6. Kiralis szennyezok

A forgalomba keriild gyodgyszer hatdéanyagoknak tobb
mint fele tartalmaz (legalabb) egy kiralitascentrumot,
azaz elvileg két optikai izomerjiik létezik. Az optikai
izomerek minden fizikai-kémiai tulajdonsaga megegyezik
(kivéve, hogy a polarizalt fény sikjat eltéré iranyban
forgatjak el), igy akiralis kozegben nem kiilonboztethetok
meg. Kromatografidss modszerekkel eclvalasztasuk kiralis
kornyezetben valdsithatdé meg (vagy a kromatografias
allofazis vagy a mozgofazis tartalmaz kiralis szelektort),*
vagy elézetes szarmazékképzést kovetden az enentiomereket
eltéré fizikai-kémiai tulajdonsagu diasztereomer parokka
alakitjuk,® amelyek igy elvalaszthatok. A gyakorlatban
mindig az egyszeriibben kivitelezheté megoldast valasztjuk.

Vannak olyan gyogyszerhatdoanyagok, amelyek racém
formaban keriilnek forgalomba, ami azt jelenti, hogy a
két optikai izomerjiik kozel egyforma mennyiségben van
jelen. Ez esetben a fejlesztd analitikus feladata a megfeleld
arany igazolasa. El6fordulhat azonban, hogy az optikai
izomereknek eltéré farmakoldgiai tulajdonsaguk van, azaz
csak az egyik enantiomerjiik hatasos, mig a masik hatastalan,
esetleg toxikus. Erre, és egyben a kiralis tisztasagvizsgalatok
fontossagara az 50-es években kirobbant Contergan-botrany
hivta fel a gyogyszerkutatok figyelmét. (A Contergan
esetében a racém formaban forgalomba hozott talidomid
hatdéanyagnak csak egyik enantiomerje volt nyugtatd
hatasu, a masik enantiomerje sulyos magzatkarosodast

okozott). A hasonlo balesetek elkeriilése végett napjainkban
vilagszerte el6térbe kertilt a tiszta enantiomerek fejlesztése,
és az enantiomer arany meghatarozasa helyett a kiralis
tisztasagvizsgalat.

Az  enantiomerarany = meghatarozasnal illetve a
tisztasagvizsgalatnal mas-mas a feladat, igy mas az analitikai
mddszer, amivel célszerii a megoldast keresniink.

Racém gyogyszerhatéanyag vizsgalatahoz a legidealisabb
megoldast a nagyhatékonysagu kapillaris elektroforézis
(HPCE) nyujtja. A hattér elektrolithoz adhaté kiralis
szelektorok (ciklodextrinek (nativ ¢és szarmazékolt)
koronaéterek, epesavak, stb.) termékpalettija egyre
boviild, igy jo eséllyel talalunk koztiik olyat, amellyel a
két enantiomer elvalaszthatd. A modszer altalaban gyors,
mintaigénye ¢és a méréshez felhasznalt vegyszerigénye
kicsi. Ugyanakkor napjainkban még problémas a modszer
robusztussaga valamint a detektalas érzékenysége, ezért ezt
a korszeri metodikat elterjedten, rutinszerien nem tudjuk
alkalmazni kiralis tisztasagvizsgalatokban.

A gyogyszeriparban a kirdlis oszlopokon végzett
elvalasztasok terjedtek el annak ellenére, hogy ezek a
specialis kromatografias oszlopok igen dragak, ¢és elméleti
alapon a vizsgalando vegyiilet szerkezetének ismeretében
nem tudunk optimalni. Még mindig probalkozasos alapon
valasztjuk ki az igéretesnek tind oszlopokat, amikhez
a modszerfejlesztés nehézsége miatt az oszlopgyartok
altalaban részletes modszerfejlesztési tematikat javasolnak,
amelynek kovetésével jo esetben tudunk eredményt
felmutatni. A feladat bonyolultsagat jelzi, hogy az adott
kromatografias rendszerben nemcsak az enantiomereket kell
elvalasztani egymastol, hanem a mddszernek specifikusnak
kell lennie egyéb, nem kiralis izomerekre is.

4.7. Egyéb szennyez6k

Az eddig targyalt szempontok szerinti mérések szinte
rutinszertien allnak Ossze a fejlesztés folyaman, de
hatéanyagtol és eljarastol fiiggéen eléfordulhat, hogy nem
alkalmasak minden potencialis szennyezé kimutatasara. Az
alabbiakban a teljesség igénye nélkiil mutatunk be néhany
példat ezekre:

A kis molekulatomegii szerves savak és bazisok altalaban
nem gazkromatografalhatok szarmazékképzés nélkiil,
illetve HPLC-vel sem detektalhatok kromofér csoportok
hianyaban. Ezen komponensek vizsgalatara célzottan kiilon
moddszereket dolgozunk ki (pl. gazkromatografids mérés
szarmazékképzést kovetden, folyadékinjektalassal, vagy
HPLC ionparkromatografia indirekt UV detektalassal, stb).

Ahatoanyaghoz szerkezetileg nagyon hasonlo szennyezések,
az izomerek vizsgalata kiilonos figyelmet igényel. Részben
azért, mert hasonld fizikai kémiai tulajdonsaguk miatt
kromatografias elvalasztasuk problémas lehet. Részben pedig
azért, mert azonositasuk megegyez6 molekulatomegiik és
fragmentacidjuk miatt MS detektalassal is komoly feladatot
jelent. Ezért (is) sziikséges a tisztasagvizsgalatot nem egy,
hanem legalabb kettd, eltérd elvalasztasi mechanizmuson
alapulé kromatografids modszerrel végezni a fejlesztés
soran.
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Napjaink egyik legnagyobb kihivasa a potencidlisan
genotoxikus, nyomokban eldfordulo, rokon szerkezetii
vegyiiletek vizsgalata. Ezen komponensek mérése szinte
kizarolag kapcsolt technikds kromatografidas modszerrel
torténik, mivel megengedett mennyiségiik altalaban
legfeljebb 10-100 ppm kozott van. Ezt az érzékenységet
a tomegspektrometridss MS/MS  detektorok, rendkiviil
érzékeny ¢és kiemelkedden specifikus modban (MRM)
képesek biztositani.

4.8. Hatéanyagtartalom meghatarozasa

Mikozben egy kiszerelt gyodgyszerkészitmény (tabletta,
kapszula, stb.) hatéanyagtartalmanak meghatarozasa teljesen
evidens, a hatéanyagok rutin tartalmi mérése régota vitatott
koncepcionalis kérdés.® A legpontosabb tartalmi eredményt
ugy tudnank meghatdrozni, ha ismernénk a hatéanyag
Osszes szennyezését, validalt modszerekkel mennyiségiiket
a megfeleld pontossdggal megmérnénk, és ezekbdl az
adatokbdl un. szamitott tartalmat hataroznank meg.

Ezzel szemben a hatdsagi elvarasoknak megfeleléen minden
hatéanyagbol kell tartalmi meghatarozast végezniink. A
hatéanyagtartalmi mérések két csoportba sorolhatok. A
relativ mérések soran valamely ismert tartalmu referencia
anyagra vonatkoztatva mérjiik és szamitjuk, mig az un.
abszolut tartalmi mérések soran a kapott jelnagysagbol
szamitjuk ki a tartalmat. Leggyakrabban alkalmazott relativ
mérések a kromatografids és az UV spektrofotometris
modszerek, abszolit moddszerek a napjainkban egyre
fontosabba valo NMR illetve titrimetrids modszerek.

Gyakorlati példakat a titrimetrids tartalmi mérésekre
mutatunk be, kiemelve, hogy ez a klasszikus moédszer még
mindig fontos szerepet tolt be a gyogyszeranalitikaban.’

A gyogyszerhatdoanyagok egy része valamilyen so
formajaban keriil eldallitasra. A szokasos (hidroklorid,
hidrobromid, szulfat, acetat stb.) sok tartalmi mérése, vagy
mas oldalrol megvilagitva, a soképzés megfeleloségének,
az elméleti sav:bazis arany igazoldsdnak szinte kizarélagos
modszere a sav/bazis titralas.

A merés elve

A mérooldat sav, illetve bazis, ami a megfeleld kozegben
pillanatszertien reagal az adott hatéanyaggal. Az elektrod
a reakcid végét potencidlugras formajaban érzékeli. A
szamitogéppel vezérelt automata titrator a kért eredményt
(pl. mérdoldat fogyas, hatdanyagkoncentracio) kiszamitja €s
tarolja. A sav-bazis titralasok kivitelezését tekintve kétfajta
modszert hasznalunk: vizes-félvizes kozegli, és nemvizes
kozegt titralasok.

A félvizes kozegl titralasok esetében vizzel korlatlanul
elegyedd szerves olddszer (pl. metanol, etanol, aceton,
acetonitril, 1,4-dioxan, tetrahidrofuran) és viz elegye a
titral6 kozeg. A valasztast az oldhatosag és a titralasi gorbe
jellege hatarozza meg. Hasonld oldhatdsag esetében azt az
oldoszert valasztjuk, ahol meredekebb a potencialugras, igy
jobban értékelhetd az inflexios pont.

Erdekes példdk félvizes kizegii titralasokra

Hatéanyag sok titrdlasakor nem vart eredmények is
tapasztalhatok. Példaként az egymadssal izomer maleat és
fumarat sok titralasat mutatjuk be. Titralé kdzeg aceton és
viz elegye, a mérdoldatunk 0,1 M-os, vizes natrium-hidroxid
volt. Nem vart modon a két anyag eltérd titralasi gorbét
eredményez.

pH=f(Velume)

4000 5026 6.000 7.000 8.000
WV mi)

[ 1.000 2.480

9. Abra. A maleat so titralasi gorbéje.

A maleat szerkezetébdl kovetkezden, ahogy varhatd volt, két
1épcsot kaptunk. Az elsé 1épeso a szabad karboxilcsoporthoz
rendelhetd, a masodik a bazisrol térténd leszoritashoz.

pH=f(Velume)
13.000
12.000 ----

11.000

10.290

pH
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10. Abra. A fumarat s6 titralasi gorbéje.

A fumarat s6 és fumarsav titralasi gorbéje elére nem vart
modon eltérd volt, egy 1épcsét kaptunk.

Az a feltételezésiink, hogy maleinsav esetében a kozelség
miatt az egyik karboxilcsoport karbonilja hidszerkezetet
alkot a masik karboxilcsoport protonjaval és ez okozza a
két disszociacios allando egymastol valo eltavolodasat, mig
fumarsav esetében a karboxilcsoportok olyan tavol vannak,
hogy ,,egyenértékiivé” valnak egymassal.

Masik érdekes példank a titrald kozeg hatasa. Ezt szemléle-
tesen mutatja be a 2-benzoxazolinon molekularészletet
tartalmaz6 hatéanyag példaja. A vegyliletcsalad nem
latszik savnak. A savassdg oka a molekulan beliili
elektrondelokalizacio, konjugaci6 ¢és a karbonil-és
o-feniléncsoport negativ induktiv effektusa.
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Ha a metanol — viz rendszer helyett aceton — viz rendszert
hasznalunk a titralaskor, akkor a csekély meredekségii
potencialugras (rossz értékelhetéség) mar jol értékelhetd
titralasi gorbévé valik és igy az eredményiink is pontosabb,
jobban reprodukalhato.

Méréoldat: 0.1 M NaOH
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11. Abra. A kdzeg hatésa a titralasi gorbére.

Az el6z6 példabol 1atjuk, hogy a titralo kozeg nagymértékben
befolyasolja a titralhatosagot és a titralasi gorbét. A
gyogyszerhatdbanyagok nagy része gyenge bazikussagl
nitrogént tartalmaz. Ebben az esetben semmilyen félvizes
kozegili titralassal nem tudjuk a problémat megoldani. A
gyenge bazikussag oka, hogy bizonyos molekulan beliili
hatasok miatt a nitrogénen nincs stabilan kotott elektronpar.
Az ilyen tipusi gyogyszermolekulakat csak nemvizes
kozegii titralassal lehet meghatarozni. A témateriilet
elismert kutatdja és tovabbfejlesztéje Tarsasagunk egyik
szaktekintélye, a kutatasi analitikai teriilet egyik vezetdje
volt. Dr. Gyenes Istvan hosszt ideig vezette a Tarsasag
Alkalmazott Fizikai-kémiai kutaté laboratoriumat. A
magyarul, angolul és németiil megjelent ,,Titralas nemvizes
kozegben” cimii miive Magyarorszagon ¢s kiilfoldon még
ma is elismert szakkonyv.®?

Nem vizes titralas esetén a titral6 kozeg altalaban jégecet, de
sajat tapasztalatunk szerint a koncentralt ecetsav ugyanugy
megfelel kozegként. A méréoldat jégecetes perklorsav. A
perklorsav a legerésebb laboratoriumi szervetlen sav, de
ebben a kdzegben egy, sokszorosan erdsebb sav keletkezik,
az acetacidium-perklorat.

crer

vizsgalatanak bemutatasaval szeretnénk ramutatni a modszer
jelentOségére.

Egy elektronszivo szubsztituenst tartalmazo, konjugativ
hatasnak kitett kinolin-szarmazékot ezzel a modszerrel
sikertilt pontosan, reprodukalhatéoan megtitralni (12. Abra).
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12. Abra. Egy nagyon gyenge bazis perklorsavas titralasa.

A modszer un. ,nivellal6” moédszer (altaldban nem
kapunk kiilon Iépcsdket, a félvizes kozegl titralasokkal
szemben, melyek un. differenciald modszerek). Egyik
gyogyszerhatdanyagunk  (amely  pirimidin  illetve
triazolcsoportot is tartalmaz) esetében viszont a perklorsavas
titralassal két 1épes6t kaptunk (13. Abra).

E=f(Volume)

N==\
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13. Abra. Elkiiloniilt 1épcsék nemvizes kézegben (differencialé hatas).

A Kkisérleti tapasztalatok alapjan az elsé lépcs6hdz a
pirimidin-rész, a masodikhoz a triazolcsoport rendelhetd.

A nemvizes kozegl titradlasokndl a baziserdsséget lehet
még novelni. Ha kozegként jégecet vagy koncentralt
ecetsav helyett ecetsavanhidridet alkalmazunk, akkor né a
baziserdsség. A 14. abran egy olyan molekula bazisrészlete
van, ami annyira gyenge, hogy jégecetben csak gyenge
inflexiods pont latszik, de ecetsavanhidridben a titralasi gorbe
minden szempontbdl idealis.

Jégecetben Ecetsavanhidridben

Exf(Velume) Ext(Velume)

335. SRR P IR P A e} R R AR
0050 0400 0.730 1200 1600 2000 2697 3500 4.000
v (mi)

14. Abra. A baziserésség novelése.

Annak a magyarazata csak elméleti szintd, hogy
az ecetsavanhidrid miért fokozza a baziser6sséget.
Feltételezhetden acetil-perklorat komplex keletkezik, mely
csak ecetsavanhidridben létezik, eddig még senkinek nem
sikertilt kinyerni.

Az irodalom szerint a ,,legradikalisabb” kozeg” a koncentralt
hangyasav és ecetsavanhidrid 1 — 1 térfogataranyu elegye.
Ezt sajat méréssel még nem sikeriilt igazolnunk. Ha
egy bazis mar olyan gyenge, hogy ecetsavanhidridben
is megtitralhatatlan volt, akkor a koncentralt hangyasav
alkalmazésa sem novelte meg a baziserdsséget.
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5. Osszefoglalas

A hatéanyagok vizsgdlati modszereinek fejlesztése a
kiilonb6zé  technikakat mivelé analitikusok specialis
szakmai tudasan és a hatéanyag eldallitasahoz kapcsolddod
egységek (szintetikus laborok, technoldgiai egységek,
iizemek, mindségbiztositas, stb.) szakembereinek egytittes
gondolkodasan alapul. A fejlesztés soran célunk azanyagok és
folyamatok minél részletesebb megismerése, és a hatéanyag
vizsgalatara alkalmas korszerli, a gydgyszerhatdésagok
elvarasainak is megfelelé modszerek kidolgozasa. Ebbdl
a rovid osszefoglalobol is reméljiik kideriilt, hogy bar az
elvarasok és az elvek minden hatéanyag esetén megegyeznek,
de a megvalositas modja mindig kiilonbdzo és a fejlesztési
folyamat szamtalan izgalmas tudomanyos feladatot tartogat.

Koszonetnyilvanitas

A hatoéanyagok analitikdjanak modern, tudomanyos és
mindségbiztositasi alapokon all6 megkdzelitése majdnem
harom évtizedre nyulik vissza. Halas koszonettel
tartozunk elddeinknek, kiilondsen Dr. Gordg Sandornak és
Dr. Gazdag Marianak, akiknek koszonhetéen kialakult
Tarsasagunknal a korszerii gydgyszeranalitikai kutatas. Az
6 innovativ kezdeményezoképességiik és szakmai tudasuk
vezetett a mai szilard tudas alapon nyugvoé rendszerhez, ami
nélkil a Richter nem tartozna a vilag élvonalaba a gyartas, a
fejlesztés és a kutatas teriiletén.

Drug analysis from a developer’s point of view

From original explorative research to the release qualification of
drug products, the need for modern analytical support comes up
in a large variety of activities in the pharmaceutical industry. The
fundamental aim of the analytical work however is the same in the
different fields: promoting a deeper knowledge and the qualitative
and quantitative characterization of the materials, helping the
understanding of the processes in order to guarantee the safety of
the drugs.

The selection of the applied methods and techniques is based on
three pillars:

1. Applying the methods and general chapters of
pharmacopeias is essential in the case of drugs, therefore
it is practical to use them during the development.

2. Thereareimportant ICH quidelines (International Council
for Harmonisation, previously International Conference
on Harmonisation) relating to the quality of the drugs.
The objective of these guidances is to recommend both
methodological approaches and acceptance criteria.

3. The characterization of the product should be based on
scientific considerations. The analyst has to keep in view
that the method developed today will be applied in the
future, so state-of-the-art solutions are preferred.

Methods are in progress in the development phase, therefore
the number and nature of the applied methods are continuously
changing. Our aim is to find out what the critical quality attributes
of the products are, and which methods are suitable for measuring
them. Suitability of the method is very important from a quality
assurance point of view. Validation of the methods is also the task
of the method developer.

Koszonjiik a fejlesztési folyamat szdmos teriiletén dolgozo
munkatarsaink egytittmikodését.

Kiilon koszonet a Kutatasi Analitikai Osztaly jelenlegi
munkatarsainak munkajaért, amivel hozzajarulnak az
osztaly eredményeihez. (Dr. Varga Katalin, Dravecz
Ferenc, Gaspar Bernadett, Dr. Kalmar Eva, Dr.
Kovacs Maté, Kovesné Dr. Fitz Monika, Nagy Adam,
Dr. Osztheimer Eva, Dr. Szabovik Gabriella, Dr. Tarnai Maté
illetve Asztalosné Haluszka Csilla, Bokor Irén, Cserhatiné
Bdédi Rézsa, Horvath Edit, Kériné Kisfaludy Katalin, Perutek
Dorottya, Szentes Zso6fia)
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The authors have surveyed in detail the different considerations
of quality monitoring during the development process. The drug
substance always contains impurities originating from the synthesis
and/or the applied materials. According to the pertinent guideline
(Q3A: Impurities in new drug substances) the impurities are
classified as inorganic impurities, residual solvents, and organic
impurities.

Inorganic impurities are normally known and include water,
inorganic salts, and heavy metals. The methods to be applied are
well known general methods such as “Karl Fisher titration” or
“Loss on drying” or “Sulphated ash”.

The control of residues of the solvents (and its potential impurities)
is carried out according to the guideline (Q3C: Impurities for
residual solvents). The used technique in most cases is gas
chromatography (GC) with head space or liquid injection.

The most challenging work is to find out what the potential
organic impurities of the drug substance are, which can arise
during synthesis, purification and storage (“impurity profile”).
According to the physical-chemical characteristics of the drug
substances, the generally applied method is high performance
liquid chromatography (HPLC). Collection of physical chemical
attributes of the sample and known impurities (such as solubility,
pK and logD-pH relation) is necessary for choosing the separation
mode and its optimization. Separation of degradation products is
also expected. The degradation products usually are not known and
available at the beginning of the method development, therefore
these components are “produced” by different stress tests (effect
of temperature, humidity, light in solid form and/or effect of
acidic, basic, and oxidative circumstances in solution).The detailed
example shows how we select the pH of the mobile phase on the
basis of the log D-pH relationship, and what are the other parameters
which have to be taken into consideration to choose the right buffer.
The polarity of the components determines the suitable column.
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DryLab software is used for the optimization using the principle
“Quality by Design”. The robustness map, the “cube” predicted by
DryLab represents a design space where robust separation can be
achieved.

Among the related substances chiral impurities represent a
very important problem. Racemic drug substances are usually
characterized by capillary electrophoresis (HPCE). Enantiomeric
purity can be measured with chiral HPLC, but the method
development is a very challenging job even today.

The routinely applied method for the content determination of a
drug substance is titrimetric assay. Examples and some interesting
observations are shown to demonstrate that this classical method
plays an important role in drug analysis.

The principle of the method is the instantaneous reaction of the
volumetric solution with the active pharmaceutical substance in the
proper medium. The end of the reaction is indicated by a potential
jump when using electrodes. The computer of the automatic titrator
calculates the results and stores them. With regard to the medium
we use two main types of acid-base titration: aqueous-half aqueous
and non-aqueous.

In the case of half-aqueous titration the organic solvent must
mix with water unlimitedly. The solvents most frequently used
are [,4-dioxane, tetrahydrofuran, methanol, ethanol, acetone,
acetonitrile. The choice of solvent determines the solubility of the
substance to be measured and the character of the titration curve.
The steeper the potential jump, the more accurately the inflection
point can be evaluated.

We have highlighted some interesting examples in the field of half-
aqueous titration. Interestingly, the titration curves of the isomeric
maleate and fumarate salts differ in an acetone — water mixture
when using a volumetric solution of 0.1 M sodium hydroxide. The
titration curve of the maleate salt contains two inflection points,
whereas that of the fumarate salt contains one inflection point. The
article explains this phenomenon. The medium can also have some
interesting effects. For example, the 2-benzoxazolinone moiety that
is present in some drug substances does not seem to be acidic (the
inflection point is barely visible) when using a mixture of methanol
and water for the titration. However, in an acetone —water mixture
we obtain an excellent titration curve.

We have also discussed some examples of non-aqueous titration.
Many drug substances contain a weakly basic nitrogen atom due to
electron delocalization, conjugation, and negative inductive effects
within the molecule. In such cases only non-aqueous titrations can
be used. The medium is glacial or concentrated acid, the volumetric
solution is perchloric acid in glacial acetic acid. In this case a
peculiar acid forms that is much stronger than aqueous perchloric
acid. A renowned expert of this method was dr. Istvan Gyenes who
worked at Richter for many years and whose seminal book on the
subject was published internationally. Quinolone derivatives (many
drug substances contain this moiety) can only be titrated in this
way, and an interesting example is given in our paper. If the organic
base is so weak that the non-aqueous titration with perchloric acid
does not give a proper titration curve, the glacial or concentrated
acetic acid has to be changed to acetic anhydride. We give an
example of this case.
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Gyogyszerhatoanyagok polimorfidja komplex megkozelitésben

DEMETER Adam,” SZALAY Zsofia, JANKE Dénes és MAROSI Attila
Richter Gedeon Nyrt., Hatoanyag morfologiai osztaly, Gyomrdi ut 19-21, 1103 Budapest, Magyarorszag

1. Bevezetés

A polimorfia egzakt tudomanyos definicidja korantsem
egyértelmii,’ a leginkabb elterjedt definicido szerint a
polimorf modosulatok egy- vagy tobbkomponensii
rendszerek lehetnek, de csak az azonos kémiai tartalommal
rendelkez0, kristalyszerkezetében eltér6é formakat tekintjiik
egymas polimorfjainak. A gydgyszeripari gyakorlatban, és
jelen kozleményben, a jelentést gyakran kibdvitve, mintegy
gyljtéfogalomként hasznaljuk, egy adott gyogyszervegyiilet
kiilonb6z6 szilard formaira utalva,? beleértve a vegylilet
szabalyos polimorf mddosulatait, kiillonbdzd szolvatjait és
hidratjait (szolvatomorf formak), tovabba a vegyiilet amorf
formajat, illetve Gjabban a kokristalyait is. Kozleményiinkben
attekintést kivanunk nytjtani a polimorfia gyogyszeripari
fontossagarol, a szilardfazisu analitika szerepérdl, a tervezett
¢és robusztus kristalyositas jelent6ségérdl. A hatéanyagra
fokuszalva mutatjuk be a polimorfia kutatasi-fejlesztési
tevékenységet a Richterben, melyet szemléletes példakkal
illusztralunk.

1.1. A polimorfia gyogyszeripari jelentosége

A polimorfia gyodgyszeripari jelentésége két szempontbol
is kiemelendd: egyrészt a hatdéanyag polimorfidja a termék
hatékonysagahoz ¢és  Dbiztonsdgossagahoz  kapcsolodo
mindségiligyi kérdés. A polimorfia technolégiai €s analitikai
kontrollja ma mar a gydgyszergyartas és mindségellendrzés
megkeriilhetetlen részévé valt hatdéanyag és készitmény
szinten egyarant. Masrészr6l, a kiilonbozo szilard formak
eltéré fizikai-kémiai sajatsagaik miatt kiilonbozoképpen
lehetnek elénydsek a hatdanyag és a készitmény
eloallitasa  szempontjabol, ezért  termékszabadalmi
oltalommal védhetdk, ami iparjogvédelmi kérdés. A
hatéanyag polimorf moddosulatainak eltér6é fizikai-kémiai
sajatsagai  (pl. olvadaspont, slirliség, higroszkdpossag,
elektrosztatikus tulajdonsagok, szemcseméret és habitus,
folyasi jellemzd, tomorodési készség, tablettazhatosag,
oldhatosag, oldddasi sebesség, stb.) miatt a kiilonbozd
szilard formak fizikai és kémiai stabilitasa, formulalasi
és egyéb technologiai viselkedése, tovabba kioldodasa
és biologiai hasznosithatésaga jelentésen kiilonbozhet
egymastol. A hatéanyagok polimorfidja és az ahhoz
kapcsolddd mindségligyi szempontok az 1960-as évektdl
kezd8dben keriiltek a kutatdsok fokuszaba,® azonban a
kérdéskor gydgyszerhatosagi kezelése ¢és szabalyozasa
csak a 2000-es évekre ,kristalyosodott ki”.>*> Mindezt
olyan esetek valtottak ki, mint pl. az Abott cég Ritonavir®
és a UCB gyogyszergyar Rotigotine’ készitményeinek
mindségi problémai, amely végsd soron a termék piacrol
valé atmeneti kivonasat, tjrafejlesztését vonta maga utan, a
komoly gazdasagi hatdsrol nem is beszélve.

A polimorfia az originalis és generikus termékek esetében
is meghatarozd jelentdséggel bir az innovacid, a szellemi

* Tel.: 431-5922 ; fax: 432-6006 ; e-mail: a.demeter@richter.hu

tulajdonjogok tekintetében, tovabba hatassal van a termék
életciklus  menedzsmentjére is.® A polimorfiakutatas
napjainkra a piaci verseny egyik offenziv/defenziv stratégiai
eszkozévé valt, amit egyértelmiien jelez a polimorfiai és
kapcsolddd morfologiai szabadalmak szamanak toretlen
novekedése. Az originator egy jol idozitett polimorfiai
szabadalma a generikus versenytarsak piacra 1épését
gatolhatja az alapszabadalom lejaratan és piaci exkluzivitasi
idén tal. A generikus gyartok ezért megprobalnak sajat
innovativ s6 ¢és/vagy polimorf formaval szabadalmilag
fliggetlen Uton elébb piacra keriilni. A gyartok kozotti
versenyben a polimorfia konnyen a szabadalmi jogvitak
szinterévé valhat, amelyet a bitorlasi perek egész sora
kisérhet.’

1.2. Szilardfazisu gyégyszeranalizis

A miszeres gyogyszeranalitikai  vizsgalatok  dontd
tobbsége, a mérések szdmossagat tekintve, oldatfazisu
mintabdl torténik (HPLC, GC, CE, NMR, MS, titrimetria,
ICP-OES, stb.). Talan kevésbé altalanosan ismert,
hogy a gyogyszeranalizisben szamos olyan technikat
alkalmazunk, amelyek a hatéanyag/segédanyag/készitmény
szilardfazisu jellemzOinek meghatarozasara iranyulnak,
ebbdl adddoan az analizis szilardfazist mintdn torténik.
A hatdanyag szilardfazisi jellemzdinek meghatarozasa, a
polimorfia minéségi €s mennyiségi analizise hatéanyagban
és készitményben, a polimorf rendszerek stabilitasi
viszonyainak feltérképezése elképzelhetetlen korszeri
szilardfazisu analitikai hattér nélkil, amely szdmos
analitikai technika és mérési modszer (1. tablazat) komplex
alkalmazasat koveteli meg.!!" A komplex szilardfazist
analizis kilondsképpen hangstlyossa valik Osszetett
gyogyszerhordoz6  rendszerek, pl. nanokompozitok
szerkezeti jellemzésében és viselkedésének megértésében,
ami akar kisszogl rontgenszoras mérést is sziikségessé tehet
nemzetkozi egylittmikddésben, szinkrotron allomason.
A Dbitorlas vagy fiiggetlenség tényének bizonyitasa
szempontjabdl a szilardfazisu analitikanak szintén perdontd
szerepe van.

1.3. Sékivalasztas, polimorfiasziirés, kokristalyok

Az originalis ¢és generikus gyartok igyekeznek egy
gyogyszervegyiilet minél tobb szilard formajat felfedezni
¢és jellemezni sokivalasztas, polimorfia- és kokristalysziirés
keretében, az elényds modosulatokat pedig megprobaljak
szabadalmaztatni igy teremtve versenyelonyt maguknak.
Az originalis gyartok fontos feladata, hogy a klinikai
jelolt vegyliletnek a fejlesztésre legalkalmasabb szilard
formajat valasszak ki. Ez lehet a vegylilet neutralis vagy
s6 formdja, kristalyos vagy amorf, anhidrat vagy hidrat,
esetleg kokristaly formaja.'>!* A kivalasztis szempontjabol
meghataroz6 jellemzOk: a tervezett gydgyszerforma, az
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1. Tablazat. Leggyakoribb szilardfazist analitikai modszerek a gydgyszerhatoanyagok analizisében

Technika Médszer

Mikroszkopia

Termikus analizis

polarizalt fény mikroszkopia, pasztazd (SEM) ill. transzmisszios elektronmikroszkopia (TEM), atomi eré mikroszkopia (AFM)

termogravimetria (TGA), differencialis pasztazo kalorimetria (DSC), modulalt hdmérsékletii DSC, izotermalis

mikrokalorimetria, fejlédé gaz analizis (TGA-MS, TGA-IR)
egykristaly rontgendiffrakcio (SCXRD), rontgen pordiffrakcié (XRPD/PXRD), neutron pordiffrakcié (NPD),

Diffrakcio
kisszogli rontgen-szoras (SAXS)

Spektroszkopia
Szemcseméret analizis L,
meghatarozas
Kémiai térképezés
Képalkotas

Egyéb technikak vizsgalata

Kapcsolt technikék

rezgési spektroszkopia (IR, RAMAN, NIR, terahertz), szilardfazisi NMR spektroszkopia, termikusan stimulalt aram
spektroszkopia (TSC), dielektromos spektroszkopia

mikroszkopos képanalizis, szitaanalizis, 1ézerdiffrakcids szemcseméret-meghatarozas, fényszorasos szemcseméret-

IR/ diszperziv Raman / NIR, mikro rontgenfluoreszcencia
NIR, terahertz pulsed imaging, rontgen mikrotomografia

dinamikus gbzszorpcid, inverz gazkromatografia, dinamikus mechanikus analizis, porozimetria, fajlagos feliilet gazadszorpcios

flithet6 targyasztal (HS-XRPD, HS-IR/Raman/NIR), valtoztathat6 paratér (VH-XRPD, VH-IR/RAMAN/NIR)

alkalmazas modja, a hatéanyag sav-bazis tulajdonsagai,
lipofilitasa,  oldhatoésagi  profilja,  farmakokinetikai
viselkedése, a szilard forma fizikai és kémiai stabilitasa,
termikus jellemzdi, szorpcids viselkedése, kompatibilitasa
segédanyagokkal,  technoldgiai  jellemz6éi  (habitus,
szemcsemeéret, sziirési, folyasi tulajdonsagok, aprithatdsag)
tovabba az eldallitas technologiai reprodulkalhatosaga és
kontrollja. Ascreening fazisbanaszilard formak elallitasanak
leghatékonyabb megoldasa a nagy ateresztOképességii
kristalyositas (High-Throughput Crystallization, HTC),
amely a kristalyositds paraméterterében  (oldoszer,
hémérséklet, koncentracio, stb.) nagyszamu kisérletet végez
el plate-en szubmikrogrammos anyagigénnyel.'* Hatranya
viszont, hogy szamos esetben produkal metastabil formakat,
amelyek késébbi méretndvelés soran nem reprodukalhatoak.
Az adott kdzegben és hdmérsékleten termodinamikailag
legstabilabb forma megtalalasanak leghatékonyabb maddja
a szuszpenzidban végzett hosszl idejii (hetek, hdnapok)
kevertetés, amely végeredményben egy stabilabb polimorf,
esetleg hidrat, vagy szolvat forma megjelenéséhez vezethet.

1.4. Kristalyositas

Ahatoéanyagokat szilard formaban leginkabb kristalyositassal
allitjuk eld, mely az egyik leggyakrabban alkalmazott
tisztitasi miivelet a gyogyszeriparban. A kristalyositas
modja kritikus lehet az izolalhatosag, a kémiai tisztasag, a
kihozatal és a gazdasagos gyartas szempontjabol. Mindezen
tal a kristalyositasnak robusztus modon kell biztositania a
megfeleld kristalyformat, a szemcsék kivant habitusat és
szemcseméreteloszlasat, amelyek a szilard gyogyszerformak
eléallitasa szempontjabol kritikus mindségi paraméterek
(CQA, Critical Quality Attribute).

A kristalyositas egyszerre mérnoki tudomany'®  és
mivészet. Mérnoki tudomany, aminek alapja az oldhatdsagi
viszonyok, a fazisdiagramok, fazisegyensulyok valamint,
a kristdlyosodas metastabil zéndjanak, a gocképzddésre
(primer és szekunder, homogén és heterogén nukleacio) és
ndvekedésre hato kritikus faktorok ismerete, a kristalyositasi
technikak (reaktiv, hiitéses, kicsapasos, beparlasos,
olvadékbol torténd kristalyositas, stb.) és azokat megvalositd
ipari késziilékek megfeleld alkalmazasa. Miivészet abban a
tekintetben, hogy egy 11j modosulat megtalalésa, egy kevésbé

tiszta anyag kristalyosodasra birasa, az olajosodas és amorf
levalas elkertilése igényel egyfajta raérzést, gyakorlatot, ami
inkabb miivészet, mint tudomany. Tovabba miivészet abban
a tekintetben is, hogy a mikroszkdp targyasztalan varazslatos
formajh és szinvilagu miivészi hatast kelté kristalyformak
keletkezhetnek. A kristalyositas
kidolgozasa és optimalasa eldszor laboratoriumban grammos
meéretben torténik, de féliizemben kilogrammos, végiil tizemi
méretben (tobb szaz kg) is megbizhatéan robusztusnak
kell lennie. A kémiai tisztasag, kihozatal, kristalyforma,
habitus, és a szemcseméret mindségi kdovetelményeknek
(CQA) valé megfeleléshez ismerni és optimalni kell a
kristalyositasi folyamat kritikus paramétereit (CPP, Critical
Process Parameters), meg kell hatarozni a folyamat un.
tervezési terét (DS, Design Space) amelynek legbiztosabb
¢s leghatékonyabb modja kisérlettervezés (DoE, Design
of Experiments). A hatékony kisérletezést nagyban segiti
az in-line mérészondak alkalmazasa, amelyekkel mintegy
,belelatva” a reaktorba, a kristalyosodasi folyamat mélyebb
megeértéséhez jutunk. Mindez lehetdvé teszi a kristalyok
¢és a kristalyositas mindségi tervezését (Crystallization by
Design).

2. Polimorfiakutatas a Richterben

A morfologiai vizsgalatok kezdete a Richterben az 1970-
es évekre nyulik vissza. A tevékenység az 1980-as évektdl
kezdddden valt a K+F integrans részévé. Az iddszak
talan legfontosabb eredményét a famotidin tiszta A és B
moddosulatainak felfedezése és a vonatkoz6 szabadalom
jelentik.'*1981-benalakultmegaMorfologiai és Biofarmaciai
Csoport a készitményfejlesztési teriileten, ahol 1988-ban
keriilt beszerzésre az elsé Philips rontgen-pordiffrakciods
késziilék. A 90-es évektél a hatdéanyagok polimorfidja
¢és kristalyositdsa egyre nagyobb hangsulyt kapott, ezért
megkezdddott a tevékenység miveléséhez sziikséges
eszkozpark kialakitasa a hatdanyagfejlesztési teriileten is.
A kristalyositas kutatdsaban és technoldgiai fejlesztésében
jelentds eldrelépést jelentett az 1998-ban beszerzett
Mettler-Toledo LabMax laboratériumi reaktor. 2000-t6l
0nallod szervezeti keretek kozott a Hatdanyag morfoldgiai
csoportban folytatddott a hatéanyagok polimorfiakutatasi,
kristalyositasi és szilardfazist analitikai tevékenysége. 2002-
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ben a készitményfejlesztésen megalakult a Gydgyszerfizikai
osztaly, ahol a preformulacios vizsgalatokhoz, a kiillonb6z6
gyogyszerformakkal kapcsolatos morfologiai kérdésekre
fokuszalnak, valamint a  készitményfejlesztéshez
kapcsolddoan végeznek kioldodasvizsgalatokat. Az 1990-es
évek végétdl kezdddott az originalis kutatasi projektekbdl
preklinikai fejlesztésre jelolt tin. RGH-szamos vegyiiletek
célzott polimorfiasziirése ¢és sokivalasztasi folyamata.
Az 0j originalis kihivasok és a generikus fejlesztésekben
egyre nehezedé morfologiai szabadalmi helyzet, valamint
a hatosagi kovetelmények szigoroddsa miatt a teriilet
miiszeres ¢€s személyi megerdsitése valt sziikségessé. 2006-
ban megalakult a Hatdanyag morfologiai osztaly (HMO),
amely komplex modon képes a hatdoanyagok morfologiai
és polimorfiai jellemzdivel kapcsolatos iparjogvédelmi,
mindségiigyi, kristalyositasi és szilardfazisu analitikai
kérdések megoldasara.

2.1. Hatéanyag morfologiai osztaly feladatai

A HMO specialis miszerparkjaval kiterjedt szilardfazisa
analitikai és kristalyositasi tevékenységet végez, amely
a kutatds, a fejlesztés, a gyartas és a mindségbiztositas
soran felvetddd, a hatdanyagok és részben a készitmények
morfologiai jellemzbihez kothetd kérdések megvalaszolasat
tamogatja. Tevékenysége széles spektrumot fog at mind
szakmai tekintetben (komplex szilardfazisu analitika, so-
¢és polimorfiaszlrés, kristalyositasi eljarasok fejlesztése),
mind pedig a Richter tevékenységi koréhez kapcsolodoan.
Egy K+F téma morfologiai vetiilete az iparjogvédelmi
helyzetértékelésétol kezdddden, a laboratdriumi, féliizemi
eljarasfejlesztésen keresztiil az ilizemi validaciés fazisig,
majd az azt kovetd torzskonyvi adatszolgaltatasig ¢és
hatésagi valaszadasig tart. Az osztaly termoanalitikai
tevékenysége, pl. az illékony komponensek, az olvadaspont,
bomlasi hémérséklet, a fazisatalakulasok meghatarozasa
a hatdanyag, lizemi intermedier, bomlastermék és egyéb
standardok mindsitésében, tovabba laboratériumi K+F
mintak termikus jellemzésében elengedhetetlen. Uzemi
technologia problémaknal, OOS (Out of Specification)
kivizsgalasokban a gyokérokok azonositasaban gyakran
meriil fel, hogy a probléma hatterében esetleg valamilyen
morfologiai jellegii eltérés all. Ilyen esetekben a kivizsgalasi
folyamatban vesziink részt kiilonb6z6 mérésekkel, vagy
veégziink kristalyositasi kisérleteket. Kiemelt jelentdsége
van a Richter origindlis kutatdsabol fejlesztésre jelolt
klinikai kandidatus molekuldk (RGH szdmos vegyiiletek)
sokivalasztasi és polimorfiasziirési folyamatanak. Ebben a
HMO intenziv preparativ tevékenységet végez, az eldallt
szilard formak analitikai és fizikai-kémiai jellemzését,
valamint a tarsosztalyokkal kozosen a fejlesztésre alkalmas
szilard forma kivalasztasat, szabadalmi jellemzését
végzi.l” Szamos esetben van sziikség polimorf keverékek
mennyiségi analizisére alkalmas modszerek fejlesztésére,
bizonyos mindségi vagy iparjogvédelmi szempontok szerint
a modszer validalasara és atadasara a mindségellenérzd
laboratoriumok felé.'*2° A Készitményfejlesztési foosztaly
Gyogyszerfizikai osztalyaval egylittmiikddésben végezziik a
referens készitmények analizisét, ahol a hatéanyag polimorf
moddosulatanak és szemceseméret eloszlasanak meghatarozasa
a kristalyositasi eljarasfejlesztés kiindulopontjaul szolgal. A
kristalyositasi eljarasok kidolgozasaban és optimalasaban,
iizemesitésében is aktivan részt vallal a HMO. Mindez

a centralizdlt tevékenység elképzelhetetlen lenne egy
kivalo felkésziiltséggel rendelkezd hatékony csapat nélkdil.
Hiszen egyszerre kell szilardfazisu analitikai tudassal és
gondolkodassal rendelkezni, a sokféle miiszert mikroszkopi
precizitassal hasznalni, az eredményeket komplex modon
értékelni. Erteni kell az iparjogvédelmi és torzskonyvezési
folyamatokat ¢és elvarasokat, innovativnak kell lenni
a polimorfiakutatasban, ¢és mérndki gondolkodassal
kell megalkotni egy kristalyositasi eljarast, ami {lizemi
koriilmények kozott is az elvart polimorfot adja a kivant
habitussal és szemcseméret eloszlasban. A HMO csapata
mindezen feladatoknak egyszerre kell, hogy megfeleljen,
ami komoly kihivast és leterheltséget jelent, de egyben
biztositjia a munka valtozatossagat és sokszinliségét, az
allandd szakmai fejlédés lehetdségét.

2.2. Hatéanyag morfologiai osztaly eszkozparkja

A HMO spektroszkopiai méréseire Nicolet 6700 FT-
IR, Nicolet NXR-9650 FT-Raman és 1.6, 3.2 ¢és
50MM MAS mérofejekkel felszerelt Varian NMR
600 MHz szilardfazisi NMR késziilék all rendelkezésre.
A morfologiai vizsgélatokhoz nélkiilozhetetlen
rontgendiffrakcios felvételeket PANanalytical X’Pert PRO
MPD diffraktométerrel, transzmisszidos vagy reflexios
mintatartoban készitjiik. A szemcseméret meghatarozashoz
szaraz (RODOS/M) vagy nedves (CUVETTE) diszpergalasu
moédszereket  fejlesztink a  Sympatec HELOS/BF
1ézerdiffrakcios késziiléken. A mikroszkopos elemzésre Carl
Zeiss Axio Imager M2 fénymikroszkép ad lehetdséget. A
termoanalitikai méréseket TA Instruments TGA Q5000 IR és
Q50 termogravimetrias késziiléken, valamint TA Instruments
DSC Q1000 és Q10 differencialis pasztazo kaloriméterekkel
végezzilk. A homérsékletfiiggd vizsgalatokra a Linkam
flithetd targyasztallal végzett mikroszkopos vagy IR/Raman
vizsgalat, illetve a flthetd targyasztali XRPD hasznalhato.
A kristalyositasi technologiai fejlesztést Mettler-Toledo
EasyMax 100 ml-es reaktorokban, valamint RCle
reakciokaloriméter 0,5 1 és 2 1-es reaktorokban végezziik.

3. Esettanulmanyok

Az alabbiakban szemléletes példakon keresztiil adunk
izelit6t az eldzéekben targyalt tevékenységekrol.

3.1. Iparjogvédelmi tevékenység

A distroncium-ranelat (tovabbiakban stroncium-ranelat)
csontritkulas kezelésére hasznalt hatéanyag.”! A hatéanyag
1989-¢s els6ébbségli kémiai alapszabadalma? a sav kétértéki
fémionokkal (stroncium, kalcium, magnézium) alkotott séit
és azok hidratjait, ezen beliil a distroncium-ranelat okta-,
hepta- és tetrahidrat formajat védi. Az originator 2004-es
elsobbséggel oltalom ald helyezte a stroncium-ranelat o
kristalyformdjat, az igénypontban rontgen-pordiffrakcios
(XRPD, X-ray Powder Diffraction) jellemzést és
viztartalmat adott meg.?* A szabadalom amerikai és eurazsiai
ekvivalensének  igénypontjaban  22-24%  viztartalom
szerepel, mely 8,1-9 mol sztochiometrikus viznek felel meg.
Az eurdpai szabadalom a viztartalmat 24%-ra korlatozta
az igénypontban, ezaltal szigoran véve nonahidratot
véd. Az originator Protelos 2 g készitményér6l az EMA
(European Medicinal Agency) honlapjan talalhaté tn.
Scientific Discussion-ben is nonahidrat format nevesitenek

122. évfolyam, 2-4. szam, 2016.



146 Magyar Kémiai Folydirat - Kozlemények

aktiv  hatéanyagként. Egykristadly  rontgendiffrakcios
vizsgalatok szerint a stroncium-ranelat elemi cellajaban két
ranelinsav distroncium soja talalhaté (Z=2) kdzel nonahidrat
osszetétellel: [Sr,(C ,HN,O,S)(H,0),]x3,8 H,O.*

A fejlesztés kezdetén a referens készitményt (Protelos 2 g
granulatum) vizsgaltuk. A szabadalom igénypontjaban
megadott XRPD csucspozicio és relativ cstcsintenzitasok
alapjan szimulalt diffratogramot hasonlitottuk a készitmény
mért diffraktogramjahoz (1.a abra). Az a kristalyforma
egyértelmiien azonosithatdo a készitményben. Mivel az o
forma az alapszabadalom lejaratan tul is oltalom alatt allt,
ezért keriilése tlint indokoltnak. A fejlesztés soran tiszta
fazisként eldallitottunk nona-, hepta- ¢és tetrahidratnak
megfeleld viztartalma kristalyformakat. Az oktahidratnak
megfeleld viztartalmu anyag minden esetben a nona- €s
heptahidrat fazisok keverékének adodott XRPD alapjan. A
referencia moédosulatok alapjan egyértelmiivé valt, hogy az
alfa kristalyforma valdjaban szintén a nonahidrat /heptahidrat
fazisok keveréke, tehat nem onalldan 1étez6 modosulat (1.b
abra). Tovabba dinamikus gézszorpcids vizsgalatokkal a
vegyiiletrdl az is megallapithatd volt, hogy a heptahidrat és
nonahidrat allapotok a kornyezeti paratartalomtol fiiggden
konnyen egymasba alakulhatnak. A fenti informaciok
alapvetéen fontosak voltak a szabadalmilag fliggetlen
fejlesztési stratégia megalkotasaban.

3.2. Sékivalasztas, polimorfiasziirés

Egy fejlesztett hatéanyag esetében soOkivalasztasi
tevékenységet inditottunk, mivel a HCl s6 (Type I) erdsen
higroszkoposnak bizonyult (2. abra). Mar a kristalyositasi
folyamatban is olajosodas volt jellemzd6, a sz(irés soran
pedig elfolydsodott az anyag. Ezért elsddleges cél volt egy
nem higroszkopos, eldnydsen legalabb 80-90 % relativ
paratartalomig stabil sdéforma eldallitasa, amiben a DVS
szorpcios vizsgalatoknak Kkitlintetett szerepilk volt. A
soképzeési kisérletekben eldszor a HCl sobol igyekeztiink
eltérd polimorf modosulatot eldallitani, abban a reményben,
hogy masik HCI modosulat nem lesz higroszképos. Sajnos
azonban az eldallitott4j Type IlHClmég inkébb higroszkdpos
volt. Ezért Gjabb sokat készitettiink, melyek koziil sikerdilt
megfeleld fizikai stabilitast s6format (p, . > 90% RH) talalni
(2. abra), ami egyéb szempontok (megfeleld stabilitas, jol
tisztul, jo termeléssel reprodukalhatdan eléallithato) alapjan
is fejlesztésre alkalmasnak bizonyult.

3.3. Szilardfazisu analizis: termoanalitikai vizsgalat

Ebben a példaban egy szteroid vegyiilet intermedierjének,
amely a 6-0s pozicioban exociklusos kettdskotést tartalmaz,
termikus analizis eredményeit mutatjuk be. A vegyiilet
illékony komponens meghatarozasa céljabol érkezett az
osztalyra, intermedier standard mindsitéséhez. A 3. abra
felsd részén lathatok a vegyiilet termogravimetrias (TG),
derivalt TG (DTG) és differencialis pasztazd kalorimetrids
(DSC) gorbéi. A TG gorbén lathato, hogy a vegyiilet 150 és
180 °C kozott 0,2%-os, jol elkiiloniild, éles tomegvesztési
Iépcs6t mutat, amely soran a tomegcsokkenés a maximalis
sebességét 167 °C koriil éri el (1d. DTG gorbe), majd kb.
227 °C felett ujra felgyorsul a tdmegvesztés, feltehetden az
anyag parolgasahoz/bomlasdhoz kothetéen. A TG gorbét
vizsgalva felmeriilt a gyanu, hogy a 150-180 °C kozotti
tartomanyban tapasztalt tomegcsokkenés esetleg zarvany
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2. Abra. A sokivélasztasi folyamatban el6allitott kiilonboz6 séformak
DVS szorpcids izotermai 25 °C-on. Az egyes sok kritikus relativ
paratartalom (Rel_p, ) értékeit, amely felett mar higroszképos a vegyiilet
tablazatban tiintettiik fel.

oldoszer tavozasahoz kothetd, ezért DSC felvételt
is készitettiink. A DSC gorbén azt lathatjuk, hogy a
tomegvesztési 1épcsdvel parhuzamosan, 170 °C felett egy
¢les exoterm csucs jelenik meg. Ezt kovetéen 230 °C-
ig a DSC gorbén mas héeffektus nem figyelheté meg;
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az anyag termogramjan olvadasi endoterm nem lathato.
Ezek alapjan az exoterm folyamat kétféle értelmezése
kézenfekvs. Egyik lehetdség, hogy polimorf atalakulés
torténik (pl. kevésbé stabil polimorf atalakuldsa monotrop
rendszer esetén a stabilabb formava), ez esetben még
mindig szamolhatunk zarvanyoldoszer tavozasaval is. A
masik lehet6ség, hogy termokémiai reakcid torténik (pl.
bomlas), mely esetben a tomegvesztés nem bizonylatolando.
A folyamat értelmezéséhez tdmogatd termomikroszkopos
vizsgalatot is végeztiink. A 3. abra als6é részén lathato
polarizaciéos mikroszkopos képeket a mintardl fiithetd
targyasztal segitségével késziilt vizsgalat soran nyertiik. A
mikroszkopi fotokon jol lathatd, hogy a vizsgalt vegyiilet
kristalyai 170 °C-on egyértelmiien egy kristalyos anyag
jelenlétét mutatjak: kettGstorésiik miatt a hattérnél sokkal
fényesebbek és attol kiilonb6zo szint is mutatnak polarizalt
fényben. A 180 °C-on késziilt foton mar latszik (1d. az abran
fehér nyilakkal jelolve), hogy a kristalyok szerkezetében
valamilyen valtozas kezd6dott meg, a szemcsék kezdik
elvesziteni a kettdstorésiiket, azonban az alakjuk valtozatlan.
A 184 °C-os homérsékletet elérve a valtozas teljesen
lezajlott, és a szemcsék — valtozatlan alak mellett — teljesen
elveszitették a kettdstorésiiket: a hattérrel megegyezd
(sziirke) szint mutatnak. A jelenség azt jelzi, hogy a kristaly
atalakult, ez lehet makroszkopikus roncsolodas nélkiili
oldoszervesztés/bomlas vagy fazisatalakulas is. A DSC
exoterm csucsa ¢és a kettostorés elvesztése inkabb bomlasi
folyamatra utal. A szemcsék ezt kovetden 217 °C-ig nem
mutatnak valtozast, amikor az éabra legalso kristalyaban
lathatoan elkezd kialakulni egy folyadékcsepp (Id. fehér
nyil); megindul a minta atmenete folyékony (olvadék)
allapotba. Ennek soran 220 °C-nal a szemcsék lekerekedését
tapasztaljuk, majd a 225 °C-os foton mar egyértelmiien egy
folyadék képe tarul a szemiink elé. A tarsosztalytol kapott
reaktivitasi informaciokat a fentiekkel 6sszevetve a folyamat
jol értelmezhetdvé valt: a vegyiilet a 6-es pozicidban talalhato
exociklusos kettdskotés miatt dimerizaciora hajlamos, amely
reakciohoz kothetéen hidrogént veszit. A mért 0,2%-os
tomegvesztés 6sszhangban van a folyamathoz rendelhet6 kb.
0,3%-0s elméleti tomegvesztéssel. Tehat a 150-185 °C koriil
lezajlo termokémiai folyamatban az anyag kristalyracsa
felbomlik, ezt mutatjak a termomikroszkopos fotok, ahol az
atalakulas soran a kristalyok anizotropidja megsziinik. Ezt
kovetden az anyag 217 és 225 °C kozott folyékony allapotba
keriil, amihez nem tartozik olvadasi endoterm, mivel a kémiai
bomlas kdvetkeztében a jol definialt kristalyszerkezet mar
megbomlott. Végiil az olvadék parolgasa/bomlasa okozza
a TG/DTG gorbén 227 °C felett elinduld gyorsulo iitemi
tomegvesztést.

3.4. Szilardfazisu analizis: kristalyos fazisok
mennyiségi meghatarozasa

Egy generikushatoanyagkristalyositasieljarasanak vizsgalata
azt mutatta, hogy a kristalyforma keletkezése kinetikai
hatasok altal kontrollalt folyamat. A kristalyosodas soran, a
gocképzodés megindulasakor Form A (hidrat) vagy Form C
(szolvat) modosulat keletkezik, ami a kreistalyosodas végére
vagy az egyik tiszta modosulatot, vagy a két forma fizikai
keverékét eredményezte. A kristalyforma kialakulasara hato
kritikus folyamatparaméterek azonositasahoz kvantitativ
modszert fejlesztettink a  keverékek — Osszetételének
meghatarozasara. Haromféle mérési modszer (IR, Raman és
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3. Abra. A dimerizaciora hajlamos szteroid tipusu vegyiilet TG,

DTG, ill. DSC gorbéi az abra fels6 részén lathatok, rendre szaggatott,
kettds szaggatott, ill. sima vonallal jelolve. Az abra als6 része a minta
termomikroszkopos vizsgalata soran polarizalt fényben késziilt fotokat
mutatja be.

XRPD) eredményeit hasonlitottuk 0Ossze kvalitativ ¢€s
kvantitativ szempontok alapjan. Mindharom modszert
ismert dsszetételli porkeverékekkel kalibraltuk (R? ~ 3-4%),
¢és ezektdl fiiggetlen, ismert dsszetételti mintakkal validaltuk
(RMSEP~4%),valamint90%-oskeverékekenmeghataroztuk
a kimutatasi hatarukat (DL~10% a Form C modosulatra).
A két moédosulat legjobban rontgen-pordiffraktogramjuk
alapjan kiilonboztethetdé meg. A diffraktogramokon jol
elkiiloniilo csticsokkal azonosithatd a médosulatok jelenléte.
Ugyanakkor, a Form C modosulat valtozé olddszertartalma
kismértékii eltérést okoz a cslicspoziciokban ¢és relativ
cstcsintenzitasokban, ami a kvantitativ meghatarozas
bizonytalansagat noveli. A mennyiségi meghatarozashoz a
PANalytical HighScore Plus szoftver AutoScaler moduljat
hasznaltuk megfeleld referencia diffraktogramokkal. A
program altal becsiilt fazisosszetételt kalibraltuk az ismert
Osszetételli porkeverékeken (RMSEC — Root Mean Square
Error of Calibration: a kalibracio négyzetes kdzépérték hibaja
—3,2%, RMSEP — Root Mean Square Error of Prediction: a
predikcio négyzetes kozépérték hibaja — 3,5%). Az optikai
spektroszkopiai modszereknél a Form C oldészertartalom
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valtozasa nem okoz kiilonbséget a spektrumban. Ugyanakkor
a két modosulat felvétele nagyon hasonld, elsésorban
intenzitasbeli kiilonbségek alapjan kiilonboztethetok meg.
Ennek ellenére a kvantitativ kemometriai modszerek mindkét
mérési modszer esetében jol kalibralhatoknak bizonyultak, a
legjobb eredményeket PLS (Partial Least-Squares: részleges
legkisebb négyzetek modszere) alapt modellekkel értiik
el (RMSEC 4,0% ill. 4,1%, RMSEP 3,7 ill. 4,0%). igy a
kifejlesztett FT-IR modszer gyors rutinmoddszer keverékek
Osszetételének becslésére, mig az FT-Raman spektrumok
értékelése készitmények esetében keriilhet elétérbe. A harom
modszer altal adott eredmények hibahataron beliil egyeznek
egymassal a kalibralo sor elemeire és ismeretlen dsszetétell
labormintdkra egyarant (4. abra).

A modellek korrelaciéja
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4. Abra. A kvantitativ meghatérozasi modszerek korrelacioja a kalibralé
és validalo keverékekre.

3.5. Szilardfazisa analizis: amorf hanyad mennyiségi
meghatarozasa

A mennyiségi meghatarozas Iényegesen nehezebb kristalyos
és amorf fazisok keveréke esetén, mivel az amorf forma
a spektrumokban jelentds cstcsszélesedést okoz, mig a
diffraktogramban hattérként jelentkezik, ami specifikussagi
¢és érzékenységi korlatot is jelent. Azonban a hémérséklet-
modulalt DSC (MDSC) technika, egy héstabil hatéoanyag
kristalyos-amorfhanyadanak meghatarozasara egyszertii rutin
megoldast nyujthat, ami nem igényel nehezen eldallithato
kalibracios keverékeket, ill. referencia fazisokat. A modszert
egy amorf fazist is tartalmazo kristalyos vegyiilet példajan
mutatjuk be; ennek DSC gorbéjét a 5. abra mutatja, ahol
kb. 110 °C-nal az amorf fazis {iveges atmenecte figyelhetd
meg (hokapacitas-valtozas miatti alapvonal eltolodas), majd
ez utan a jelenlévod kristalyos fazis gocképzo hatasara az
olvadék kristalyosodni kezd, melynek exoterm hdarama
nem valik el teljesen az eldtte bekovetkezd folyamattol.
Végiil, kb. 190 °C koriil a kristalyos fazis megolvad.

A modulalt DSC technika® lehetévé teszi az atlapold
termikus folyamatok, igy pl. az iliveges atmenet ¢s
kristalyosodas szétvalasztasat,”® amivel lehetdség nyilik az
amorf hanyad in situ meghatdrozasara. A 6. abran lathaté
MDSC termogramok koziil a felsé a mért teljes héaramot
mutatja, amelyen az alkalmazott mérési modszer lathatd
ciklusokra bontva. A modulalt DSC technika® lehetové

'
250

Hémérséklet (°C)

5. Abra. A részlegesen amorf vegyiilet DSC termogramja, melynél
az amorf hanyad tiveges atmenete atlapol az olvadékbol torténd
kristalyosodassal.
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6. Abra. A részlegesen amorf vegyiilet MDSC termogramja a mért teljes
héaram-jel (az abra felsd részén) és a mért reverzibilis hékapacitas-jel
(az abra also részén) feltiintetésével. A gorbéken lathato szimbolumok

a mérés kiilonbozo szakaszait jelolik: az elso és a negyedik szakaszban
hémérséklet-modulacid mellett, lassu titemi felfiités tortént; a masodik
szakasz egy gyors iitem{ normal felfiitést, a harmadik szakasz pedig egy
még gyorsabb titemi lehiitést (Un. ,,quench-cooling”) jeldl, amelynek
soran az anyag olvadékat talhiitjiik és az tiveges allapotba kertil.

teszi az atlapolod termikus folyamatok, igy pl. az tiveges
atmenet és kristalyosodas szétvalasztasat,?® amivel lehetGség
nyilik az amorf hanyad in situ meghatarozasara. A 6. abran
lathat6 MDSC termogramok koziil a felsd a mért teljes
héaramot mutatja, amelyen az alkalmazott mérési modszer
lathato ciklusokra bontva. Az 4bra alsé részén lathato
két gorberészlet a reverzibilis hdkapacitds jelet mutatja
a flitési program két szakaszaban. A mért hokapacitds-
valtozas aranyos az atmenet altal érintett (amorf) anyag
mennyiségével, igy amorf-kristalyos keverék esetén
nagysaga felhasznalhat6 az amorf hanyad meghatarozasara.
A bemutatott példaban a kisérletet négy szakaszra osztottuk.
Az elsd, az abran teli fekete karikakkal jelolt szakaszon a
mintat kb. 60 °C-r6l 135 °C-ig fiitéttiik fel, homérséklet-
modulacié mellett, amely soran az amorf fazis ~109 és 117 °C
kozott, liveges atmentben megfolyt. Ezt kdvette a masodik
(az abran tires négyzetekkel jelolt) szakasz, ahol a felfiités
— modulacioé nélkiil — tovabb zajlott kb. 195 °C-ig, és ennek
soran a minta teljes tdmege megolvadt. Ezt az olvadékot
a harmadik (az abran csillagokkal jelolt) szakaszban nagy
sebességgel lehiitottiik, igy az anyag teljes tomege {iveges
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(amorf) allapotba keriilt. A negyedik szakaszban — amelyet az
abran tires korok jeldlnek — ismételten modulalva felflitottiik,
kb. 135 °C-ig, ennek soran ~109 ¢és 115 °C kozott mar a
minta teljes mennyisége megfolyt. Az anyag amorf hanyadat
az elsé és a negyedik felfiités soran az iiveges atmenet
szakaszara kimért h6kapacitas-valtozas értékek aranya adja
meg, amely a bemutatott példaban 36% koriili.

3.6. Szilardfazisu analizis: készitmény vizsgalata

Készitmények vizsgalata és az amorf allapott hatéanyagok
szilardfazisu analitikaja két olyan teriilet, ahol a szilard-
fazisi magneses magrezonancia (NMR) spektroszkopia
alkalmazasa szelektivitisa miatt elonydsebb lehet mas
technikakkal szemben.?’

Referens készitmények 1 |
a) (hatéanyag porlasztva szaritisa ‘ \
NaOH oldatbol) | K

N |

|

Liofilizalt amorf natriumso
;S R

| )
i A | Kristalyos sav

Referens készitmények
e) (hatéanyag porlasztva szaritasa
NaOH oldatbél) ~ s \\_\ N
9) Liofilizalt amorf natriumsé ——
B B o o e e e R s e E e SRR SRS LSS LRaaEE
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7. Abra. A vizsgalt vegyiilet szilardfazisi NMR spektrumai. Az abra
felsd része a 3C CP/MAS spektrumokat mutatja, az anyag lagos oldatabol
a segédanyagokra torténd porlasztast kovetden formulalt referens
készitményekét (originator tabletta a, licencado tabletta b), a vegyiilet
NaOH oldatbol eldallitott liofilizalt amorf natriumsoéjaét (c) és a tiszta,
kristalyos savét (d). A hatéanyag karboxilcsoportjanak jelét protonalt, ill.
deprotonalt forméjaban pontozott, ill. szaggatott ellipszis jeloli. Az dbra
also részén referens készitményeknek (e, f), ill. az anyag NaOH oldatbol
eldallitott liofilizalt amorf natriumsojanak (g) a *Na MAS szilardfazisa
NMR spektrumai lathatok.

Kovetkez6 példankban gyenge sav tipusu hatdanyagot
tartalmazo licenc készitményeket vizsgalatunk, ahol
feladatunk a hatéanyag polimorf modosulatanak azonositasa
volt a tablettdban. A vizsgéalatokhoz a licencadé referens
kristalyos hatéanyagot (sav), valamint az originator referens
termékét is mellékelte. A referens termék segédanyagai
povidone (K25), meglumine, natrium-hidroxid, szorbitol
(E420), magnézium-sztearat. A licencadd készitményében
tovabba részben térhalositott PVP (crospovidon), valamint
szorbitol helyett laktéz-monohidrat talalhat6. A referens
készitmények alkalmazasi eldirataban a hatéanyag savként
van feltliintetve. A 110 ppm feletti tartomanyban a tablettak
segédanyagai koziil csak a K-25 tipust polivinil-pirrolidont
(PVP) és amagnézium-sztearat, illetve a 7. abran b)-vel jeldlt
licencado tablettaban 1év6 a crospovidon ad jelet. A sztearat
karboxilat csticsa 180 ppm felett varhatd (kis intenzitasu,
nem detektalhatd), mig a PVP-k jelének eltolédasa 175 ppm.
Az elporitott készitményekrdl felvett *C CP/MAS NMR
spektrumokat 6sszevetve a tiszta kristalyos sav spektrumaval
(Id. 7. abra a), b), ill. d) spektruma) megallapithato, hogy a

spektrum 110 és 170 ppm kozotti tartomanya a hatdéanyag
jeleire szelektiv. Lathato, hogy a hatdanyag jelei a kristalyos
sav referencidhoz képest jelent6sen kiszélesedtek, azaz a
vegyiilet a készitményben amorf formaban van jelen. Ezen
feliil a hatéanyag karboxilcsoportja a készitményekben 6
ppm-mel nagyobb eltolodasnal van, mint a szabad savban
(az abran b)-vel jelolt készitményben egy masodik, kisebb
intenzitasu jel is detektalhato, ~166 ppm, eltolodasnal).

A tovabbiakban informalodtunk a készitmény gyartasi
technologidjardl, amely alapjan a kristalyos hatdéanyagot
NaOH-os oldatbol juttatjak a tabletta segédanyagaira.
Osszehasonlitas céljabol NaOH oldatbol liofilizalassal
eldallitottuk a vegyiilet amorf natriumsojat is. A *C CP/
MAS NMR spektrumban az amorf natriumso jelei a
készitményekben mért csucsokkal megegyezd pozicidkban
voltak detektalhatok, azaz a 177 ppm kortili cstics valoban
az amorf natriumso karboxilatcsoportjanak *C jele (ami a
PVP segédanyagok jelével egyiitt jelentkezik). A 166 ppm
koriili cstcs a szabad amorf sav karboxilcsoportjanak jele
lehet, tehat az abran a)-val jelolt készitmény csak az amorf
natriumsot, mig a b) jeli készitmény a sot és vélhetéen
a savat egyarant tartalmazza amorf formdban. Mindezt
meger6sitették a 7. abra alsd részén lathato »Na MAS
spektrumok is. Az abran lathat6, hogy az amorf natriumsé
és a referens készitmények spektrumaban megfigyelhetd
a —12 ppm eltolodast natrium jel, ami alatamasztja, hogy
a készitményekben a hatdéanyag (legalabb részben) amorf
natriumsoé formaban van jelen.

3.7. Kristalyositas: kisérlettervezés és tervezési tér
3.7.1. Laborfejlesztés

Egy kristalyositasi technologia ICH Q8 ¢és Qll
iranyelveinek megfeleld fejlesztési folyamatat a kovetkezd
példan mutatjuk be. Egy generikus hatéanyag esetében a
készitmény kioldodasi vizsgalatok alapjan a szemcseméret
szigor kontrolljara volt szilkség. A meghatarozott
szemcseméret kritériumnak alapvetéen csak monomodalis,
szlik eloszlasu hatdanyag felelhetett meg. Az elézetesen
felvazolt kristalyositasi modszer paramétereinek hatasat
emiatt alaposan meg kellett vizsgalni. A kristalyositasi
modszer alapvetden egy kicsapasos kristalyositas, amely
két adagolasi 1épést tartalmaz: el6szor a hatéanyag
oldatat adagoljuk a kicsaposzerhez, majd egy érlelési
periodust kovetden tovabbi kicsaposzerrel fejezziik be a
kristalyositast. Az el6kisérletek soran kivalasztottuk az
oldoszert, a kicsapdszert és a szaritdsi koriilményeket,
valamint megallapitottuk, hogy a masodik adagolasi 1épést
kovetd utdkevertetésnek nincs hatdsa a szemcseméretre.
A faktorok szamanak csokkentése érdekében a keverési
sebességet ¢és a reaktor homérsekletét egy-egy kisérlet soran
allando értéken tartottuk. fgy végiil hét paraméter hatésat
vizsgaltuk meg: a két adagolasi id6 (¢, ¢,), az ezek kozotti
érlelési id6 (1), a kicsaposzer és az oldészer mennyisége
(V,, V), a reaktorhémérséklet (7) és a keverési sebesség
(v). Ezekre a faktorokra hétfaktoros kisérlettervet irtunk
fel (27* + foldover, 19 kisérlet). A kisérleteket kitermelés
és szemcseméret alapjan értékeltiik: szaraz diszpergalasos
lezerdiffrakcios szemesemereteloszlas paraméterei (d,, dy,
d,,) és alakja (monomodalis vagy nem) valamint mikroszkopi
felvételek (tiis/lemezes szemcsealak elkeriilése) alapjan.
A kisérletek statisztikai értékelése alapjan a kristalyositott

122. évfolyam, 2-4. szam, 2016.



150 Magyar Kémiai Folyéirat - Kozlemények

A kisérletterv faktorainak hatasa (272 + fo terv)
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8. Abra. A kristalyositasi paraméterek hatasanak vizsgalata 27 + foldover
tervvel: eredmények (d;).

termék szemcseméretére a vizsgalt tartomanyokon négy
faktor van hatéassal: a kicsaposzer mennyisége, a keverés, a
hémérséklet és az oldat adagolasa (8. abra). Az eloszlasgorbe
alakja és a mikroszkopi felvételek alapjan nem megfeleld
terméket kaptunk esetenként a ¥, nagyobb és a #; kisebb
értékénél, ezért itt a tartomany sziikitése mellett dontottiink.
Ugyanakkor a ¢ hatasat a vizsgalt tartomanyon nem
talaltuk szignifikansnak, ezért ott szélesebb tartomanyon
folytattuk a kisérleteket. A kovetkez0 kisérletsorozatban (2*
kisérletterv, 8 kisérlet) az 01j tartomanyok mellett a folyamat
mélyebb megértésére koncentraltunk. Az elsé adagolas
utani mintavétellel, valamint turbiditasmérdvel kovettik a
termék szemcseméretét illetve kristalykivalas folyamatat.
Megallapitottuk, hogy az érlelési idonek a szélesebb
tartomédnyon sincs hatésa a szemcseméretre, a ¢, adagolasi
1d6 hossza a lesziikitett tartomanyon beliil nem szignifikans
(9. abra). A kicsaposzer térfogatanak és a keverési
sebességnek a hatasa nem valtozott. Az eloszlasgorbék alakja
¢és a mikroszkdpi felvételek alapjan a keletkezd kristalyok
habitusa megfeleld volt. A két kisérletsor eredményei alapjan
harom olyan paraméter maradt, amellyel a kristalyositott
hatdéanyag szemcseméretét érdemben befolyasolni lehetett:
a keverés, a homérseklet és a kicsaposzer mennyisége. Erre a
harom faktorra csillagpontos kisérlettervet irtunk fel, amely
alkalmas volt a paraméterek optimalasara és a szemcseméret
kritériumnak megfelel6 anyagot ad6 kristalyositasi tervezési
tér (DS) meghatarozasara. A végsé modszernél a paraméterek
értékét a robusztus pontnak megfelelden valasztottuk, mivel
ilyen bedllitasokkal a legkisebb a valosziniisége a nem
megfeleld termék keletkezésének (10. abra).

3.7.2. Uzemesités

A hatéanyag kristalyositasanak iizemesitését a tervezési
tér (Design Space, DS) ¢és a kritikus paraméterek ismerete
nagyban megkonnyitette. A termék szemcseméretét a
nehezen atvihetd paraméterek (id6/sebesség valtozok)
koziil csak a keverési sebesség befolyasolta. Ennek értékét
modellezés segitségével allitottuk be. A masik két paraméter
értéke jol szabalyozhatd, igy lehetdséget teremtettek a
korrekcidra az elsd iizemesités tapasztalatainak birtokdban.

A kisérletterv faktorainak hatasa (24" terv)
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9. Abra. A kristalyositasi paraméterek hatdsanak pontositésa: eredmények
(dy).

Az elso tétel szaritas elott vett mintdja a varakozasoknak
megfeleld szemcseméretli lett, azonban a szaritas kozben a
szemcesék aprozddtak a szlir6-szaritoban. Ezen tapasztalatok
fényében mindharom paraméter értékén valtoztattunk
azért, hogy a szlrG-szaritd apritd hatasat kompenzalva
kozelebb keriiljiink a szemcseméret-kritérium kozepéhez: a
reaktorhdmérsékletet a tervezési tér (DS) alapjan szamitottan
kis mértékben megemeltiik, a kicsapdszer mennyiségét
valamivel csokkentettik és a keverd fordulatszamat
mérsékeltiik. A harom valtoztatas egyiittes hatdsa meghozta
a kivant eredményt, az ilizemben szaritott végtermék
szemcsemérete a kritérium kozepére esett. A kristalyositasi
eljaras fejlesztésének eredménye egy robusztus, repro-
dukalhaté és kontrollalhatd eljards, amelyet az els6
probalkozasoktol a tervezési tér (Design Space) megadasaig,
a fejlesztés soran végig a QbD elveihez igazodva dolgoztunk
ki. A technologiat sikeresen méretnoveltiik és validaltuk, az
iizemi méretben gyartott hatdanyagbol késziilt készitmény
megfelelt a kioldodas vizsgalatokon.

A kristalyositasi Design Space

I

Y Robusztus pont

-

Vo

10. Abra. A kristalyositasi folyamat tervezési terének (DS) grafikus
abrazolasa (homérseklet-kicsaposzer feliilet). A robusztus pontban a
keverési sebesség a vizsgalt tartomany kozepén helyezkedik el.
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3.8. Kristalyositas: Metastabil zona meghatarozasa

A kristalyosodasi  folyamat megértéséhez és/vagy
szabalyozasahoz Dbizonyos esetekben elengedhetetlenek

151

bemutatott példaban (11. abra) turbiditasmérdvel és Raman
szondaval is kimértiik a hatéanyag metastabil zonajat
izopropanol:viz = 3:2 olddszerelegyben.

az in-line mérészonddk — turbiditds, FBRM (Focused %
Beam Reflectance Measurement), PVM (Particle Vision
Measurement), Raman, ATR-FTIR, ATR-UV/VIS - 80 csapadékos oldat
alkalmazasa, amelyekkel folyamatos adatrogzitésre nyilik
lehetdség. Igy nem maradunk le példaul egy gocképzodésrol,
a szemcseméret valtozasarol, polimorf atalakulasrol, vagy = &0
a kristalyositds érdemi végpontjarol. Alkalmazasukkal 2
sziikségtelenné valnak az oly sokszor mind iddzitésben, i sisztal oldat
mind kivitelezésben komplikalt mintdzdsok és off-line 20 e
mérések' Beoldédas - Turbiditas [4°C/min]
30 ® Kristalyosodas - Raman [-3°C/min]
A kristalyositas technologiai optimalasdhoz alapvetden 2 * Kristilyosodas - Turbiditis [-3°C/min]
fontos az Un. metastabil zéona (MSZ) ismerete, amely az 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Trel

oldhatosagi gorbe ¢és spontan kivalas pontjait abrazold
tultelitési gorbe kozotti tartomany (11. abra). A megfeleld
mindségli termék gyartasahoz a kristalyositast mindenképpen
a metastabil zénan belil érdemes véghezvinni. Ezt
elérhetjiik a megfeleld6 ponton torténd oltassal, vagy a
spontan gocképzddést kovetden a metastabil zonaba torténd
visszatéréssel (supersaturation control ill. direct nucleation
control). A MSZ kiméréséhez kiilonb6z6 koncentraciok
mellett meghatarozzuk a teljes beoldodas hémérsekletét,
illetve a kristalyosodas megindulasat, rogzitett fltési,
illetve hiitési sebesség és keverési fordulatszdm mellett.
A beoldodast és kivalast detektalhatjuk a szilard fazist
mér6 szondakkal (turbiditasméré, FBRM, Raman) vagy az
oldatkoncentracion keresztiil (ATR-FTIR, ATR-UV/VIS). A

11. Abra. Egy gyogyszerhatoanyag metastabil zénaja (MSZ)
izopropanol:viz = 3:2 oldoészerelegyben Raman ¢s turbiditas szondakkal
mérve (fiitési sebesség 4 °C/perc, hiitési sebesség 3 °C/min).

3.9. Kristalyositas: a folyamat megértése szondakkal
tamogatva

Az alabbi példaban egy kicsapasos kristalyositas folyamatat
vizsgaltuk PVM, FBRM ¢és Raman szondak segitségével
(12. éabra). Az in-line mérések alapjan megallapitottuk,
hogy a folyamat kétlépcsds. A PVM szonda altal mutatott
kép alapjan (12. abra b-d) a hatdanyag szerves oldatbol
vizbe torténd kicsapasakor el@szor nagyobb, pelyhes
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12. Abra. Az atkristalyosodas detektalasa turbiditaismérével, FBRM, PVM ¢és Raman-szondakkal. a) a szondak altal rogzitett jelek (fent Raman, lent: FBRM,
Raman kemometria, turbiditas). b-d) az abra a) részén nyilakkal jel6lt idopontokban a PVM szondak altal rogzitett képek.
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t=12 perc

1 10 100 500

13. Abra. Az FBRM szonda hiirhossz eloszlasgorbe (szemcseméret
eloszlassal aranyos) valtozasa a kicsapasos kristalyositas folyamataban.

szemcsék keletkeznek, amelyek az utdkevertetés soran
valtoz6 1d6 elteltével (1-10 perc) dezaggregalodnak.
Eko6zben az FBRM szonda tantisaga szerint a kisebb méretii
szemcsék szama megugrik (12.a abra), a nagyobb szemcsék
szama lecsokken, a szuszpenzio részecskeszama is jelentésen
megnd. A szemcseméret eloszlas valtozasat kivaloan mutatja
az FBRM szonda hurhossz eloszlasgorbéjének idofiiggése
(13. abra) Ez a valtozas turbiditasmérdvel is kovethetd: az
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oldat zavarossaga ugrasszerien lecsokken a dezaggregaciod
kovetkeztében. Raman-szondaval kovetett kisérletekben
(12.a abra feliil) offline referenciak segitségével kimutattuk,
hogy a primer csapadék amorf, mig a végtermék a kristalyos
hatéanyag, amit tobb jel kismértékii eltolodasa illetve
a spektrumsorozat kemometriai analizise is alatamaszt.
Az amorf koztiterméket off-line technikaval nem tudtuk
kimutatni, val6szintileg mar sziirés kdzben bekristalyosodott
a hatéanyag. Az alkalmazott szondak egytittesével valt csak
lehetévé a folyamat részletes vizsgalata, a kristdlyosodas
mechanizmusanak mélyebb megértése. Ezen informaciok
birtokaban a szemcseméret optimalasara vonatkozo
kisérlettervet mar mas szemmel irtuk fel, az FBRM
szonda eredményei alapjan egyértelmii, hogy bizonyos
faktoroknak (pl. utdkevertetés) nem lehet hatasa a végtermék
szemcseméretére.
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Pharmaceutical polymorphism research in complex
treatment

Polymorphism of an active substance is important from quality
and legal point of view. Different solid forms possess diverse
physicochemical properties (e.g. melting point, density,
hygroscopicity, electrostatic properties, particle size and habit, flow
characteristics, compaction, compressibility, solubility, intrinsic
dissolution rate, etc.) distinct physical and chemical stability.
Such differences in solid state properties of the active substance
may have profound effect on the technological processability
and drug product performance. Solid-state analysis and control
strategy of polymorphism now become an indispensable part
of the pharmaceutical drug development and quality control of
production.

Polymorphism has determining significance in innovation and
intellectual property rights concerning both original and generic
product development. Due to favorable solid-state properties,
different solid forms (polymorphs, salts, amorphous, cocrystal)
and processes to them can be protected by patent. Polymorphism
became an offensive/defensive strategic tool in the market
competition which also impacts product life cycle management.
The polymorphism issues can easily become a forum for patent
disputes, which may be accompanied by a series of patent
infringement lawsuits where solid-state analysis provides per-final
results.

In polymorphism research the complex use of solid state techniques
is required. The most frequently used analytical methods include
microscopy, thermal analysis, diffraction techniques (especially
X-ray diffraction), spectroscopy (IR, NIR, solid-state NMR) and
size and shape analysis. These methods are essential in a polymorph
or salt screening as well as in the development of crystallization
processes.

In Gedeon Richter Plc. morphological studies date back to the
1970s growing in importance since the 1980s. The most important
result of that period is the discovery of the pure A and B forms
of famotidine. After several preludes the Drug Polymorphism
Research Division (HMO) was established in 2006 as the
department responsible for polymorph and salt screening, solid
state analytical characterization and crystallization of APIs as well
as a scientific support in registration and patenting issues.

The present paper gives account of the polymorphism research
activities in Gedeon Richter Plc. focusing on the development of
the active substance illustrating them by examples from real life
cases.

Clearing up the patent situation around polymorphic forms of an
API, in some cases, requires more experimental and analytical work
than expected. For example in case of strontium ranelate it was
proven that the patented Form a does not exist as an independent
stable solid form. It is actually a mixture of hepta- and nonahydrate
phases described previously in the base patent. These two forms
are dynamically interconverting into each other as a function of
the relative humidity. Moreover, we have shown that the so-called
octahydrate form is non-existent as a separate crystalline phase.
The information obtained was crucial for the decision of the
development strategy of this generic product.

Salt and polymorph screen is another issue in the early phase of
pharmaceutical development. The Type I HCI salt of an API was
found to be extremely hygroscopic. The aim of the polymorph
screen of the HCI salt and the following salt screen was to find a
non-hygroscopic (i.e. stable up to 90% RH according to DVS) form
eligible for further development.

In some cases simple routine volatile impurities determination
carried out by thermogravimetric analysis might open up questions
that can have complicated answers. As it is shown in the TGA
measurement case study, answering the question of volatile impurity
content of the sample required to understand decomposition which
was proven by combining TG, DSC, hot-stage microscope results
with reactivity information.

The determination of the polymorph composition is a key step in
process development as well as for quality control in systems with
multiple polymorphic modifications. XRPD, IR and Raman based
chemometric models were developed, calibrated and compared for
the determination of the ratio of Form A and C of an API. The three
independent methods correlated well with each other and they have
different fields of applicability: XRPD and IR for drug substance
while Raman might be advantageous in drug products as well.

The measurement of amorphous phase in a crystalline API is even
more challenging. A modulated DSC technique was developed with
two heating cycles, and the heat capacity change associated with
the glass transition was measured on the reversing heat flow. In the
first MDSC heating step the signal proportional to the amorphous
content is measured, than the whole sample is ‘amorphized’ by
melting and quench-cooling the sample. In the second MDSC
heating step the heat capacity change signal is related to the whole
sample. The amorphous content is determined by the ratio of the
two signals.

Solid state NMR is a technique capable of detecting an amorphous
API in a drug product. In the presented example not only the drug
substance was detected but it was proven that the products contain
an amorphous sodium salt of the API instead of the free acid.

The development of a crystallization procedure according to the
guidelines (ICH Q8 and Q11) is shown in the example of a generic
API where the accurate and tight control of particle size distribution
was required. The critical process parameters of the developed
crystallization procedure were screened with respect to particle
size distribution as critical quality attributes in DoE (Design of
Experiments) series. Three significant factors were found for which
an optimization DoE was performed and the Design Space was
determined. The knowledge obtained was used in the scale-up of
the procedure to select and to refine the parameters for the optimal
product.

Process development can be boosted by the use of in-line techniques
(FBRM, PVM, Raman, ATR-FTIR, ATR-UV/VIS). The automated
measurement of the metastable zone of an API is presented above
by the use of turbidimeter and Raman probe.

In-line probes can really add to the understanding of crystallization
processes. By the combined use of PVM, FBRM and Raman probes
it was proven that during a (presumed) one step crystallization
a recrystallization occurs. PVM probe showed changes of the
suspension visually, a shift in the particle size was detected by
FBRM and an amorphous to crystalline transformation was
observed by Raman spectroscopy.
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Bradykinin B1 receptor antagonista molekulak kutatasa
fajdalom kezelésére

ELES Janos,” BOZO Eva, HORNOK Katalin, SZENTIRMAY Eva, BEKE Gyula, BORZA Istvan,
VAGO Istvan, HUSZAR Jozsef, BENYEI Gyula, DOMANY Gyoérgy,
KESERU Gyorgy Miklos és GREINER Istvan
Richter Gedeon Nyrt. Gyomroi ut 19-21. 1103 Budapest, Magyarorszag

1. Bevezetés

2001. majus 2-an a Richter Gedeon Nyrt (RG)
Gyogyszerkutatds  és  Fejlesztésének  (K+F)  hazi
Tudomdnyos Bizottsaga elfogadta exploracios kutatdsi
témaként az oralisan hatékony nem-peptid bradykinin Bl
receptor antagonistak (B1R) kronikus gyulladasos fajdalom
kezelésére benyujtott kutatasi témajavaslatot. Tovabba a
K+F perspektivat latott a megcélzott nem szteroid gyulladas
gatlok (NSAIDok) ¢és kiilondsen a szelektiv cikooxigenaz-2
gatlok (COX-2) uralta terapias teriilet meghoditasaban. Ugy
itélte meg, hogy a COX-2 gatlok hatékonysagaval azonos,
vagy annal hatékonyabb BIR antagonista vegyiiletek
kedvezdbb mellékhatas profillal, j hatdasmechanizmussal, jo
eséllyel indulhatnak és lehetnek sikeresek a COX-2 gatlokat
kovetd 1j generacios fajdalom- és gyulladas csokkentd
terapeutikumok versenyében.

2. Tudomanyos hattér

A szervezet Kkinin-kallikrein  rendszere  prekurzor
kininogének, proteolitikus kallikrein enzimek, kinin
peptidek (kallikrein hatasara kininogénekbdl képzddnek)
és receptorok 0Osszességébdl all. A mult szdzad 80-as
éveiben a kininek, mint bioldgiailag aktiv peptidek még
els@sorban értagitd és 6démaképzd (a test szoveteiben a
sejtek kozott koros folyadékmennyiség felszaporodast és
ezzel duzzanatot okozd) hatasuk révén voltak ismertek.
A 1990-es évektél megszaporod6 kutatasi eredmények
azt sugalltak, hogy a kininek fontos mediatorai mind a
kardiovaszkularis homeosztazis, mind a gyulladas ¢és
nocicepcio  (fajdalomérzés) folyamatanak. A kininek,
proinflammatorikus mediatorként részt vesznek a gyulladas
akut fazisara jellemzd lokalis vazodilatacio és fokozodo
kapillaris permeabilitas révén kialakulé 6déma képzddésben.
Szamos mediator, prosztanoid és citokin felszabaditasaval,
elésegitik a gyulladdas szubakut, celluldris fazisaban,
a fehérvérsejtek és a fagocitald sejtek infiltracidjat.
Tovabba szerepet jatszanak a véredények koriil talalhatod
idegvégzodésekben lokalizalodva a gyulladas kronikus
proliferativ fazisaban jelentkezd szoveti degeneracio ¢€s
fibrozissal jard er6s fajdalom érzet kialakulasaban.'

A kininek hatasukat két, farmakoldgiai profilban ¢és
expresszids mintazatban is eltérd, G-fehérjéhez kapcsolt hét
transzmembran doménbdl allé receptoron (BIR és B2R)
keresztiil fejti ki. A bradykinin B1 és B2 receptorokat kodolo
gének szamos fajban azonositasra keriiltek. A B2 receptorok
szamos fiziologiai folyamat részvevéjeként a szervezetben

“ Tel.: 00 36 889 87 03; e-mail: j.eles@richter.hu

konstitutivan expresszalodnak. Ezzel ellentétben a Bl
receptorok altaldban nincsenek jelen az egészséges
szovetekben, csak patologias koriilmények kozott (szoveti
sériilés, gyulladasos mediatorok, mint pl.: endotoxin, vagy
citokinek mint pl.: IL1béta vagy TNF alpha hatasara)
jelennek meg.?

A szoveti sériilések alkalmaval felszabadul6 kininek fontos
szignalizacios szerepet toltenek be a kotdszoveti sériiléssel
jaré fajdalmak ¢és az azt kovetd gyulladasos folyamatok
kialakulasaban. A kinin receptorok autoregulacidja
figyelhetd meg az akut és kronikus folyamatokban, mig
a B2R a gyulladés és fajdalom kivaltasaban, addig a BIR
ezeknek a fenntartdsaban miikodik kozre.? Gyulladas
soran elséként a bradykinin ¢és kallidin szabadulnak fel
a szervezetben és B2 receptorhoz kotédve fejtik ki a
hatasukat. Majd a BK és KD gyors metabolizalodasa révén
keletkezé aktiv metabolitok (desArg’BK, desArg'’DK), a
B2R gyors deszenzitizacidjaval egy idében, a gyulladasos
indukcié hatdsara megjelené Bradykinin B1 receptorokhoz
kotédnek.** Tlyen modon, mig a fajdalom akut fazisaban a
bradykinin B2 receptor kap szerepet, addig a kronikusban
a B2R gyors deszenzitizacojaval és endogén ligandjainak
gyors eliminalodasaval a Bl receptorok és azok agonistai
jutnak szerephez. Mivel a Bl receptor deszenzitizacioja
a receptor internalizacidja révén, épp ugy, mint a BIR
ligandok disszociacioja igen lassu, igy biztositjak a kronikus
gyulladas és hozzatarsuld hiperlagézia fenntartasat.®’

Osszegezve, a BIR antagonistdk szerepe a fijdalom
kozvetitésében lehet kozvetlen periférias hatas a BIR
expresszald nociceptorokon (konstitutiv. moédon vagy
indukci6  kovetkeztében), indirekt periférids  hatas
mas algogén mediatorok felszabadulasanak gatlasa
révén, vagy centralis hatds a fajdalom gerincvel hatso
szarvaban torténé transzmisszi® blokkolasa révén.’
Bizva a hatdsmechanizmusban és a BIR antagonista
hatékonysagaban, az esetleges mellékhatasok csokkentése
és elkeriilése céljabol kutatasunk a periférian hatékony BIR
antagonista kifejlesztésére iranyult.

Ugy gondoltuk, hogy a BIR antagonistak megoldast
jelenthetnek szoveti sériilés valamint kronikus gyulladasos
fajdalommal jaro korképek gyogyitadsaban, mint rheumatoid
arthritis,'™""  derékfajas, osteoarthritis illetve szamos
tovabbi betegség, pl.: diabetes szovédményeként fellépd
hiperalgézia,'”? gyulladasos bél betegség,”> posztoperativ
fajdalom, léguti gyulladasos megbetegedések,' asthma,
migrén, és daganatos fajdalom kezelésében.
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3. Exploracios kutatasi feladatok

Az exploracios feladatok megoldasa a gyogyszerfejlesztési
kovetelmények megfogalmazasa a primer teszt rendszer
felallitasat is eredményezte.

3.1. Elsédleges (primer) teszt rendszer

Elképzeléseink szerint a primer szlirési vizsgalatokban,
amennyiben a vegyiiletek funkcionalis teszten > 50% gatlast
mutattak és Ki <200nM az értékiik, ugy azonnal in vitro P450
screen vizsgalatra keriiltek, parhuzamosan a funkcionalis
teszten torténd IC, meghatarozassal. Ezt kovetéen Caco-2
permeabilitasi teszten vizsgaltuk a vegyiiletek penetracios
készségét, majd funkcionalis teszten B1/B2 szelektivitasat
illetve faj specifikussagat.

Iddvel a primer teszt rendszer kibdviilt a BIR antagonista
vegyiiletek hERG csatorna gatlasanak sziirésével is. A sziv-
kamrai €s pitvari repolarizaciot meghatarozo legfontosabb
ioncsatorna gatlasat whole-cell patch clamp modszerrel
teszteltiik.

A projekt teszt-szlir6rendszerében a primer vizsgalataink
sorrendiségét olyan formaban alakitottuk ki, hogy a
vegyészek minél gyorsabban kapjanak visszajelzést
a vegyiletek in vitro hatékonysagarol. Mivel a
vegyliletek in vivo hatékonysaganak vizsgalata anyag- és
iddigényes folyamat, igy a primer teszt rendszernek nagy
ateresztOképességl tesztek sorozatabol kellett allnia, hogy
megsziirje a vegyiileteket és lesziikitse a szamukat.

3.2. Misodlagos (szekunder) teszt rendszer

Masodlagos teszt rendszer elemeként, a sejtes esszék
beallitasaval parhuzamosan kezd6dott el az in vivo tesztek
beallitasa.”” A tesztek bedllitasa soran minden esetben
tesztelésre kertiltek a versenytarak altal publikalt és a Richter
altal eloallitott ,,referencia” molekulak (Novartis, Sanofi,
Bayer), ezen kiviil a természetes peptid antagonistak (mint:
pl.: DALBK, ([Leu®]des-Arg’-BK) és a megcélzott terapias
teriileten hasznalt COX-2 gatld vegyiiletek. Mivel oralisan
hatékony vegylilet eléallitasa volt a cél, igy a tesztekben a
BIR antagonistakat minden esetben szajon at adagoltuk.

Patkanyon a BIR agonistaval (DABK) indukalt talp 6déma,'®
illetve komplett Freund adjuvanssal indukalt (CFA)-indukalt
monoarthritis modell keriilt beallitasra, tovabba gyors szlird
vizsgalatként egér formalin tesztet hasznaltunk.

Nyulon, hasonldéan a patkanyhoz, B1R agonistaval indukalt
Htarget specifikus” modszerben teszteltiik a vegyiiletek
funkcionalis, gyulladascsokkenté hatasat (IL 1b -val
eléérzékenyitett LysDABK-val kivaltott fiil 5déma modell),
kronikus fajdalom tesztként pedig az irodalomban eddig
nem leirt CFA-indukalt monoarthritis tesztet allitottuk be.

Mivel a cél human gyogyszer kifejlesztés volt, igy gondoltuk,
hogy human B1 receptort konstitutiven, egér B1R pedig csak
patologias korilmények kozott expresszaldo human BIR
overexpresszald transzgén egér hosszii tdvon megoldast
jelenthet a fajspecifikus problémainkra. A francia Nucleis
cég altal kifejlesztett, ,,speedy mouse” technologiaval
létrehozott egerek valdban megoldast jelentettek azoknak

a vegylileteknek az in vivo vizsgalataban, melyek se
patkanyban, se nytlban nem szélaltak meg (lasd lejjebb).
Ezekben az egerekben bedllitasra kertiltek a CFA-indukalt
mechanikus allodynia és hiperalgézia tesztek valamint a
Sztreptozotocin indukalt termalis hiperalgézia modell.

3.3. Harmadlagos (tercier) teszt rendszer

A harmadlagos tesztrendszerben keriiltek meghatarozasra
a vegyiilet farmakokinetikai paraméterei, biologiai
hasznosulasa  patkanyon ¢és  kutyan, idegrendszeri
mellékhatdsa (Irwin teszt, Rotarod, LMA) patkanyon,
kardiovaszkularis mellékhatdsa (éber kutya, altatott
nyul, izoldlt Langendorff perfundalt nytl sziv), ADME
profilja (adszorpcio (felszivodas), disztribucio (eloszlas),
metabolizmus és eliminacio (kiliriilés)) és 4 napos patkany
toxikologiai hatésa.

4. Uj gyogyszerjelolt molekula elballitisa publikalt
molekula tovabbfejlesztésével

Azonos hatasteriileten és molekularis célponttal rendszerint
parhuzamosan futnak kutatasi programok kiilonb6z6 K+F
tevékenységet folytatd gyogyszeripari vallalatoknal. Ennek
termékeként elsésorban szabadalmi bejelentések, majd ezek
publikussa valasat kovetden tudomdnyos cikkek jelennek
meg a szakfolyoiratokban. A szakirodalom folyamatos
nyomon kovetésének segitségével és sajat kutatdsunk
eredményeinek O6tvozésével elénydsebb tulajdonsagokkal
bir6 molekulakhoz juthatunk el.

Bradykinin B1 antagonista kutatasunk a Merck cég altal
korabbiakban publikalt szerkezetbdl és homoldgia modellbol

indult el."”
H "f/>
N._O o N
H
N NH
cl s<
o
Cl
1. Abra. Merck éltal publikalt kinoxalinon'”; hB1 Ki : huméan Bradykinin
B1 receptor kotodés.

hB1K;: 0,034 nM

1

Konnyen beazonosithato volt, hogy a publikalt kinoxalinon
(1. é&bra) és versenytarsaink hatékony molekuldi egy
arilszulfonamido acetamidbol és egy ahhoz kapcsolodd
bazikus oldallancbol épiilnek fel. E1obbi a természetes peptid
béta kanyar részét mimeli, mig utobbi protonalt formaban
egy aszparaginnal létesit kdlcsonhatast a receptorba vald
bekotédése soran.'s

Kutatdsunk sordan célul tlztik ki egy megfeleld
hatékonysagot és gydgyszerszerliséget ¢s nem utolsésorban
szabadalmaztathatosagot biztositd arilszulfonamido-acetil
amid azonositasat. Ehhez elséként a Merck altal alkalmazott
oldallancot valasztottuk megszintetizalt molekulaink alland6
épitdkovekeént.

Nagyszami molekula tesztelését kovetéen a quinolinil
acctamidokat talaltuk a legigéretesebbnek, azonban a
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megfeleld hatékonysaggal bir6 1,2,3,4-tetrahidrokinolin-2-
ilacetamid (2) és 1,2,3,4-tetrahidroizokinolin-1-ilacetamid
(4) is gyenge in vitro metabolikus stabilitassal rendelkezett,
gyors uriilést feltételezve a szervezetb6l (2. abra).'®

>
Qa \/JKNHWQ/L”

Clj©/éoz
Cl
Q hKi Patkany Human
(nM) CLjnt (ml/min x g)
N
3 r 481 nd nd
N
4 [ if
N 2,2 19 4,2
PUIN

2. Abra. Kinolinszarmazékok (CL, , : Uriilés sebessége).

A tovabbiakban a kivalasztott kinolinokhoz, mint allando
épitéelemekhez kapcsoltunk kevésbé flexibilis, kevesebb
aromas gyurlit tartalmazé nagyszamu bazikus oldalancot
azzal a céllal, hogy a hatékonysagot optimaljuk illetve
vizsgéljuk az oldallancok metabolikus stabilitasra kifejtett
hatasat. Ezt kovetden megvizsgaltuk, hogy a kinolinok
hibridizalasaval eldallitott 5 fenantridinszarmazék milyen
hatassal van a hatékonysagra és a metabolikus stabilitasra.
Az eléallitott fenantridinszarmazékok nagy hatékonysagrol
tettek tanubizonysagot, azonban a metabolikus stabilitds
tovabbra is alacsony maradt (3. dbra).

A metabolizmus részletes vizsgalata soran kideriilt, hogy a
fenantridin C gytriije és a dihidroimidazolin rész felelds az
alacsony metabolikus stabilitasért.

Szisztematikus helyettesitéssel sikeriilt beazonositani
a 12-metoxiszarmazékot melynek human metabolikus
stabilitasa elérte az elvart szintet, illetve az oldallanc
transz-ciklohexiletilpirrolidinre torténd cseréje vezetett 12
fenantridinszarmazékhoz, melyet alkalmasnak talaltunk in
vivo vizsgalatok elvégzésére (4. abra).

Tovabbiakban CFA indukalt patkany monoartritis modellben
vizsgaltuk legigéretesebb molekulank fajdalomesillapitd
hatasat. Ebben a modellben 12 a Diclofenac-hoz és a Sanofi
cég - klinikan is tesztelt - molekuldjaval hasonlé mértéki
hatékonysagot mutatott, azonban nagysagrendekkel

alacsonyabb doézisban sikeriilt ezt a farmkodinamids hatast
elérni (5. abra). 12 végiil preklinikai fejlesztésbe nem keriilt,
a tovabbiakban ezt a molekulat a hatismechanizmus tovabbi
allatmodellekben torténd alatamasztasdhoz hasznaltuk
farmakologiai eszkozként.

1214 N
c Y I/>
N N
H
NH

|
B
"
SO

2
PN
X
/
X v hB1Ki patkany patkany human
(nM) ICs0 (NM)  CLjnt (ml/min x g)
5 3,4-diCl H 3,1 28 25 9.8
6 2,4,5-triMe H 29 21 27 16,4
7 4-CH3 H 47 52 15 12,9
8 4-OCH3 H 15,5 81 4.8 14,5
9 3,4-diCl 14-F 1,2 45 1,6 5,5
10 3,4-diCl 12,14-diF 9,1 42 3,9 8,0
1" 3,4-diCl 12-OMe 1,7 21 26 1,0

3. Abra. Fenantridinszarmazékok.

cl S0,
12 hB1Ki:89nM
al patkany B1 IC5q : 43 nM

patkany CL;,: 1,8 mL/min x g
human CL;¢: 1,1 mL/minx g

4. Abra. Optimalt molekula.

Vegyiilet Doézis (mg/kg. p.o.) Gatlas (%)
0,03 19
12 0,1 27
0,3 54
1 6
SSR240612 3 16
10 30
0,3 23
Diclofenac 1 24
3 35

5. Abra. 12-es vegyiilet és a referencia vegyiiletek analgetikus hatdsanak
vizsgalata CFA-indukalt monoarthritis modellben, patkanyon. A tesztben
harom nappal a CFA injektalast kovetéen egyszeri oralis adagolas mellett
vizsgaltuk a gyulladt f4j6 1abiziilet funkcionalis kapacitasara gyakorolt
anyaghatast. Statisztika: paratlan t-teszt *p<0.005; **p<0.001
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5. Uj gyégyszerjelolt molekula elballitisa vegyiilettar
sziirésébol kiindulva

Elézéekben targyalt megkozelités mellett parhuzamosan
kidolgoztunk egy robot technikara atiiltethetd sejtes
szlirési rendszert (High Throughput Screening, HTS),
melynek segitségével a Richter vegyiilettar molekulait
szisztematikusan leteszteltiik. Ennek eredményeképpen
a kapott 102 validalt talalatot 8 csoportba lehetett sorolni.
Ezek kozil azokat, melyek a leghatékonyabbaknak
bizonyultak és megfeleld kémiai térrel (a modositasokkal
kapott szerkezetek 1j, szabadalmaztathatdé vegylileteket
eredményeznek) rendelkeztek, Gijra szintetizaltuk és részletes
biologiai vizsgalatoknak vetettiik ala. A talalatok koziil a 13
szulfanilamidszarmazék mind kot6dési, mind funkcionalis
teszten hatékony volt, megfelelé szabadalmaztathato
kémiai térrel rendelkezett, igy ezt a vegyiiletet valasztottuk
vezérmolekulanak (6. abra).

13
hB1 IC,,: 485 nM
hB1K, : 187 nM

6. Abra. A HTS alapjan valasztott vezérmolekula.

A szerkezet-hatas Osszefiiggések felderitése érdekében
kémiai programot dolgoztunk ki a vegyiilet kiilonb6zo
régiodinak modositasara (7. abra).

R\_.
2 ﬁ/’\ /\> o ;

| /R
N
H

R/~ 1
Aalls:
H o
R" és R? jelentése: halogén atom, alkilcsoport;
X jelentése: oxigén vagy kén atom, karbonilcsoport;
R3 jelentése: acil- vagy szulfonilcsoport.

7. Abra. A HTS alapjan valasztott vezérmolekula tervezett kémiai
modositasai.

A vezérmolekula modositasaval kapott 74 vegyiilet zome
hatastalannak bizonyult, egy vegyiilet kivételével, mely
csak abban kiilonbozott a HTS talalattol, hogy ciklopropil-
karbonilcsoport helyett acetilcsoportot tartalmazott (Bl
func. IC, 82 nM; Bl binding K, 47.4 nM). Két kritikus
tényezdvel kellett azonban szamolnunk: az egyik a vegytilet
metabolikus stabilitdsa, a masik pedig, hogy a human
receptoron hatékony anyag patkany receptoron gyenge hatast
mutatott, igy a beallitott ragcsalod teszteken nem tudtunk
in vivo vizsgalatokat végezni. Nyul receptoron viszont a
humannal ugyan gyengébb, de a patkanyhoz viszonyitva
aktivabb volt a vegyiilet, ezért ugy dontottiink, hogy nyul
in vivo modelleket allitunk be a tovabbi szintetizdlandd
vegyliletek vizsgalatahoz (a késObbiekben is ezeket az in
vivo teszteket alkalmaztuk). Ugyanebben az idében jelent
meg a Merck-nek egy szabadalmi bejelentése, mely az

altalunk eléallitott és tervezett molekuldk teljes korét lefedte,
igy tovabbi szarmazékokat ebben a vegyiiletcsaladban nem
allitottunk elg.

Szerencsésnek volt mondhaté az a valtoztatds, amikor
az acetamido csoportot megforditottuk és az igy kapott
benzoesav szarmazékra a kordbbiakban mar hasznalt
bazikus oldallancot kapcsoltunk. Az igy kapott vegyiilet
(14) mutatta az eddigi legjobb hatékonysagot (8. abra).
Ugyan ennek a molekulanak nagy volt a molekulatomege,
rossz az oldhatosaga, gyenge a metabolikus stabilitasa
és meglehetdsen lipofil volt, de ennek a kornyezete ismét
a szabadalmaztathato térbe esett, igy ez a molekula lett a
kovetkez6 vezérmolekulank.

o
o
Nz

Iz

J

14
hB1IC,: 9,5 "M
hB1K,: 0,9 nM

8. Abra. A masodik vezérmolekula.

Célunk az volt, hogy a nanomolaris hatékonysag megdrzése
mellett javitsunk a kedvezdtlen tulajdonsagokon, mindezt
els@sorban a bazikus oldallancok valtoztatasaval probaltuk
elérni (9 abra).

o
@ 1O
z N—$
ol bazikus végcsoportd oldallanc

9. Abra. A masodik vezérmolekula optimalizalasa.
Vizsgaltuk a terminalis fenoxicsoport helyettesithetoségeét,

az oldallanc hosszanak szerepét, kiilonb6zé aminosavakat
¢és bazikus aminokat épitettiink be a molekulaba (10. abra).

Q CHz)nCNH
i
(o}
I NH—(CHa)m
Cl (0] NH—S
I S

o

m n hB1 K, (nM)
15 1 0 1.4
16 1 1 2.0
17 1 2 0.8
18 1 3 0.6
19 1 4 1.6
20 2 0 49.7
21 2 1 34.0
22 2 2 13.4

10. Abra. A bazikus oldallanc hosszanak szerepe a hatékonysagra.
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Azttalaltuk, hogy azok a molekulak mutatjak a legkedvezdbb
hatékonysagot, melyek glicin linkert tartalmaznak (11. abra).

R z hB1 K, (nM)
23 Me o) 220
24 H o) 24.4
25 H Cc=0 2.53
26 H S 15.7
27 H NH 19.2

11. Abra. A terminalis fenoxicsoport helyett alkalmazhaté csoportok
vizsgalata.

28 mar azokat a szerkezeti elemeket tartalmazta, melyek
elengedhetetleniil  sziikségesek a  hatékonysaghoz,
ugyanakkor metabolikusan stabil ¢és szelektiv volt. Tovabbi
kihivast jelentett azonban 28 alacsony biohasznosulasa (12.

abra).
o O
Ly
NH
iy o

Cl

n=0

28
IC,, 3.3 nM (human)
IC,, 6.5 uM (patkany)
IC,, 28 nM (nyul)
K 2.0 nM
93/75/79% (hum/patkany/nyul)
0.38% (patkany)

B1 funkcionalis teszt

B1 receptor kotédés
Metabolikus stabilitas
Biohasznosulas

12. Abra. Optimalt molekula a kulcs motivumokkal.

Ennek érdekében olyan kémiai programot dolgoztunk ki,
melynek célja a vegyiiletek lipofilitasanak novelése volt (13.
abra).

13. Abra. A lipofilitis finomhangolasara 6sszeallitott kémiai program.

A kovetkezdkben egy kis vegytilet konyvtarat allitottunk eld
az altalunk kidolgozott parhuzamos szintézis modszerrel, és
igy jutottunk el a program els6 fejlesztési jeloltjéhez.

Az fejlesztési jelolt 6sszefoglald jellemzése:

e Hat¢kony B antagonista (human B1 IC,: 0.21 nM;
patkany IC, B1: 42 nM; nyul IC, B1: 0.34 nM).

o Szelektiv (>3000-szeres B2-vel és 151 egyéb
receptorral szemben).

e  Metabolikusan stabil (human Fm 88 %, patkany
Fm 99 %).

e Biohasznosuldsa: 31 % (patkany), 100 % (kutya);
t,,: 1.5 ora patkany €s 1.8 ora kutya.
e Nagyon hatékony szubakut- és kronikus FCA
indukalta monoarthritis tesztben nyulon (14. abra);
a kronikus tesztben hatékonyabb, mint egy nem-
szteroid gyulladdscsokkent6 (diclofenac) és egy
COX-2 gatl6 (valdecoxib) és ugyanolyan hatékony,
mint a Sanofi SSR-240612 jelii B1 antagonistéja.
Nincs kardiovaszkularis mellékhatasa kutyakban.
Nincs kozponti idegrendszeri mellékhatasa.
Nem mutagén.

807 RGH-478, p.o.
— 1 Vehicle
X 604 | | 1.0 mg/kg
©
0 .
c .
S 40-
§ 58%
A M + 71%
8 207 55 T
£ N
0 N
3 4 5

Days of treament

14. Abra. A fejlesztési jeldlt analgetikus hatisinak vizsgalata CFA-
indukalt monoarthritis tesztben, nytlon. A tesztben tizenegy nappal a
CFA injektalast kovetden 6t napon keresztiil (Days of treatment) napi
kétszeri adagolas mellett vizsgaltuk a fejlesztési jelolt gyulladt labiziilet
funkcionalis kapacitasara gyakorolt hatasat (Incapacitance). Az abran a pre-
dose értékek keriiltek bemutatasra. Mig elsé napi adagolast kovetden még
nem, a masodik naptdl kezd6déen mar fenntartott analgetikus hatas volt
megfigyelhetd. Statisztika: paratlan t-teszt + p<0.005; ++ p<0.001

A kivalasztott vegyiilet féliizemi szintézisével (kg-
os mennyiségek) parhuzamosan zajlottak a megfeleld
formulacio kivalasztasara iranyuld kisérletek, a kioldodasi
és stabilitdsi valamint tovabbi biztonsagossagi ¢és
toxikologiai vizsgalatok. Csak alapos elékészités utan
indulhatott a wvegyiilet klinikai kiprobalasa embereken,
eloszor egészséges Onkénteseken (Fazis I vizsgalat), majd
specialisan kivalasztott betegpopulacion (Fazis 11 vizsgalat).

6. Koveto molekula felfedezése

Figyelembe véve a preklinikai fejlesztésre kivalasztott
molekuldk magas kiesési ratajat, valamint a kérdéses
kutatdsi téma mivelése soran Osszegyljtott oOridsi
mennyiségli belsd tudast és tapasztalatot, a versenyképesség
fenntartasa érdekében nélkiilozhetetlen egy vagy tobb
azonos hatasmechanizmussal rendelkezd koveté molekula
kidolgozasa. A szerkezeti kiilonbségekbodl fakadd eltérd
farmakokinetikai és farmakodinamids tulajdonsagok névelik
annak valoszintiségét, hogy végiil sikeriil egy klinikailag
biztonsagos és hatékony molekulat kifejleszteni.

A preklinikai fejlesztési jeldlt kivalasztasat kdvetéen a
kovetd molekulaval szemben tobbek kozott kovetelményként
tamasztottuk, hogy az fejleszthetdség tekintetében
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elénydsebb, analgetikus profil szempontjabol pedig
szélesebb spektrummal rendelkezé vegyiilet kell, hogy
legyen. A kovetd projekt tevékenységének gytjtopontjaban
a korabbi fejlesztésre kivalasztott molekulatdl szabadalmilag
fiiggetlen, Uj kémiai szerkezet tervezése és szintézise allt.
A kémiai kiindulépont megtalalasa érdekében tobbféle
stratégiat alkalmaztunk:

a) a Richter vegyiilettar Gjonnan eldallitott illetve
vasarolt vegyiileteit vizsgaltuk B1 hatasra nagy
ateresztOképességli (HTS) in vitro tesztben,

b) kereskedelmi forgalomban kaphato vegyiiletekbdl
célzott adatbazist épitettiink és human B1 receptor
homoloégiamodellen virtualis sziirésnek vetettiik
ala, valamint

c) a Merck gyogyszergyar MK-0686 szamt Bl
antagonista gyogyszerjelolt molekuldjan (29,
15. abra) alapvaz-modositast (scaffold-hopping)
hajtottunk végre, hogy igy a szabadalmazhatosag
feltételeinek megfeleld és remélhetleg hatékony
sajat vezérmolekulahoz jussunk. A kovetkezokben

ezen utobbi  megkozelitést mutatjuk  be
részletesebben.
L NH 1 : OO
PN ~
(0] Cl
29
MK-0686

15. Abra. MK-0686 a Merck cég B1 antagonista klinikai jeldltje.

A jelentds szamu versenytdrs molekula koziil az MK-
0686 viszonylag alacsony molekulatomegével, a bazikus
oldallanc és a szulfonamid molekularész hianyaval, valamint
deklaraltan agyi penetracios tulajdonsagaval emelkedett ki.
Utobbi tulajdonsag eredményeképp a centralis B1 receptorok
modulacidja feltehetéen szélesebb fajdalomesillapitd
profillal rendelkezé vegyiileteket eredményez. Ugyanakkor
az MK-0686 hatranyos tulajdonsagai kozott ismert volt, hogy
szubsztratuma ¢és indukaloja egyes CYP izoenzimeknek.

Bifenil-szarmazékok gyogyszerkémiai irodalmanak
attekintésekor  talalkoztunk Xu  és  munkatarsai'
tevékenységével, akik angiotenzin receptor (AT,) blokkold
vegyiiletek esetében sikerrel helyettesitették bifenil-
metilamin-szarmazékok tetrazolt hordozo fenil gytiriijét (30,
kotédesi IC,; 550nM) pirrol gytirtivel (31, IC,, 6,9nM; 16.
abra).

20 51

16. Abra. Irodalmi példa sikeres fenil-pirrol bioizoszter cserére
angiotenzin receptor (AT1) blokkolo.

A fenti analégiabdél kiindulva és figyelembe véve a
pirrol gytriit tartalmazé vegyiiletek CYP izoenzimekkel
szemben gyakran megmutatkozé gatld hatdsat, valamint
a  monohalogénezett  pirrolszarmazékok  szintetikus
hozzaférhetéségével kapcsolatos nehézségeket, az MK-
0686 klor-benzoesav részletét 2-metoxikarbonil-3-klor-
indol-1-il szerkezeti elemre cseréltik. Nagy Oromiinkre
az igy kapott, egyszeriisitett benzilamin linkert tartalmazé
vegyiilet (32, 17. abra.) magas human B1 receptor affinitast
mutatott (human B1 receptor affinitas K, = 10.1 nM; MK-
0686 K. = 2,4 nM), igy megfelel6 kiindulopontot jelentett az
optimalizaciohoz.

F 0O

F
LNH O
PN T o,
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32

17. Abra. A kdveté program vezérmolekulaja.

A molekula els6ként kezelendd problémaja a megkivantnal
alacsonyabb metabolikus stabilitdsa volt (human/patkany
48%/23% maradék vizsgalt vegytilet; kritérium: 70%/60%),
melyet feltételezéslink szerint elsdsorban az észtercsoport
jelenléte okozott. Ezért kiilonb6zd észter-bioizosztereket
épitettiink be a molekuldba a metoxikarbonilcsoport
helyére. Az igy kapott vegyliletcsalad egyes tagjai mar
metabolikusan stabilak voltak és in vitro penetracios
tesztekben a kovetelményeknek megfeleld eredményt
adtak, igy lehetévé valt egy vezérmolekula kivalasztasa
(szerkezeti képlet nélkiil). A vezérmolekulat koriilvevd
kémiai tér benépesités¢hez a leghatékonyabb eszkdznek a
parhuzamos szintézis igérkezett. Ennek el6készitéseként
a molekulacsalad eldallitasara alkalmazott konvergens
szintézisut négy kiindulé szintetikus elemének (17. abra.
A, B, C, D) megfeleld szintetikus ekvivalensek készletét
hagyomanyos szintézissel ¢és kereskedelmi forgalomban
kaphat6 vegyiiletek beszerzésével feltoltottik. A szerkezeti
valtoztatasokra a receptor affinitas szempontjabol leginkabb
érzékeny kozépso régiot (B, C) érinté modositasok esetén
egy-egy példat eldallitottunk €s a mért human B1 receptor
affinitasi értékek alapjan dontottink az adott épitdelem
felhasznalasardl. Ezt kovetéen az Osszegytjtott A, B, C,
és D elemekbdl egy 2800 molekulat tartalmazé virtudlis
konyvtarat épitettiink, melyet in silico mddszerrel (szamolt
fiziko-kémiai paraméterek, oldhatdésag ¢&s penetracio
predikcio) ¢és szintetikus hozzaférhetdség (ido- ¢és
koltségkorlatok alkalmazasa) szempontjabol eldszirtiink.
Az ezt kdvetd szintetikus kampanyban végiil 234 vegyiilet
késziilt el, melyeket egy célszerien megvalasztott in
vitro tesztsorozaton megvizsgaltunk. Az egyes tesztek és
kritériumok, valamint az azokat teljesitd molekuldk szama
a kdvetkez6 volt:

e human B1 funkcionalis gatlas > 50% (tesztvegyiilet
koncentracio: 30nM): 121 vegyiilet
e human B1 receptor kotodés Ki < 10 nM: 90 vegyiilet
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e human B1 funkcionalis gatlas IC50 < 10 nM: 83

vegyiilet

e metabolikus stabilitas, maradék vizsgalt vegyiilet >
70/60 % (human/patkany): 51 vegyiilet

e penetracio Caco-2 sejteken, P> 10x10-6 1/cm?,
PDR < 4: 29 vegyiilet.
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18. Abra. A vezérmolekula optimalizalasa soran az elsédleges in vitro
tesztekben sikeresen szereplé 29 molekula épitdelemei.

A 29 vegyiilet a 18. dbran lathat6 szerkezeti elemekbdl épiilt
fel.

A tovabbi vizsgalatokat (tobbek kozott CYP enzim gatlas és
indukcio, hERG gatlas vizsgalata, patkany farmakokinetika,
fajdalomcsillapito hatas human B1 receptort overexpresszald
transzgén egéren, valamint kardiovaszkularis biztonsagi
vizsgalat) két vegyiilet élte tul és keriilt tovabbi vizsgalatokra.
Az Osszesitett vizsgalati eredmények elemzését kovetden
tovabbi preklinikai vizsgalatokat mar az ujabb fejlesztésre
kijelolt molekulaval végeztiik. (szerkezeti képlet nélkiil,
M, 565, hB1 receptor kotédesi K, 2,4 nM, funkcionalis IC,
0,5 nM, biohasznosithatosag patkanyban 47%). A 19. abran
lathatd, hogy az tUjabb jelolt tolerancia fellépése nélkiil,
eredményesen csokkentette a fajdalmat hB1 receptort
overexpresszald transzgén egérben CFA altal kivaltott
gyulladasos fajdalom teszt modellben.

[ZZ7) Vehicle (for 0.01 mg/kg)
3.0 i d 0.01 mg/kg p.o. b.id
: | [53 Vehicle (for 0.1 mg/kg)
I 0.1 mg/kg p.o. b.id
¥ *kk
— : *kk
o 2.5 | P *hk
\Ef 8% *xx 168% i
[ 0
E 204 f ok had 55% I 57 %
o f 34% 35%
o f 29%
< 15 |
| % |
[ f [
1.0 - — : T T T 1 T T
pre-CFA 1 4 5

Treatment days

19. Abra. A kévetd fejlesztési jelolt analgetikus hatasa CFA-indukalt
mechanikus allodynia tesztben B1R-t overexpresszald transzgén egéren
ismételt adagolas mellett. Maximum fajdalomkiiszob valtozasa (Log
TH; Atlag sz6ras) a kezelési napok fiiggvényében (Treatment days).
Statisztika: 2-utas ANOVA/Tukey teszt *p<0.05;**p<0.01;***p<0.001.

Koszonetnyilvanitas

A szerzok koszonetiiket fejezik ki a Richter Gedeon Nyrt.
Bradykinin B1 programjaban dolgozé alabb felsorolt
minden kutatojanak és kozremiikodojének: Balogh Gydrgy
Tibornak, Baldzs Ofttilianak, Boros Andrasnak, Buckle
Dereck-nek, Bugovics Gyulanak, Dallosné Szvetlananak,
Dezsé Péternek, Farkas Sandornak, Fodor Laszlonak,
Galgoczy Kornélnak, Gullerné Lados Zsuzsannanak,
Halasz Attilanak, Hada Viktornak, Heilinger Evénak,
H¢jjas Krisztinanak, Horvath Csillanak, Horvath Irénnek,
Hodoscsek Barbaranak, Karsai Editnek, Kiss Roébertnek,
Ko6nczol Arpadnak, Kis-Varga Agnesnek, Kolok Sandornak,
Komlédi Zsoltnak, , Késa Janosnak, Krajcsovicz Zoltannak,
Liko6 Istvannak, Linke Nikolettnek, Mako Evénak, Magdd
Ildikénak, Molnar Laszlonak, Nagy Joézsefnek, Orosz
Szabolcsnak, Papp Andrea Madrtanak, Perényi Zsoltnak,
Polgar Timeanak, [Ronai Andrasnak], Selényi Gydrgynek,
Schmidt Evanak, Stark Holger-nek, Szalai K. Katalinnak,
Szantay Csabanak, Szondiné Kordas Krisztinanak, Tar
Miklésnak, Tarcsay Akosnak, Tarnawa Istvannak, Téth
Szilvidnak, Trafikdnt Gabornak, Vastag Monikanak,
Visegrady Andrasnak és [Tony Ainsworth-nek|.
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Bradykinin B1 receptor antagonist research for the
treatment of pain

Bradikinin B1 receptors, expressed in peripheral tissues following
injury, mediate the effects of kinins provoking a number of acute
and chronic inflammatory pathways resulting in pain, edema and
vasodilatation. Studies support the hypothesis that the antagonists
of these receptors will be effective anti-inflammatory drugs treating
rheumatoid arthritis, osteoarthritis, inflammatory bowel disease
and other inflammation related diseases.

In this article medicinal chemistry strategies providing a
pharmacological tool and a preclinical development candidate with
excellent in vivo activity, as well as a drug candidate under phase
II clinical trials are presented, starting from competitors’ bradikinin
B1R antagonists and a high throughput screening hit.

At the beginning of the project a screening cascade was
implemented to facilitate the identification of functionally active
antagonists selectively binding to the B1 receptor with gopod ADME
properties, suitable for in vivo animal studies. The latter consisted
of mouse formalin test, complete Freund’s Adjuvant (CFA) induced
monoarthritis pain test in rats, lysDABK induced ear edema test and
CFA-induced chronic monoarthritis test in rabbits, in accordance
with the species specificity of the individual compounds.

The first approach started from a B1 receptor antagonist structure,
with quinoxalinone central core and subnanomolar affinity,
published by Merck and was supported by an in-house built
homology model. The essential structural features assuring
the peptidomimetic spatial arrangement of pharmacophores
were retained but the central core and the basic side chain was
modified to obtain patentable compounds with improved drug-like
properties. The main issue to be faced during optimization was

the high human metabolic clearance which could be overcome by
applying appropriate substitution on ring C of the phenanthridine
scaffold in the best compound containing a unique saturated basic
amine side chain. Compound 12 dose dependently alleviated the
CFA-induced joint pain in rats with effectiveness in a lower dose
range than the reference compounds and henceforth was used as a
pharmacological tool in animal models.

Subsequently a HTS campaign was carried out which resulted in
the identification of an acylamino sulfonamide derivative hit with
sub-micromolar B1 receptor antagonist activity. In the extensive
optimization program a major breakthrough came when the
carboxamide bond was reversed and different basic amine side
chains were attached to the benzoic acid derivative so obtained,
to enable the selection of a lead compound. Further optimization
comprised the incorporation of amino-acid and saturated ring
building blocks into the side chain and the change in aromatic ring
substitution pattern to improve physicochemical properties and
metabolic stability as well as maintain nanomolar efficacy. The
application of parallel synthesis resulted in the identification of
the first preclinical candidate, a selective, metabolically stable and
safe B1 receptor antagonist molecule (no structure given) which is
highly effective in animal models of inflammatory pain.

At this point of the project a follow up program was launched based
on scaffold hopping of MK-0686, a non-basic, brain-penetrant B1
receptor antagonist, developed by Merck. The novel hit structure
obtained by the replacement of the terminal phenyl group of the
competitor compound with an indole ring had high B1 receptor
affinity but low metabolic stability, which was attributed to the
vulnerability of the ester group attached to the indole moiety. The
introduction of a number of ester bioisosteres improved ADME
properties and permitted the selection of a lead compound (no
structure given). In order to populate the chemical space around the
lead a virtual library, consisting of 2800 structures, was generated
and 234 molecules were synthesized following prioritization.
Funneling of the compounds through the complete in vitro and
in vivo screening cascade led to the nomination of the back-up
preclinical development candidate (no structure given) which
had an analgesic effect in a repeat-dose study in the CFA induced
plantar allodynia pain model in B1R overexpressing transgenic
mice with no development of tolerance.
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2H-1,2,3-Benzotiadiazin-1,1-dioxidok eloallitasa, redukcios
és alkilezési reakcioik. Egy érdekes mezoionos vegyiiletcsalad
szintézise

PORCS-MAKKAY Marta,” PANDUR Angéla, SIMIG Gyula és VOLK Balazs
Egis Gyogyszergyar Zrt., Kereszturi ut 30-38, 1106 Budapest, Magyarorszag

1. Bevezetés

Szamos publikacié és szabadalmi bejelentés foglalkozik a
ftalazin (1), valamint a ftalazinon (2) alapvazat tartalmazo
vegyiiletek biologiai hatasaival (1. abra). Az 1 altalanos
képletli vegyliletek ismert parazita ellenes szerek,' az
AMPA/kainat receptor allosztérikus modulatorai® és
foszfodieszteraz-4 (DPE-4) inhibitorok.> Alkalmazhatoak
tovabba a protein-kindz altal kozvetitett betegségek?
és a depresszio kezelésében® A 2 altalanos képletii

1 1
' | N/R RN
|
X N\RZ \RZ
3
1 R
W OO W OO
s °s?
X7 | 12’}]H X | 12NH
X 42N X 43N
4R 5

analogonjaik esetében is nagyszamti farmakologiai ¢és
terapias hatast emlitenek meg az irodalomban, a poli(ADP-
rib6z) polimeraz (RARP) gatlastol®’ a gyulladasgatlo
hatasig.® A vegyiiletcsalad mas képvisel6i pedig sejtvédd
tulajdonsagukrol,’  illetve  antiallergids  hatasukrol!
ismertek. Az emlitett vegyiiletekhez hasonld szerkezetii
1,2,3-benzotiadiazin-1,1-dioxid csalad (3) néhany ismert
tagja CRTH-2 antagonista,’ illetve baktérium- és gombaold
hatasu szer."

R', R?, R3 = H, alkil, aril
X = kilonféle szubsztituensek

1. Abra. Az irodalombél ismert ftalazin (1), ftalazinon (2) és 1,2,3-benzotiadiazin-1,1-dioxid (3—5) vegyiiletcsaladok.

Az 1 ¢és 2 vegyiiletcsaladok képviseldinek a szintézise jol
dokumentalt,'? ezzel szemben a 3-5 (1. abra) vegyliletek
eléallitasara és kémiajara vonatkozo irodalom meglehetésen
szegényes. Az 5 (X=H)" vegyiileten kiviil, az irodalomban
csak néhany olyan 4 képletl vegyiiletet emlitenek,
amelyek a 4 helyzetben amino," hidrazino'® vagy fenil'
szubsztituenst hordoznak. Ugyanakkor az 5 (X=H)
vegyiileten kiviil, a 4-es helyzetben szubsztitualatlan, az
aromas gylrin viszont kiilonféleképpen funkcionalizalt
szarmazékok (5, X#H) ismeretlenek az irodalomban.

) Y on—= | o g
e 0 e 0 > > >
X 0 X L/> X L/> N />
|~O |~O (0]
R R R R

R = alkil, aril
X = kulonféle szubsztituensek

2. Abra. 4-Alkil és 4-aril-2H-1,2,3-benzotiadiazin-1,1-dioxidok elallitasa.

“ Tel: +36204433740; e-mail: porcs-makkay.marta@egis.hu

Kutatasaink soran korabban mar foglalkoztunk olyan,
potencialisan anxiolitikus hatast 2H-1,2,3-benzotiadiazin-
1,1-dioxid szarmazékokkal, amelyekben a 4 helyzetben
alkil (4, R=alkil)," illetve aril (4, R=Ph vagy szubsztitualt
Ph) csoport van. Egy széles korben altalanosithato eljarast
dolgoztunk ki a 4 (R=alkil, aril) célvegyiiletek eldallitasara.
Aceto- és benzofenonokbdl nyert 1,3-dioxolanok orto-
litialt szarmazékainak klorszulfonalasaval kaptuk azokat az
orto-klorszulfonil ketalokat, amelyekbdl a ketal hidrolizisét
kovetd hidrazinos gytriizarassal jutottunk 4 (R=alkil, aril)
vegyliletekhez (2. dbra).'1?

o_,0
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S\I\IIH
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R
4
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Az Egis Gyodgyszergyarban a kozponti idegrendszerre
haté (CNS) anyagok kutatasa soran célul tiztik ki 5
képletii vegyiiletek és ezekbdl a megfeleld telitetlen €s
telitett szarmazékok, valamint ezen vegyiiletek nitrogénen
szubsztitualt szarmazékainak eléallitasat.® A 2 és 3 helyzetli
nitrogének metil-, illetve etil-jodiddal torténd alkilezésével
(3. abra, 6) annak a lehetdségét vizsgaltuk, hogyan lehet
ezekbe a helyzetekbe sokkal bonyolultabb szerkezeti,
potencialisan CNS hatast hordoz6 funkcids csoportokat [pl.
(w-dialkilamino)alkil] beépiteni.?'*? Jelen kozleményiinkben
ezen kutatasi eredményeinkrdl szamolunk be.

S /O e x O\\ //O 1
S redukalas és X S\N,R
X [ NH_alkilezes AR
NS _N S N~R2
6

R!,R? = H, Me, Et

3. Abra. A 2H-1,2,3-benzotiadiazin-1,1-dioxidok redukciojaval,
alkilezésével eléallitott 3,4-telitett 2,3-dialkil szarmazékok.

2. Eredmények

Elsédleges célunk tehat a 4 helyzetben szubsztitualatlan
2H-1,2,3-benzotiadiazin-1,1-dioxidok (5) szintézisének
kidolgozasa wvolt. Az 5 vegyliletek egyetlen ismert
képvisel6jének (5, X=H)'* kulcsintermediere a natrium
2-formil-benzolszulfonat, amely a 2-metil-benzolszulfonsav
oxidacidjaval® vagy a 2-klor-benzaldehid natrium-
szulfittal torténd nukleofil szubsztitacidjaval* allithatd eld.
Mivel egyik moddszer sem altalanosithato mas aromads
szubsztiticidos mintazatok esetén, alternativ utat kellett
keresniink. A legigéretesebbnek az az eljaras tnt, amely
soran kiilonféle szubsztituenseket hordozo benzaldehidekbdl
kiindulva, a formil funkciot egy utélag konnyen eltavolithatd
védocsoporttal olyan szubsztituenssé alakitjuk, amely
litidlasi reakcidban orfo iranyitd csoportként mitkodik, és
igy az orto-litidlt szarmazék klérszulfonalasaval juthatunk a
kulcsintermedierhez. Amennyiben a kiindulési benzaldehid
szubsztituensei nem tettek lehet6vé hatékony iranyitott
orto-litialast, megfeleléen védett orto-brom-benzaldehiden
brom-litium cserét végeztiink.

R1 R1
2 2
R a R
— O/>
R3 CHO R3 |Lo c 1
10b,c.e 11b,c.e H R
R? Li
e
O/> —
R R R? |LO
R? Br b R2 Br d ga-d H
’ O/>
R3 CHO R3 |Lo
12a,d 13a,d H
R R
R2 so,cl h R SO,NHNHAG
o Sy T Ky
R’ R3 L R Lo
2 . | ] | J R1
R SO,Li 7abd H 14b,d H 5 0.0
» O/> R \NH
R3 |Lo 9 _N
A \ R3
9a-d R’ 5a-d
R2 Br k
R3 CHO
15a-d

4. Abra. Reagensek és reakciokoriilmények: (a) HO-(CH,),-OH, toluol, forralds, 612 ¢6ra, 84-100%; (b) HO-(CH,),-OH, toluol, forralds, 5 6ra, 90%; vagy
MW, 2 éra, 77%; (c,d) BuLi, THF, =78 °C; (e) SO,, THF, —78 °C-rél szobahémérsékletre, 69-100% 11 vagy 13 vegyiiletekre szamolva; (f) SO,Cl,, hexan, -5
és 0 °C kozott, 1 ora, 74-98%; (g) 1. lépés: SO,ClL,, hexan, -5 és 0 °C kozdtt, 1,5 6ra; 2. 1épés: H,SO,, CHCL,, szilikagél, szobahdmérséklet, 3 h, 32-78% 11¢
vegyiiletre szdmolva; (h) H,N-NHAc, IPA, 0 °C-r6l szobahdmérsékletre, 212 6ra, 76-96%; (i) H,SO,, CHCI,, szobahdmérséklet, 20-30 6ra, 54-88%; (j)
10%-os vizes HCI, forralas, 2,5-3 6ra, 56-87%; (k) N,H,-H,0, THF, szobahdmérséklet vagy forralés, 1-2 6ra, 20-89%.

Az egyes vegyliletek szintézisének meghataroz6 1épéseit az
1. Tablazatban foglaltuk dssze.
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1. Tablazat. A vegyiiletek szintézisének meghatarozo 1épései:

Magyar Kémiai Folydirat - Kozlemények

5, 6, 8-15 R! R? R} A szintézis meghatarozo 1épései
a H H H b, f, i
b Cl Cl H a,f,hvagya,f,i
[ Cl OMe H a,g
d H H OMe b, f, hvagyb,f,i
e H Cl H Alternativ eljaras (lasd 5. abra)

Eszerint a 10 benzaldehideket -etilénglikollal forralva
toluolban p-toluolszulfonsav jelenlétében a megfeleld 11
jelt 1,3-dioxolanokka alakitottuk at (4. abra). Hasonloan
jartunk el, amikor 12 orto-brombenzaldehidekbdl indultunk
ki, adott esetben mikrohullimt reaktorban dolgozva,”® 13
acetalokat allitottuk el6. A 12a bromszarmazék alkalmazasat
az indokolta, hogy irodalmi példak a 2-fenil-1,3-dioxolan®
(11a) sikertelen litidlasardl szamoltak be,*! amit sajat
kisérleteink is igazoltak. A 12d bromvegyiiletre azért volt
sziikségiink, mert csak brom-litium cserével juthattunk a
kivant 5d termékhez. A 2-(3-metoxi-fenil)-1,3-dioxolan
litialasa varhatdan a két szubsztituens k6zott, a kétszeresen
aktivalt pozicidban jatszodik le.’!

A 11 ¢és 13 acetalok tetrahidrofuranban (THF) butil-
littummal (BuLi) végrehajtott litidlasa, majd az aril-litium
kéndioxiddal torténd reakcidja a 9 litium-szulfinat sokat
eredményezte, amelyeket szulfuril-kloriddal reagaltatva a
megfeleld benzolszulfonil-klorid szarmazékka alakitottunk.
Ezt az oxidativ klorozast és azt kdvetden a reakcidelegy
feldolgozasat az esetek egy részében a védGcsoport
megtartasaval tudtuk végrehajtani, igy 7a,b,d vegyiileteket
nyertiik ki. A 2,3-diklor (7b) és 4-metoxi (7d) koztiterméke-
ket acetil-hidrazinnal reagaltattuk 2-propanolban (IPA),
igy a 14b ¢és 14d szulfonil-acetohidrazonokat kaptuk.
Savas forralassal egy-lombikos reakcidban jatszodott le az
acetal védécesoport eltavolitasa, a dezacetilezés, valamint a
gylirlizaras, 5b és 5d célvegyiileteket eredményezve.

cl Li
R O\\S//O . i ! O\\s 0 1. HEO vagy CO,
_N .78°C,2h _N 24-69 %
5b: R?=CI
5¢: R2= OMe

5. Abra. Alternativ eljaras a 2H-1,2,3-benzotiadiazin-1,1-dioxidok eldallitasara.

Hasonloképpen, ha 8-klor-7-metoxi-2H-1,2,3-
benzotiadiazin-1,1-dioxidot (5¢) litidltuk, majd vizzel
reagaltattuk, a 7-metoxi szarmazékhoz (S5g) jutottunk,
amely a 4-metoxi-benzaldehid acetdl kozvetlen litidladsaval
nem allithatd eld. Megjegyzendd, hogy ezek a litialasok
csak alacsony konverzidval jatszodtak le. Ha alacsony
hémérsékleten, —78 °C-on dolgoztunk, a kiinduldsi anyag
jelentds hanyadat visszanyertiik, mig 0 °C-on, a BuLi C=N
kettds kotésre torténd addicidja kdvetkeztében a 16a képletti

a

Alternativ eljarast alkalmaztunk 7a esetében: a dioxolan
védocsoport  lehasitdsa  tomény  kénsav  hatdsara,
kloroformban szilikagél jelenlétében kevertetve, a 2-formil-
benzolszulfonil-kloridot (15a) eredményezte. 7b-bdl és
7d-bdl hasonloan eldallitottuk 15b-t és 15d-t. A 9¢ 2-klor-
3-metoxi litium-szulfinat esetében az eldzdektdl eltérd
viselkedést tapasztaltunk, ugyanis szulfuril-kloriddal
reagaltatva, a reakcioelegy feldolgozasa utan 7c¢ ¢és a
megfeleld hidrolizalt szarmazék, 15¢ keverékét nyertiik ki. A
hidrolizis teljessé valt, amikor az elegyet kénsav jelenlétében
kevertettiikk. A 15a—d vegylileteket hidrazin-monohidrattal
reagaltatva Sa—d célvegyiileteket allitottuk eld.

A 2-(4-klor-fenil)-2-metil-'*  és  2-(4-klor-fenil)-2-fenil-
1,3-dioxolan' litidlasa sordn szerzett tapasztalatok
alapjan megfogalmazott varakozasainkkal ellentétben, a
2-(4-klor-fenil)-1,3-dioxolan (11e) litidlasa butil-littummal
sikertelennek bizonyult, még akkor is, amikor erélyesebb
reakcidkoriilményeket alkalmaztunk (THF-ban —78 °C —r6l
rendre +50 °C-ra emelve a litidlass homérsékletét).
Kovetkezésképpen 5e vegyiilet szintézisére egy alternativ
utat kellett keresniink. Arra alapozva, hogy a szulfonamid
csoport er6s orto iranyitdo hatassal rendelkezik,3
megkiséreltiik a klor—litium cserét kivaltani a 7,8-diklor-2H-
1,2,3-benzotiadiazin-1,1-dioxid (5b) molekuldban. Valdban,
5b vegytilet butil-littummal reagaltatva, majd az aril-litium
sOt vizzel bontva 69%-os termeléssel eredményezte a vart
5e vegyiiletet (5. abra). A litium sét szarazjéggel reagaltatva
a 8-karboxi-7-klor szarmazékhoz jutottunk (5f), amely
alkalmas lehet tovabbi funkcionalizalasra.

Rlo. o

o _,0
N N\
R2 N7 S:
_N NH

16a: R'= CI, RZ= OMe

.R1= 2_
Se:R'=H,R"=Cl 16b: R' = CI, R2=Cl

5f: R'=COOH, R2=Cl
5g: R'=H, R?= OMe

4-butil szarmazek lett a fétermék. Hasonlo addicios terméket
(16b) 5e vegyiilet mellett is azonositottunk '"H NMR alapjan,
de 5b-bdl kiindulva csak nyomokban képzddott.

Az gy eldallitott 2H-1,2,3-benzotiadiazin-1,1-dioxidok
alkilezését eldszor a szubsztitualatlan alapvegyiilet (5a)
metilezésével kiséreltik meg, metil-jodiddal, N,N-dimetil-
formamidban (DMF), kalium-terc-butoxid (KOBuU')
jelenlétében. A vart, a 2 helyzetben szelektiven lejatszodo
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metilezés helyett kétkomponensti keveréket kaptunk,
amelyben az OsszetevOk 1,7:1 molaranyban voltak jelen,
osszehasonlitva az 'H NMR spektrum 6=3,61 és 4,08 ppm-
nél jelentkezd metil jeleinek az intenzitasat. Ugyanakkor,
ha a metilezést THF-ban hajtottuk végre natrium-hidridet
(NaH) hasznalva bazisként, a nyers reakcioelegy ugyanezt
a két komponenst tartalmazta, de az el6z6tdl eltérden, 1:1,5
molaranyban.
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A reakciotelegy feldolgozasa soran vilagossa valt, hogy a
két komponens egymastdl konnyen elvalaszthatd anélkiil,
hogy kromatografidss modszert kellene alkalmaznunk,
ugyanis jelentdsen eltér az oldékonysaguk vizben, valamint
szerves oldoszerekben. A két kristalyos vegytiletnek azonos
a moltdmege. Az egyik termék metil csoportja 3,61 ppm-
nél (‘H NMR) és 35,5 ppm-nél (*C NMR) adott jelet, ami
megfelelt a vart 2-metil szerkezetnek (17a, 6. abra).

8 O\\S/,O 1. bazis 0\\8/,0/ Ny’ O\\S/O_
7@(1/2’\1“4 oldoszer (j;\N N (:CN . ©CN
6 2N 2 Vel N N N
5 4 szobahomérs.
5a 45 perc 17a 18a 19a
(nem észlelt)
bazis |oldészer molarany a nyers reakcidelegyben izolalt termelés (%)
(17a :18a: 19a) 17a 18a
KOBu! | DMF 1,7: 1 :0 39 29
NaH THF 1 :15:0 22 34

6. Abra. A szubsztitualatlan 2H-1,2,3-benzotiadiazin-1,1-dioxid alkilezése.

Ezzel szemben a masik termék metil jele szignifikansan
eltolodott (6=4,08 és 52,5 ppm 'H NMR, illetve *C
NMR spektrumokban), ami arra utalt, hogy egy erdsebb
elektronvonzd atomhoz, feltehetbleg egy pozitiv toltésii
nitrogénhez (18a) vagy oxigénhez (19a) kapcsolodik. A
pontos szerkezet igazolasahoz tovabbi NMR vizsgalatokra
volt sziikség. A metil csoport ¢s a 4 helyzeti C atom kdzott
mért long-range korrelaci6 'H-"C HMBC NMR-ben,
valamint a metil csoport és a 4 helyzeti H atom kdzotti
NOE hatas a mezoionos 18a szerkezetet valoszinisitették.
A vegyliletek egykristaly rontgen felvételei egyértelmiien
igazoltak a 17a és 18a szerkezetet (7. abra) 3>

a2 A . o 2 L B
T Nt N ™

TN T
’H

f\’ = _e \J\/“ ~02

c? % ®

7. Abra. 17a (balra) és 18a (jobbra) vegyiiletek molekularis diagramija.

A 2H-1,2,3-benzotiadiazin-1,1-dioxidok kdrében mezoionos
szerkezetr6l nem tesz emlitést az irodalom. A legkozelebbi
analogiat a 2-alkilftalazin-2-ium-4-olat (20, 8. abra)
vegyiiletcsalad mutatja, amelynek egyes képvisel6it
egykristaly rontgen mérési eredményekkel is jellemezték.*

A 2H-1,23-benzotiadiazin-1,1-dioxid (5a) alkilezésekor
megfigyelt reakcidt sikeresen kiterjesztettik az aromas
gytirtin kiilonféleképpen szubsztitualt Sb-e szarmazékokra.

Ezekben az esetekben is, a KOBu' alkalmazasa DMF-ban a
2-alkil-, mig a NaH THF-ban a 3-alkil szdrmazékok (17, ill.
18) képzddését segitette eld. A két alkil szarmazékot minden
esetben egyszeri modszerekkel szét tudtuk vélasztani
anélkiil, hogy kromatografids elvalasztast alkalmaztunk
volna (10. abra).

O O
LYTSN A N-
R—l " <—>R—| l

= /N\R3 = /mR3

R? R?

20

8. Abra. Ftalazonok mezoionos szerkezetei.

Az éltalunk emlitett vegytileteknek egy masik figyelemre-
méltd analogonjardl (21, 9. abra) szintén beszamoltak®. 21
vegyliletben a kotéshosszak és kotésszogek megkozelitik a
18a esetén mért értékeket.

o, O

N\l

oZN\Ej/S\\,Tj
.
j/N\S

9. Abra. Mezoionos szerkezetii szulfonil-hidrazid analogon.

21

Az aromas gylrin szubsztitudlatlan Sa 2H-1,2,3-
benzotiadiazin-1,1-dioxid alkilezése etil-jodiddal a vart 17f
¢és 18f vegyiileteket eredményezte.

A tovabbiakban a 17 és 18 képletii vegyiiletek telitésével
és a 2, illetve 3 helyzetben vagy mindkettében alkilezett
telitett vegyliletek eldallitasaval foglalkoztunk. Célunk
annak megallapitasa volt, milyen sorrendben és modszerrel
érdemes a telitést és alkilezést elvégezniink (11. abra).
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1 2
1 0 1.KOBU' . 0. O 1 NaH . 0, 0" LT J E I:
R SR L DMF RAASSG The Ry Son b .

o [i | [i \ b Me | 7-CI 8-Cl
RSN N 2RI Ft;zy\ N 2RI RN c Me | 7-MeO | 8-Cl

sz.h, 45 perc 5 sz.h, 45 perc R d Me | 6-MeO H

17 5 18 e Me | 7-Cl H

f Et H H

10. Abra. 2H-1,2,3-Benzotiadiazin-1,1-dioxidok alkilezési reakcioi.

Az 5a vegyiiletet sikerteleniil probaltuk 10 bar nyomason
Pd/C katalizator jelenlétében katalitikusan hidrogénezni
22a vegylletté. Ugyanakkor Sa ¢és az N(3)-alkil 18
vegytiletek PtO, katalizatorral (C eljards) a legtobb esetben
elfogadhato termeléssel eredményezték a megfeleld telitett

, o 0O Rt 8 0.0
7 S\‘N B eljaras 29-48% \ H
[‘/\ N [:j;

R? R

18

C eljéras, 73-75% C eljaras
vagy
D eljaras, 80-96% E eljaras

G eljaras, 23%
(24a esetében)

:
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szarmazékokat. Meglepé modon, a 17a 2-metil szarmazékot
egyaltalan nem, a 17b-t pedig csak nagyon alacsony
termeléssel sikeriilt redukalni hasonlé koriilmények kozott.
A katalizator mennyiségének novelése sem moddositotta a
termeléseket.

R1 O\\ //O R
A eljaras, 37-55% S-S
VA | — r\ll
R2

42-75% C eljaras, 33%
(23b esetében) vagy
58-96% E eljaras, 29-100%

R1__ 9P R Aeljérés, 16% g1 0.0 _
[\j;‘NH F eljaras, 46-63% [\ (23a, kromatogr. utén) [\£N
1 <— )
/S N‘R s NH
R? 2 R2
2 23
Aeljéras, R 9P Me [5.22] R [R? 17,18,2225| R' | R? [ R
51-72% [IN a | H |H a 01 ha Tve
vagy 7N b [ 7-Cl [8CI
B eljaras RZ 5,5 R PR b 7-Cl | 8-Cl| Me
33-38° -
: R 00 g e | 7Cl | H d 6-MeO| H | Me
A eljaras, 41% [\jCN e 7-Cl | H | Me
| Aelaras, 41% )
(R', RP=H, R=Me) /S >y g H | H |Et
26 h  [6-MeO| H | Et

11. Abra. 4 eljards: KOBU, Mel vagy Etl, DMF, szobahdmérséklet, 0,5-9 ora. B eljaras: NaH, Mel vagy Etl, THF, szobahdmérséklet, 0,55 ora. C eljaras:
H,/PtO,, AcOH (23b esetében) vagy THF+AcOH, 10 bar, szobahémérséklet. D eljdardas: NaBH,, MeOH, szobahdmérséklet, 1-5 ora. E eljards: NaBH,/TFA,
CH,CIl,, 0-5 °C, 1 ora. F eljards: CH,0, H,/Pd/C, AcOH, 10 bar, szobahdmérséklet. G eljards: CH,O, H,/PtO,, AcOH, 10 bar, szobah6mérséklet.

Tapasztalataink alapjan a hidrides redukcié altaldnosan
alkalmazhat6 és hatékony eljarasnak bizonyult a C=N kd&tés
telitésére az 5, a 17 és a 18 vegyiiletcsaladoknal, 22, 23 és 24
3,4-dihidro szarmazékokat eredményezve. Ha a mezoionos
szerkezeti 18 vegyiileteket natrium-tetrahidroborattal
(NaBH,) redukaltuk metanolban (D eljards), magas
termeléssel nyertiik ki a vart 24 telitett termékeket. Ezzel
szemben 5 és 17 vegyiiletek atalakitdsa a megfeleld 22 és
23 vegyitiletekké sokkal erélyesebb reakciokoriilményeket
igényelt. A natrium-borohidriddel trifluorecetsav (TFA) és
CH,Cl, elegyében végzett redukcio (E eljards) a2 helyzetben
szubsztitualatlan (22a—e) és a 2-alkil (23a—e) szarmazékok
teljes sorozatat szolgaltatta, kdzepestol kivaloig terjedd
termeléssel. A 2. tablazatban foglaltuk 6ssze valamennyi
redukcios 1épés termelését.

A tovabbiakban a 22 vegylletek alkilezési reakcioit
vizsgaltuk. Célunk 2-alkil (23), 3-alkil (24) és 2,3-dialkil
(25, 26) szarmazékok szintézise volt. Valamennyi
probalkozasunk, hogy 22a  vegyiiletet szelektiven
monoalkilezziik a 2 helyzetben, DMF-ban Mel-dal KOBu'
jelenlétében  kiilonféle  reakciokoriilmények — kozott,
sikertelennek bizonyult. Végiil is a 22a,d,e vegyiileteket a
3 helyzetben reduktiv alkilezéssel sikeriilt szubsztitudlnunk.
Amikor az emlitett vegyiileteket hidrogén atmoszféraban
Pd/C  katalizator  jelenlétében  paraformaldehiddel
reagaltattuk (11. abra, F' eljards), kozepes termeléssel ugyan
(46-63%), de a vart 24a,d,e 3-metil szarmazékokat kaptuk.
24a-t reduktiv alkilezéssel kozvetleniil 5a-bol is sikertilt
egy-edényes reakcioban (G eljaras) eldallitanunk. Ez utdbbi
esetben viszont PtO, katalizatort kellett alkalmaznunk,
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2. Tablazat. A kiilonbozo eljarasokkal végrehajtott redukalasok termelései

167

5—-22 17 — 23 18 — 24
Eljaras®
a b d e a b d e g h a b d e g h
C 42 75 0 60 0 33 -b - - - 75 73 - - - -
D 0 - - - 0 - - - - - 92 91 96 80 80 95
E 58 96 65 85 91 99.6 29 48 84 76 - - - - - -

“C eljaras: H,/PtO,, AcOH (5b esetében) vagy THF+AcOH, 10 bar, szobah8mérséklet. D eljards: NaBH,, MeOH, szobahSmérséklet, 1-5 6ra. E eljards:

NaBH,/TFA, CH,CL,, 0-5 °C, 1 6ra.

b A reakciot nem végeztiik el, egy 1ényegesen hatékonyabb utat valasztottunk.

és csak alacsony termelést értiink el (23%), dsszehasonlitva
24a két 1épésben tortént eldallitasaval 5a-bol kiindulva.

A 2,3-dialkil szdrmazékok kozil eldszor a 25a vegyiiletet
23a 3 helyzetben vald metilezésével akartuk eldallitani.
A 22a vegylilet 24a-va torténd atalakitasanal sikeresen
alkalmazott reduktiv alkilezési modszerrel (F eljaras)
azonban nem jartunk sikerrel. Ugyanakkor 24a,b,e,g
vegyiileteket elfogadhaté termeléssel tudtuk 25a,b.e,g

dialkil szarmazékokka alakitani, Mel-dal DMF-ban

o

szarmazékok eldallitasanal az alkil csoportot eldszor a 22
kiindulasi anyag 3 helyzetébe kell beépiteni. A masodik
alkilcsoport bevitele 24a,d vegyiiletek 2 helyzetébe
Iényegesen kedvezébb az 4, mint a B eljarassal.

Az elmondottak alapjan 22-25 vegyiiletek eldallitasa

kiilonféle utakon lehetséges. Az aromas gylriin
szubsztitualatlan modellt valasztva példaként, a 3.
tablazatban  Osszefoglaltuk a  23a-25a  vegyiiletek

eléallitasara kiprobalt valtozatokat, feltiintetve a kiilonbozd

KOBuU jelenlétében. Kovetkezésképpen a 25 és 26 dialkil reakcidsorozatokkal elért Ossztermeléseket, kiemelve
koziilik a legjobbakat.
3. Tablazat. 23a—25a vegyiiletek eloallitasanak lehetséges valtozatai
Ve(;/:i_let Reakcid sorozat Alkalmazott eljaras OSSZEZTeléS
5a — 22a — 23a Celjaras + A eljaras 7
5a — 22a — 23a E eljaras + A eljaras 9
2 5a — 17a — 23a A eljaras + E eljaras 36
5a — 17a — 23a B eljaras + E eljards 20
5a — 18a — 24a B eljaras + C eljards 26
5a — 18a — 24a B eljaras + D eljaras 31
5a — 18a — 24a A eljaras + C eljarads 22
24a 5a — 18a — 24a A eljaras + D eljards 26
5a — 24a G eljaras 23
5a — 22a — 24a Celjaras + F eljards 19
5a — 22a — 24a E eljaras + F eljards 27
5a — 18a — 24a — 25a B eljaras + C eljaras + A eljaras 16
5a — 18a — 24a — 25a B eljaras + D eljaras + A eljaras 19
5a — 18a — 24a — 25a B eljaras + D eljaras + B eljards 10
s 5a — 18a — 24a — 25a A eljaras + D eljards + A eljards 16
5a — 17a — 23a — 25a A eljaras + E eljaras + F eljaras 0
5a — 24a — 25a G eljaras + A eljaras 14

Végiil néhany érdekes megfigyelés 5a vegyiilet natrium-
tetrahidroborattal trifluorecetsav  és  CH,Cl, elegyében
végzett redukciojaval kapcsolatban (E eljaras). Ha Sa-t
2 ekvivalens (ekv) NaBH -tal nagy feleslegben (13 ekv)
hasznalt TFA jelenlétében szobahdmérsékleten reagaltattuk,

tobbkomponensi termékelegy képz6dott, amely a vart 22a
mellett, a 27 N(3)-(2,2,2-trifluoretil) szarmazékot és a 28
aminalt is tartalmazta (12. abra), 1,9:2,4:1 molaranyban ('H
NMR alapjan). A harom komponenst tisztan 24, 28, illetve
8%-o0s termeléssel, kromatografids modszer alkalmazasaval
sikertilt kinyerni.
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NH 2 ekv NaBH4
_N CH,CL, TFA
sz, h., 2 6ra
5a 22a
(24%)

12. Abra. A NaBH /TFA redukalas termékei és lehetséges melléktermékei.

A reakciot 0-5 °C-on megismételve, a fenti molarany
5,25:1,45:1-re modosult. A legjobb eredményt akkor sikeriilt
elérniink, amikor csak 1 ekv redukaldszert hasznaltunk és a
redukciot 0-5 °C-on végeztiik. Ilyen koriilmények kozott a
reakcioelegyben a 28 melléktermék nem volt kimutathato,
¢és 22a telitett szarmazékot 58%-os termeléssel nyertiik ki a
nyerstermék atkristalyositasaval.

27 trifluoretil szarmazék a trifluorecetsavbol reduktiv
aminalasi reakcioban keletkezik. Karbonsavak reduktiv
aminalasat, azaz tercier aminok eldallitasat karbonsavakbol
szekunder aminokkal (NaBH,-tal kvaterner ammonium
sok jelenlétében) Perrio-Huard és mtsai ismertették az
irodalomban?®. Hasonld, az aromas®***°, benzil-*° és cikloalkil-
aminok***! nitrogén atomjan torténé 2,2,2-trifluoretilezést
irtak le, TFA jelenlétében NaBH,-tal vagy LiAlH, -del

\\ //
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\\ // \\ ’/ \\ ’/

CF3 CF

27 s

(28%)

20
(8%)

végre hajtott redukalds soran. Ismereteink szerint azonban
28 vegyiilethez hasonld aminal képzddését reduktiv
koriilmények kozott TFA és amin reakcidjaban nem irtak
meég le.

A 13. abran vazoltuk 27 és 28 vegyiiletek képzddésére
feltételezett reakcio-mechanizmust. A 33 kulcsintermedier
harom lehetséges tuton képzdédhet. A 22a vegyiilet és
trifluoracetaldehid (amely a reakcidelegyben a TFA-bol
képzédik NaBH,-tal torténd redukci6 soran) reakcidja a 33
intermedierteredményezi, amely két1épésben 31 trifluoracetil
szarmazékon keresztiil is képzddhet. Sa trifluoracetilezése
32 mezoionos szerkezetli benzotiadiazénium szarmazékhoz
vezet, amely redukcioval szintén 33 koztitermékké alakul.
Ennek az intermediernek a redukcioja a 27, mig 22a-val
torténd reakcioja a 28 vegyiilethez vezet.

<LN
NaBH, V“

o, 0 o, ,/o o, 0
S\NH TFA NaBH, Sen
| —_— -— |
NH \7& _Nt_O
22a 31 CF, 32 CF,
TFA CQCHN NaBH, / NaBH,
o, 0 o, ,/ 0,0 0.0
©/\S/NH NaBH, ©/\/ +22a ©/\S/\NH HN’\SD
—_— | |
N -HQO -H,0 NYN
27 C CF3 28 CFs3

13. Abra. A 27 és 28 melléktermékek képzédésének feltételezett reakcié mechanizmusa.

A 22a 3,4-dihidro vegyiiletet TFA-ban (13 ekv) reagaltatva
NaBH -tal (2 ekv), a reakcidelegyben 'H NMR spektrum
alapjan 27 és 28 termékeket 2,5: 1 molaranyban azonositottuk.
Ez az arany megkozeliti az Sa hasonld reakcidja soran
mért aranyt, arra utalva, hogy 5a-bol kiindulva a 27 és 28
vegyiiletek képzodése 22a-n keresztiil jatszodik le.

3. Osszefoglalas

Az 5 altalanos képletll, a 4 helyzetben szubsztitualatlan, az
aromas gytriin kiilonféleképpen szubsztitualt, uj 2H-1,2,3-
benzotiadiazin-1,1-dioxidok eldallitasara kidolgoztunk egy
eljarast, amelynek kulcslépése a 11 dioxoldn formajaban
védett 10 benzaldehidek orfo helyzetbe iranyitott, illetve a
13 brém szarmazékok brom—litium cserén alapuld litialasa.
Az igy képzodott 8 aril-litium intermedier kéndioxiddal

reagaltatva a 9 szulfinsav sokat eredményezi, amelyek az
aromas gylrii szubsztituenseit6l fliiggden tobbféleképpen
alakithatok tovabb az 5 célvegyiiletekké. Az egyik eljaras
szerint a 9 szulfinatot 14 szulfonil-acetohidrazidda alakitjuk
at a 7 klorszulfonil koztiterméken keresztiil, mikézben a
védbesoport valtozatlan marad, és csak az utolso 1épésben,
a gylrizaras koriilményei kozott hasad le. A masik eljaras
soran a véddécsoport eltavolitasa utan kapott 15 orto-formil-
benzolszulfonil-klorid ~ hidrazin-monohidrattal  torténd
gylriizarasa vezet az 5 célvegyiilethez. Az itt bemutatott
eljarasokkal, a jelen példdkon tulmenden, lehetségessé
valt a vizsgalt vegyiiletcsalad szamos mas képviseldjének
szintézise is.

A fenti eljarasokkal eldallitott uj vegyiiletcsalad (5)
metil-, illetve etil-jodiddal végrehajtott reakcidi alapjan
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megallapitottuk, hogy az alkilezés nem szelektiv, a 2 és a 3
helyzetben szubsztitualt szarmazékok elegye képzddik (17,
ill. 18). A reakciokoriilményektdl fiiggéen az egyik vagy a
masik alkil szarmazék valik a reakcid fétermékévé és a két
vegyiilet konnyen — kromatografia nélkiil — elvalaszthato
egymastol. Bebizonyitottuk, hogy a 18 monoalkil szarmazék
mezoionos szerkezetl, ezaltal uj, a 2H-1,2,3-benzotiadiazin-
1,1-dioxidok csaladjaban eddig ismeretlen struktirat
képvisel.

A célvegyiileteknek tekintett 25 telitett 2,3-dialkil szarmazék
eléallitasa céljabol vizsgaltuk a telitetlen 5 2H-1,2,3-
benzotiadiazin-1,1-dioxidok és megfeleld 17 N(2)- és 18
N(3)-alkil szarmazékaiknak a redukciojat és alkilezését
kiilonboz6 reakciokorilményeket alkalmazva és kiillonbdzo
sorrendben végrehajtva az elemi reakciolépéseket. A C=N
kettds kotés telitése soran szerzett tapasztalatok alapjan
arra a koOvetkeztetésre jutottunk, hogy a borohidrides
redukci6 alkalmasabb a katalitikus hidrogénezésnél.
Szamos szintézisutat vizsgalva megallapitottuk, hogy a 25
2,3-diszubsztitualt 3,4-dihihro-2H-1,2,3-benzotiadiazin-
1,1-dioxidok eldallitaisa a megfeleld 24 telitett 3-alkil
szarmazeékokon keresztlil valdsithatd meg. Az altalunk
kidolgozott uj eljaras lehetoséget ad 2, illetve 3 helyzetben
farmakofér  csoportotokat tartalmazé v 2H-1,2,3-
benzotiadiazin-1,1-dioxidok szintézisére.
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Preparation of 2H-1,2,3-benzothiadiazine 1,1-dioxides
and consecutive reduction—alkylation reactions thereof.
Synthesis of a family of compounds with an interesting
mesoionic structure

In the course of our study aiming at the synthesis of new agents
suitable for the prevention and treatment of anxiolytic disorders,
we investigated the synthesis and the alkylation-reduction reactions
of 2H-1,2,3-benzothiadiazine 1,1-dioxide derivatives.

A new, versatile synthetic route is disclosed here for the synthesis
of 4-unsubstituted 2H-1,2,3-benzothiadiazine 1,1-dioxides (5).
The key step of the synthetic route is a directed ortho lithiation of
benzaldehyde derivatives protected as dioxolanes (11) or bromine-
lithium exchange of their ortho-bromo congeners (13), followed by
introduction of the sulfinate group by using sulfur dioxide as the
electrophile for quenching the aromatic lithium salt. Thereafter, the
slightly different behaviour of the analogues variously substituted
on the aromatic ring necessitated the development of alternative
methods for the further conversion of the lithium sulfinate salts (9)
to the target compounds. According to one procedure, the sulfinate
group was transformed to sulfonyl-acetohydrazide (14) via the
corresponding sulfonyl chloride (7), while the dioxolane protecting
group was kept intact until the final cyclisation reaction leading to
the target compounds by the simultaneous removal of the dioxolane
function and ring-closure. In the course of the other variant, the
ortho-formylbenzenesulfonyl chloride (15), primarily prepared
by the acidic cleavage of the protecting group, was cyclised to the
corresponding 2H-1,2,3-benzothiadiazine 1,1-dioxide (5). Thanks to
the novel, versatile intermediates, i.e. the ortho-chlorosulfonylated
benzaldehydes and their dioxolane counterparts, the significance
of the synthetic route described above goes beyond the preparation
of these particular compounds, by rendering possible the synthesis
of various new compound families. It is worth mentioning that in
each case the synthetic version applicable or more advantageous,
should be selected taking into consideration the substituents and
their position in the aromatic ring of the starting aldehyde.

In our further research aiming at the preparation of central
nervous system (CNS) agents, possibilities were investigated for
the derivatization of 5 and related compounds. Thus, saturation
of the C=N double bond and alkylation of the unsubstituted
nitrogen atoms in position 2 or 3 (in this order or vice versa) were
envisaged in order to extend the scope of synthetic variations.
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While the introduction of more complex R groups with potential
CNS effects [e.g. (w-dialkylamino)alkyl, etc.] into positions 2
and 3 was also among our further plans, we decided to study the
reduction and selective alkylation issues of this compound family
first with simple alkylating agents such as methyl and ethyl iodide.
Alkylation of 2H-1,2,3-benzothiadiazine 1,1-dioxide (5a) was not
selective and led to the formation of both N(2)- and N(3)-alkylated
products. When KOBu' was used as the base in DMF, the N(2)-
alkyl derivative was the major product, while use of NaH in THF
favored the formation of the N(3)-alkylated mesoionic product.
Formation of a similar two-component mixture could be detected
starting from variously substituted 2H-1,2,3-benzothiadiazine
1,1-dioxides (Sb—e) on the aromatic ring, however the ratio of
the two products in the crude reaction mixture depended on the
character of the substituents. A selective work-up procedure was
claborated, thereby, despite the non-selective character of the
alkylation reaction, based on the significant difference between
the solubilities of the 2-alkyl (17) and 3-alkyl derivatives (18) in
organic solvents, the desired compound could easily be prepared in
each case. Nevertheless the minor compound could be isolated in
crystalline form from each reaction mixture as well. The mesoionic
structure of 3-alkyl derivatives (18) in the family of 2H-1,2,3-
benzothiadiazine 1,1-dioxides is unprecedented in the literature,
therefore it was studied in detail and beside the characterization
by elemental analysis and spectra, its structure was also defined by
single crystal X-ray measurements as well

Henceforth aiming at the elaboration of synthetic routes to N(2)-
and N(3)-alkylated or N(2),N(3)-dialkylated 3,4-dihydro-2H-
1,2,3-benzothiadiazine 1,1-dioxides, reduction and N-alkylation
reactions of the 3,4-unsaturated 2H-1,2,3-benzothiadiazine
1,1-dioxides were studied. Hydride reduction proved to be a general
and efficient method for the saturation of the C=N double bond of
compounds 5, 17 and 18. The reduction of mesoionic compounds
18 to saturated derivatives 24 with sodium borohydride in methanol
gave high yields. However, transformation of compounds 5 and 17
to 3,4-dihydro derivatives 22 and 23, respectively, required harsher
reaction conditions. The reduction with sodium borohydride in the
mixture of trifluoroacetic acid (TFA) and CH,CI, furnished the
2-unsubstituted (22) and 2-alkylated (23) 3,4-dihydro derivatives
successfully. Reduction of the C=N double bond with sodium
borohydride was unequivocally superior to catalytic hydrogenation.
During our first experiments performed with NaBH,/TFA, two
trifluoroethylated by-products were detected in the reaction
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mixture, which were isolated and identified by IR, NMR spectra
and elemental analysis. By optimization of the reaction conditions
(especially temperature and molar ratio of the substrate and
reagents, respectively), formation of these impurities could be
avoided and a mechanism for their formation was proposed as well.

As the next step, alkylation reactions of 3,4-saturated compounds
22 to 2-alkyl- (23) and 3-alkyl- (24) derivatives, and the synthesis of
dialkylated title products (25 and 26) were investigated. Reductive
N(3)-alkylation of compounds 22a,d,e with paraformaldehyde in
hydrogen atmosphere in the presence of Pd/C catalyst gave N(3)-
methyl congeners 24a,d,e in medium yields, A noteworthy difference
was observed between the reactivities of N(2)-unsubstituted (22a)
and N(2)-methyl derivative (23a) in the reductive N(3)-methylation
reaction. Our attempts to synthesize dialkylated derivative 25a
by methylation of compound 23a at the N(3) position under the

reductive methylation conditions applied for the transformation
of 22a into 24a, failed. Similarly, methylation of 23a with methyl
iodide was unsuccesful. Furthermore, N(2)-alkylation of compound
22a with Mel in the presence of KOBu' afforded the corresponding
N(2)-methyl derivative 23a only as a minor product. The preparation
of compounds 23 was more efficient via the NaBH /TFA reduction
of intermediates 17. N(2)-Methylation of compounds 24 with Mel
in the presence of KOBu' in DMF gave reasonable yields of the
corresponding N(2),N(3)-dialkylated products 25a,b,d,e. Thus, our
results suggest that the synthesis of the new N(2),N(3)-dialkylated
3,4-dihydro-2H-1,2,3-benzothiadiazine  1,1-dioxides (25, 26)
should pass through intermediates of type 24.

In conlusion, the variety of the synthetic routes specified above
offers a tool to prepare several new 2H-1,2,3-benzothiadiazine
1,1-dioxide derivatives by choosing the appropriate method.
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B-Karbolinvazas vegyiiletek szintézise
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1. Bevezetés

A B-karbolinok a biologiailag aktiv természetes ¢és
mesterséges  vegyiiletek nagy csaladjat  alkotjak.!
Legegyszertibb képviseldjik a p-karbolin, mas néven
norharman (1, 1. abra), amely f6leg névényekben? fordul el6,
de kimutattak baktériumok,* zsakallatok,* tengeri szivacsok®
és termeszek szervezetében is.® Az alkaloidok kozott a
C-gytrtiben kiilonb6zo telitettséget mutatd B-karbolinok
szintén jelentdsek. Az egyszeresen telitett 1-metil-7-metoxi-
3,4-dihidro-B-karbolin (harmalin, 2) a vegyiiletcsalad
legrégebben ismert képviseldje. 1841-ben izolalta Goebel
a gyogynovényként hasznalt sziriai rutafiibol (Peganum
harmala).” A kétszeresen telitett szarmazékokra egyszerii
példaként emlithetd a racém Il-metil-1,2,3,4-tetrahidro-f3-
karbolin [(£)-calligonin, 3], amely megtalalhaté tobbek
kozott az ezistflizben (Elaeagnus angustifolia),® illetve
kimutattak az évszazadok ota ételizesitéként hasznalt
szdjaszoszban is.’

5 4
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7 B \ C/ N 2
g 8a N~ 9 1
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N N
H Me H Me
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1. Abra. Egyszerii p-karbolin alkaloidok.

2. p-Karbolinok eléallitasa

A B-karbolingytirti kialakitasara foleg két régen ismert
modszert hasznalnak, melyeknek szamos valtozatat
dolgoztak ki. Ezek kozil az egyik triptamin (4) ¢és
aldehidek savkatalizalt Pictet-Spengler-reakcidja, igy
1,2,3,4-tetrahidro-B-karbolinokhoz (5) jutunk (2. abra).!

RCHO
\} NHy ———— \ NH
sav
N N
H H R
4 5

2. Abra. p-Karbolinok el8allitasa Pictet-Spengler-reakcioval.
A masik 0t 3,4-dihidro-B-karbolinok (7) eldallitasara
hasznalhat6. Ebben az esetben a triptamint (4) el6szor

acilezik, majd a gytriizarast altalaban magas hémérsékleten,
toluolban, xilolban, tetralinban forralva végzik foszforoxi-
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kloriddal ~ (POCL,), foszfor(V)-oxiddal
polifoszforsavval (3. abra)."!
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4 — ) AN .
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3. Abra. p-Karbolinok el8allitisa Bischler-Napieralski-reakcioval.

Ujabban maés reagensekkel, enyhébb kisérleti koriilmények
kozott is  sikeresen  megvaldsitottak a  Bischler-
Napieralski-reakciot.!? Ilyen példaul az altalunk hasznalt
propilfoszfonsav-anhidrid (T3P¥), melynek segitségével jo
termeléssel allitottunk eld C-1 szubsztitualt 3,4-dihidro-f-
karbolinokat (7). A reakciot etil-acetatban triptaminbol (4)
és a megfeleld karbonsavakbol kiindulva mikrohullamu
reaktorban egyiist reakcioban végeztiik."

A 3,4-dihidro-B-karbolinok (7) egyszeriien eldallithatoak
N,-tioaciltriptaminokbol (8) alkilezészerek segitségével,'
igy elkeriilve a Bischler-Napieralski-reakcié sokszor erélyes
koriilményeit. Kutatocsoportunkban az N, -tioaciltriptaminok
(8) szintézisére a haromkomponensti Willgerodt-Kindler-
reakciot alkalmaztuk. fgy olcso alapanyagokbol: triptaminbél
(4), a megfeleld aldehidbdl és elemi kénbdl kiindulva
allitottuk el6 a 8 tioamidokat. Ezt kdvetéen a gytiriizarast
acetonban, metil-jodid jelenlétében végeztiik el (4. abra).'s

RCHO, Sg R Mel, aceton
4 —— \ HN _— N\ N
DMF, 110 °C N forralas N
(60-90%) H (61-90%) H
7

R = 4-Br-CgHy, 4-O,N-CgHy, 4-F3C-CgHy, 4-PhO-CgHy, tiofén-2-il,
naftalin-2-il, 5-klorbenztiofén-2-il

4. Abra. 3,4-Dihidro-B-karbolinok (7) eléallitasa N,-tioaciltriptaminokon
(8) keresztil.

3. 1,3-Diszubsztitualt egyszerii f-karbolinok

Ujabban jelentds figyelmet kapott az 1,3-diszubsztitualt
egyszerli B-karbolinok eldallitasa és bioldgiai vizsgalata.
A 9 és 10 vegyiiletek rakellenes hatasat az elmult években
fedezték fel (5. abra).'!”

Az emlitett vegytiletek jelentésége miatt célul tiztiik ki olyan
B-karbolinok eldallitasat, amelyek konnyen és valtozatosan
tovabb alakithatéak a harmas pozicidban. Az 1-aril-9H-
B-karbolin-3-karbaldehidek (11) eldallitasara egyszeri
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X=C,N
R'=H, F, OMe

R2=F, OMe, CF3

R%=H, F, OMe

R*=H, Me, Cl

R%=H, Me, F, CI, Br, OMe, CF3

5. Abra. Rakellenes hatasu 1,3-diszubsztitualt-B-karbolinok.

szintézist dolgoztunk ki racém triptofan metilészterbdl
(12) kiindulva.'* Ezt az észtert kiilonb6z6 aromas

1. Ca(BHy),
CO,Me 1. ArCHO, CF3CO,H CO,Me EtOH, CHyCl, CHO H,NCONH,
CH,Cl, (68-96%) = (93-98%) == R'COCH,COR?
NH e > N
\ 2 2. 1BX, BuyNBr \ g 2. MnO, dioxan \ /N NiCl,, HCI. EtOH
N MeCN, CH,Cl N ’ N 590,
H eCN, CH Ll H Ar (60-86%) H Ar (36-90%)
12 (74-83%) 13 1

R' = Me, OMe, OEt
R2 = Me, i-Pr, Ph

aldehidekkel reagaltattuk trifluorecetsavval katalizalt Pictet-
Spengler-reakcioban. Az igy kapott 1,2,3,4-tetrahidro-p-
karbolinszarmazékok C-gylrlijét 2-jodoxibenzoesavval
(IBX) aromatizaltuk. A kovetkezd 1épésben a 13 molekula
észter csoportjat eldszor redukaltuk, majd a képzodott
alkoholt mangan-dioxiddal aldehiddé¢ (11) oxidaltuk.
Az aldehid azért értékes funkcids csoport, mert szamos
modon tovabb alakithaté. Példankban Biginelli-reakcidval
a farmakolégiai szempontbodl jelentds dihidropirimidinon
gyurit kapcsoltuk a B-karbolin vazhoz (6. abra).

4. Kondenzalt tetraciklusos f-karbolinok

Erdemes kiemelni a szamos p-karbolinszarmazék koziil
a kondenzadlt négy gytiriit tartalmazd karbolinvazas
vegyiileteket. Ezek k6z¢é tartozik az eudisztomin alkaloidok
csaladjat képviseld eudisztomin C (15a), E (15b), F (15¢), K
(15d) és L (15e) (7. abra). Ezeket a vegyiileteket egy tengeri
szivacsbol (Eudistoma olivaceum) nyerték,"” és igazoltak
antibakterialis, antiviralis és rakellenes hatasukat.?

22 példa

Ar = Ph, 4-MeO-CgHj, 4-Cl-CgHy, 4-O,N-CgH,, 1,3-benzodioxol-5-il, 2-tienil

6. Abra. 1-Aril-9H-B-karbolin-3-karbaldehidek (11) el8llitésa és 4talakitasuk Biginelli-reakcioval.

15aR'=H, R2= OH, R®=Br, R*=H
15b R'=Br, R2=OH, R3=H, R*=H
15¢ R'=H, R2= OH, R®=Br, R*= Ac
15d R'=H, R2=H,R3=Br,R4=H
15e R'=H,R?=Br,R®=H,R*=H

7. Abra. Az érdekes 1,3,7-oxatiazepingyiriit tartalmazo eudisztomin
alkaloidok képlete.

A harmicin (16) optikailag aktiv izomerjét a malajziai
Kopsia griffithii levelébdl vontak ki, amely kiilonb6z6
o
Me
Ly

16 QO
)

(0]
17

8. Abra. A természetes harmicin (16) és a gyogyszerként hasznalt tadalafil
(17) szerkezete.

szarmazékaival egylitt szintén tobbféle bioldgiai hatast
mutat?! Egy masik jelentés kondenzalt tetraciklusos
B-karbolinszarmazékot, a  mesterségesen  eldallitott
foszfodiészteraz-5 (PDES) inhibitor tadalafilt (Cialis®,
17) potenciazavarok elleni gyogyszerként alkalmazzak (8.
abra).”

Tovabb bévitendd a tetraciklusos B-karbolinszarmazékok
csaladjat, célul tiztiik ki 1,3-dipolaris cikloaddicid, valamint
Staudinger-reakcio segitségével oxadiazolino-piridoindol és
B-laktammal kondenzalt B-karbolinok eléallitasat.

4.1. Kondenzalt tetraciklusos p-karbolinok eléallitasa
1,3-diploaris cikloaddiciéval és a reakcié mechaniz-
musanak vizsgalata

Az oxadiazolin-gytriivel kondenzalt B-karbolinokat (20) a
7 vegyliletekbdl 4-fluorfenil-nitril oxid (18) alkalmazasaval
(1,3-dipolaris cikloaddicioval) allitottuk el6 (9. abra).>* A 18
nitril oxid a reakcidelegyben in situ keletkezik 4-fluor-N-
hidroxi-benzol-karboximidoil-kloridbol (19). Egy ekvivalens
dipollal kivald termeléssel kaptuk a célvegyiileteket (20).
Azonban két ekvivalens nitril oxid alkalmazasakor az 1-es
szénatomon helyettesitett ~ 3,4-dihidro-B-karbolinokbol
(7) melléktermékként triazol-N-oxid-szarmazékokat (21)
izolaltunk 8-35% mennyiségben. Kisérletileg is igazoltuk,
hogy a 21 melléktermék a 20 fétermékbdl keletkezik egy

sy

masodik reagens molekula addiciojaval. Megfigyeltiik
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tovabba, hogy a helyettesitetlen oxadizolino-piridoindol
(20a, R = H) DMSO-d,, illetve CDCI, oldatban kiilonb6z6
mértékben ugyan, de izomerizalodik. Igazoltuk, hogy ez
az atalakulas savkatalizalt gytriifelnyilas, amelyet vizes
kozegli feldolgozas vagy tisztitds soran az instabil amid-
amidin (22) hidrolizise kovet 4-fluorbenzamidda (23) és
2,3,4,9-tetrahidro-1H-B-karbolin-1-onna (24).

Kvantumkémiai szamitasokkal feltérképeztiik a cikloaddicid
és a mellékreakciok, igy a kétszeres addicid és a
gylrifelnyilas mechanizmusat.* A cikloaddiciok esetén a

Cl Et;N ® )
X OH ——> Ar—C=N-0
CH,Cl,
19 18
2 ekv. 19

Magyar Kémiai Folydirat - Kozlemények

reakcidé nem egylépéses koncertikus uton jatszodik le, bar a
reakcid potencialfeliiletén redlis intermedier, valds minimum
nem mutathat6 ki. Azonban egy inflexié észlelhetd, amibdl
azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a fétermék keletkezése
egy aszinkron kvazi kétlépéses uton megy végbe. Ez alapjan
az elsd 1épésben az imin (7) nitrogén atomjanak nemkotd
elektronparja tdmad a nitril-oxid (18) o szénatomjara,
létrehozva 25 adduktot. Az intermedier (25) negativan
toltott oxigénje €s a pozitiv toltésli szénatom az els6 kotés
1étrejottével nem egy idOben zarja a gyirit, és igy alakitja ki
a tetraciklust (20) (10. abra).

R = Me, Et, i-Pr, Ph

1 ekv. 19

R = H, Me, Et, i-Pr, Ph 5 oelg
Ar = 4-F-CqH, pelda

(91-98%)

H O \
7 Q_Q\ o )
R= H (a) N NH -ArCONH2 N

NH

(0}
24

9. Abra. 3,4-Dihidro-p-karbolinok (7) reakcioi 4-fluor-N-hidroxi-benzol-karboximidoil-kloriddal (19).

A szubsztitudlatlan  oxadiazolino-piridodindol  (20a)
izomerizacids és bomlasi reakcidja szamitasaink szerint az
oxigén melletti nitrogén atomon torténd protonaldodassal
kezdédik (20a+H"), és az ezt kovetd proton leadas a C, D
gylrik anellacids szénatomjardl vezet 26 intermedierhez.
Ezutan egy intramolekularis gytrifelnyilasi reakcid
jatszodik le a nitrogén és az oxigén atom kozott TS2 atmeneti
allapoton keresztiil, ami 22 amid-amidinszarmazékot
eredményezi (11. abra). A 26 koztitermék szokatlanul magas
energiatartalmanak okat vizsgalva arra a kovetkeztetésre

jutottunk, hogy az Osszefliggésben lehet az oxadiazol-
gylirtiben 1étrejovo antiaromas nyolc p-elektront tartalmazo
rendszerrel. A CDCl,-ban nyomokban jelen levd sav
valdsziniileg a proton transzfer reakcid6 (20a — 22)
katalizatoraként szolgal, ezért az izomerizacié gyorsabb
CDCl,-ban, mint savmentes oldoszerekben. Valdsziniinek
tartjuk, hogy a savas inicialas utan 20a+H* deprotonalodasat
egy masik 20a molekula bazikus nitrogénatomja segiti el6. A
savkatalizis igazolasara sdsavas etil-acetatban oldottuk 20a
vegyiiletet, amivel jelentdsen gyorsitottuk az atalakulast.
Savmentes etil-acetatban az izomerizacid nem jatszodott le.

Ar
|||®
18 t
N@ © Ar Ar
o,
Q- g et — (e, | — (e
/ N . N \
N & H R Oy H R Q HR oN
Tst 25 J
Ar = 4-F-CgH, Ar

10. Abra. Az oxazaharmicin-szarmazék kialakulasasnak javasolt mechanizmusa.

Vizsgaltuk tovabba a kétszeres addukt keletkezésének
mechanizmusat, és arra az eredményre jutottunk, hogy a
reagens molekula megfeleld orientacidja esetén a kiindulasi
vegyiilet (20) a C-N és N-O kotés egyidejti felhasadasaval
TS3 atmeneti allapoton keresztiil 27 alacsonyabb

crer

allapoton (TS4) keresztil képzddik, oly mddon, hogy
27 intermedierben az N-oxid nitrogén atomja hajt végre
tdmadast a triptamin N -nitrogénjére (12. dbra).
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aQﬁ
L,@
H

20a 20a+H*
\ NH
N +H0 Ar
;‘4 0 - \ N -
73
N NH -
o+ H O o- N
N—Ar 22
H,oN
z Ar = 4-F-CgH,
11. Abra. A 20a vegyiilet izomerizacidjanak és bomlasanak javasolt mechanizmusa.
Ar
1° + i
N 18 w/Ar
L N A e { Ar . NN
T — T | =
N"R-N N'R"5-N®
H O- 0 \]/Ar H O Ar
d
20 o-N 27 R
TS3
80 ¥
(o) Ar

R = Me, Et, j-Pr, Ph
Ar = 4-F-CGH4

21

12. Abra. A kétszeres addukt (21) kialakulasanak javasolt mechanizmusa.

4.2. Kondenzalt tetraciklusos B-karbolinok
eléallitasa Staudinger-reakcioval és a reakcid
mechanizmusanak vizsgalata

Uj, B-laktam szerkezeti részletet tartalmazé kondenzalt
tetraciklusos B-karbolinok eléallitasat Staudinger-reakcidval
valositottuk meg (13. abra).”® Ennek a reakcionak az
érdekessége, hogy minden esetben cisz szerkezetii laktamokat
(28) izolaltunk. Transz izomer képzddését nem tapasztaltuk,
azonban néhany mellékreakciot megfigyeltiink. Ez utobbiak
a PB-karbolin C-gylirtijének felnyilasaval, vagy tobbszords
acilezéssel jartak. Emlitésre mélt6 a feniltioacetil-klorid (Q
= PhS) reakcidja 7 vegyiilettel, melynek soran két acilcsoport
beépiilésével jard, Staudinger-reakcioban eddig még nem
megfigyelt oxazingyiriit tartalmaz6 termék (29) keletkezett.

QJLQ
\ ,N

N EtsN

H 3!

7
R =j-Pr, Ph )
Q = Me, 2,3-Cl-CgH3, Me,N, MeO, 20 példa Q=PhS, R = i-Pr esetén

ArO, BnO, AcO, PhS, CI (10-95%) '

(42%)

13. Abra. 3,4-Dihidro-B-karboliok (7) Staudinger-reakcidja.

© Ar
(@)
\'/\I®5<N
N
Ly
N (0]
H
R

TS4

Az altalunk végrehajtott Staudinger-reakcié mechanizmusat
tobb szempontbdl vizsgaltuk. Ismert, hogy a reakcid elsd
Iépése az imin nitrogén atomjanak acilezése, amit a gyiir{i
zarasa kovet. Az irodalomban altalanosan elfogadott, hogy
savkloridbol kialakuld ketén végzi az acilezést.® Ezzel
ellentétben szamitasaink azt mutattak, hogy az acilezési 1€pés
energetikailag mintegy 25%-kal (~20 kJ/mol-lal) kedvezdbb,
amennyiben azt a savklorid hajtja végre, és ezt nem elézi
meg ketén kialakulasa (14. abra). Megfigyeltiik tovabba,
hogy a savklorid B-helyzetében levé atomok befolyassal
birnak mind a reakci6 termelésére, mind sztereospecifitasara.
Szamitasokkal alatamasztottuk és értelmeztik kisérleti
eredményeinket (15. abra). A jobb termeléssel lejatszodod
reakciok minden 1épése exoterm, és inkabb az elektronszivo
szubsztituensekre (igy a legtobb heteroatomra) jellemzok.
Ezzel ellentétben az inkabb elektronkiildd helyettesiték
esetén a sebesség-meghatarozd 1épés legtdbbszor a
gyurlizaras, a deprotonalddasi 1épés endoterm és a hozamok
is alacsonyabbak. Sikeriilt magyarazatot taldlnunk a reakcid
cisz-szelektivitasara, miutan az irodalomban kordbban
leirt sztereoszelektivitast befolyasold tényezék koziil nem
tudtuk egyértelmtien eldonteni, melyik a meghatarozo
a mi reakcionkat tekintve. A szamitdsok azt mutattak,
hogy egy korabban még nem vizsgalt szomszédcsoport
kozremlikdodés akadalyozza a transz termék létrejottét.
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— Savklond 4l

acilezés

—==—-Ketén altali

AH (kJ/mol)

Reakciokoordinata

14. Abra. A savklorid és a ketén acilezése kozti energetikai kiilonbség.

Az 1j hatas alapja, hogy amennyiben a gyiriizaras el6tti szénatomhoz, és igy egy 0tos gytriis szerkezet jon 1étre. Ez
intermedier transz térallast, az acilcsoport [-helyzetl a Iépés gatolja a transz gylriizarast, am ez egy ,,zsakutca”,
atomja vagy atomcsoportja koordinaldédik a pozitiv imin- mivel a szerkezet nem stabil és kedvezétlenebb, mint a cisz

izomer keletkezése (16. abra).

100 : : _ "

—— Sebesség-meghatarozo
acilezés

AH (kJ/mol)

'
=4

~= Sebesség-meghatarozo
gyliriizaras

-100

-150 A,
Reakcidokoordinata Wy

15. Abra. Az acilcsoport p-helyzetében levé atom/atomesoport hatésa a reakci6 energetikajara.

RQV/ R7\ =0
X X

\ \
“ transz
o | |
N ©) 2// — @ 00 -—— @ o —* N o
H R R 2// R g R
Q X X X
s / \
X=CH,, N,0O, S 1 cisz
S
|@N O 0= l N
. fo
R Jo R™x
\X /@@
|

16. Abra. Szomszédcsoport hatasa a reakcié sztereoszelektivitasara.
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4.3. Kondenzalt tetraciklusos p-karbolinok eléallitasa
kaszkad reakcioval

Német kutatok tizenkét egymast kovetd 1€pésbol allo one-
pot reakciot fedeztek fel 3-formilkromon (30), dimetil-
acetiléndikarboxilat (31) és triptamin (4) kozott (17.
abra).”” A folyamatban a trifenilfoszfan és a Brensted-sav
katalizatorként vesz részt. Ebben az érdekes, paratlanul
hosszu kaszkad reakcioban a 32 B-karbolinvazas vegytilethez
jutottak. A reakcio kiterjesztésével huszonhat szarmazékot
allitottak el és vizsgaltak biologiai hatasukat.

1. R———R
(0] 31
PPhs, toluol, 80 °C
o
| 2. triptamin (4)
(0] 3. kamforszulfonsav
30 (58%)

R = CO,Me

17. Abra. 1,2,3,4-Tetrahidro-B-karbolinok keletkezése kaszkad
reakcioban.

5. Bonyolult szerkezetii, p-karbolingyiiriit tartalmazé
vegyiiletek

A bonyolult 6sszetételi B-karbolinok kdzott talalunk jelentds
biologiai aktivitast mutatd vegyiileteket. Ezek kozil két
érdekes szarmazékot mutatunk be.

34

18. Abra. A (-)-reszerpin (33) és a shishijimicin A (34) szerkezeti képlete.

A (—)-reszerpint (33) (18. abra) Schlitter és munkatarsai
izolaltdk az indiai kigyogyokérbdl (Rauwolfia serpentina)
1952-ben.?® Az emlitett novény kivonatit mar régen
hasznaltak nyugtatd €s vérnyomascsokkentd hatasa miatt.
A (—)-reszerpin (33) izolalasa utan harom évvel felderitették
Woodward és csoportja beszamolt az els6 totalszintézisérdl,*
amelyet jelenleg is a szintetikus szerves kémia jelentds
eredményeként tartanak szamon.?!

A rendkiviil erds rakellenes hatast mutatd shishijimicin A
(34, 18. abra) nevt, B-karbolingyirtit tartalmazo alkaloidot

2003-ban izolaltak a Didemnum proliferum nevi tengeri
¢l6lénybdl.? Az elsé és eddig egyetlen totalszintézisét
Nicolaou és munkatarsai publikaltak 2015-ben.*

6. Osszefoglalas

A B-karbolinok kémidja 1841-ben kezdddott a harmalin
(2) izolalasaval. Azota a vegyiiletcsalad tobb egyszer(i és
bonyolult képviseldjét sikeriilt megtalalni a természetben.
A B-karbolin alkaloidok altalaban rendelkeznek biologiai
hatassal, ezért fontos az 10 szarmazékok eldallitasa és
farmakologiai vizsgalata. Egy ilyen mesterséges vegytilet
a potenciazavar kezelésére kifejlesztett és gyogyszerként
hasznalt tadalafil (Cialis®, 17). A természetes B-karbolinokat
biologiai  hatasukon  kivill  sokszor  szerkezetiik
azonositasa és szintézisiik megvalositasa teszi érdekessé.

Kutatécsoportunkban ~ 1j  megoldasokat  dolgoztunk
ki 3,4-dihidro-B-karbolinok szintézisére, tovabba 1j
1,3-diszubsztitualt  B-karbolinokat  és  tetraciklusos

szarmazékokat, igy oxadiazolin- és f-laktam gytiriivel
kondenzalt B-karbolinvazas vegyiileteket allitottunk eld.
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Synthesis of -carbolines

The B-carbolines constitute an important class of natural and
synthetic compounds displaying interesting biological activities.
Among these the vinpocetine, the tadalafil and the abecarnil are
current medicines against cerebrovascular disorder, erectile
dysfunction and anxiety, respectively. Tetracycles containing
a fourth ring condensed to the B-carboline skeleton are also
remarkable. The harmicine, the akagerine, the arborescidine-type
alkaloids, the canthin derivatives and part of the eudistomins show
inter alia antibacterial, antiviral or anti-cancer effect.

In this short review we described the best known classical and
recently discovered synthetic approaches for the preparation of
compounds containing a B-carboline skeleton. In our research
group two new methods have been developed and presented. One
is a T3P®-promoted acylation and subsequent Bischler-Napieralski
ring closure as a one-pot synthesis of 3,4-dihydro-f-carbolines
from tryptamine and various carboxylic acids. Besides this method,
a novel Mel-induced ring closure of thioamides formed from
the Willgerodt-Kindler reaction of tryptamine, an aldehyde and
elemental sulfur was worked out.

In addition, some examples of 1,3-disubstituted and fused
tetracyclic B-carboline derivatives were demonstrated.

The carbaldehyde function has been inserted to the C-3
position of the B-carboline skeleton by a four-step synthesis
starting from tryptophan methyl ester. The novel B-carboline-3-
carbaldehydes have been used in Biginelli-reaction, attaching the
dihydropyrimidinone ring to the carboline ring system.

The formation of oxadiazolino-pyridoindoles and
azetopyridoindoles was developed in the [3+2] and [2+2] dipolar
cycloaddition of 3,4-dihydro-B-carbolines with a nitrile-oxide or
acetyl chloride derivatives.

In the case of the [3+2]-cycloaddition besides the formation of
oxadiazolino-pyridoindoles, a novel isomerization and a further
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degradation of the isomer so formed was also observed. Using
two eqivalents of the nitrile oxide in the reaction of 1-substituted-
B-carbolines, a triazole-N-oxide side product was obtained We
have computed the mechanism of all the reaction steps. From
the modelling we found, that the reaction mechanism was not a
concerted 1,3-dipolar cycloaddition that is usual for the 1,3-dipoles,
but a stepwise or quasi-stepwise ionic addition reaction. Up to the
modelling, this theory is supported by the computed inflection
points on the energy diagram or the local minima found on the
potential energy surfaces. Based on the computations and further
experiments the isomerization and degradation was proved to be
acid-catalyzed and it was also proved, that the triazole-N-oxide
derivative was formed in a second addition reaction from the
primarily formed oxadiazolino-pyridoindole.

Applying the Staudinger-reaction novel B-lactam-fused carboline
derivatives were synthesized. In all cases the products formed
showed exclusively cis configuration. We managed to identify side
reactions responsible for the isolated side products. According to
quantum chemical calculations, in the case of these compounds the
acylation by the acyl chlorides was more favourable energetically
than the in situ generation of a ketene. We observed and also
confirmed by computations that in the reactions with better yields
and in the case of rather electron withdrawing groups the rate-
limiting step was the acylation and all the three steps of the reaction
proved to be exothermic. On the contrary by the electron donating
substituents the rate-limitation appeared in the cyclization and the
deprotonating step was endothermic. Up to our computations a
novel heteroatom effect was found in the cyclization step, which
explains the cis-selectivity. This new mechanistic pathway is based
on the coordination of the non-bonding lone electron pair of the
heteroatom in the B-position of the acyl chloride with the positively
charged carbon atom of the imine. This coordination hinders the
forming of the trans lactam through an unfavourable “dead-end”
structure.

Finally, two biologically active representatives of [-carboline,
(—)-reserpine and shishijimicin A were mentioned.
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A Quality by Design elv folyadékkromatografias alkalmazasa

KORMANY Rébert
Egis Gyogyszergyar Zrt., Kereszturi ut 30-38., 1106 Budapest, Magyarorszag

Bevezetés

Napjainkra a folyadékkromatografia szamos teriileten
nélkiilozhetetlen analitikai mddszerré valt. Ez kiilondsen
igaz a gyogyszeripar minden agara, ezen belil az 1j
gyogyszermolekulak kutatasara, fejlesztésére, a beldlik
nyert termékek eléallitasara és a mindségbiztositasra is.

Folyadékkromatografias vizsgalati modszerek fejlesztése
a gyogyszermolekuldk (Active Pharmaceutical Ingredient,
API) és szennyezdik elvalasztasara meglehetdsen Osszetett
feladat. A feladat bonyolultsagat jelzi, hogy egyszerre lehet
jelen az API-hoz hasonlo és eltérd szerkezetli szennyezd
és Dbomlastermék egyarant. Az egyes komponensek
elvalasztdsat  biztositdé  kromatografids  koriilmények
meghatdrozasa, amelyet modszerfejlesztésnek neveziink,
sokparaméteres. Ennek az a kovetkezménye, hogy nagy
id6- és koltségraforditast igényel. A folyadékkromatografias
toltetek eltérd szelektivitasabol kdvetkezoen igy is sokszor
eléfordul, hogy amodszertnem lehetegyik laborbdl amasikba
valtozatlan paraméterek mellett atvinni. Kiilon kiemelendo,
hogy az eltérd gyartasi helyrdl szarmazo, de a hivatalos
besorolas alapjan azonos kategoriaba tartozé allofazisoknal
is problémat jelent a kolonnardl-kolonnara torténd adaptalas.
Ennek oka, hogy a folyadékkromatografiaban az elvalasztas
sok paramétertol fiigg. A szelektivitast, amely dontéen
befolyasolja az elvélasztast, megszabjak az allofazis fizikai-
kémiai tulajdonsagai.

A gyogyszeripari hatosagok elvarasaiban el6iras, hogy
a gyartasnal és a folyamatok ellenérzésénél minden
olyan paramétert, amely az eredményeket befolyasolja,
a tudomanyos ismeretek alapjan elére kell jelezni. Ezt a
megkozelitést nevezik Quality by Design (QbD) elvnek.'?
Ez vonatkozik a gyartast ellen6rz6 analitikai eljarasokra is,
igy a legtobbet alkalmazott hagyomanyos nagyhatékonysaga
folyadékkromatografias ~ (High  Performance  Liquid
Chromatography, HPLC) ¢és a modernebb ultranagy-
hatékonysagu folyadékkromatografias (Ultra-High
Performance Liquid Chromatography) médszerekre is.

A QbD alkalmazasara a folyadékkromatografidban
az intelligens eldrejelzd ¢és modszerfejlesztést segitd
szamitogépes programok alkalmazasa sziikségszera.
Ezek kozil a DryLab egy széleskoriien hasznalhato
kisérlettervez6 és modszeroptimalizald program, melyben
haromdimenziés modell segitségével egyszerre tudjuk
elérejelezni a legfontosabb kromatografias paraméterek
hatasat a felbontasra.?

Természetesen a DryLab-on kiviil rendelkezésre allnak mas
kisérlettervezé és modszeroptimalizald szoftverek is. Valos
méréseken alapuld modellezést tesz még lehet6vé a Fusion
¢és az Osiris szoftver vagy az ACD Lab LC szimulatora. A

“ e-mail: kormany.robert@egis.hu

szoftverek masik nagy csoportja pedig a molekulaszerkezet
alapjan végez elorejelzéseket, pl. ChromSword vagy
ACD. Erdekes megkozelités a szelektivitis és felbontas
optimalizalasa az allofazis oldalarol, erre ad lehetdséget a
POPLC szoftvercsomag.

1. QbD alapelvek a folyadékkromatografiaban

A QbD elvii folyadékkromatografidas modszerfejlesztés
alaplépései a kovetkezok:*

e Pontosan definidlni kell a vizsgalati modszer céljat.
A folyadékkromatografidas modszerfejlesztésben a
legfontosabb cél a kritikus csucspar alapvonalas
elvalasztasa. A kritikus cstcsparra leggyakrabban az
Ry ;> 1.5 feltételt szabjuk meg, ezt tekintjiik alapvonalas
elvalasztasnak.

o Kockazatelemzés alkalmazasa, amely soran
meghatarozzuk, melyik valtozonak van negativ hatdsa
a modszer alkalmazhatosagara, vagyis melyik mérési
paraméter rontja a felbontas értéket a kritikus csticsparra
nézve.

o Annak kisérleti értékelése, hogyan befolyasoljak a
kritikus valtozok a modszer alkalmazhatésdgat. Ez
szisztematikus multifaktorialis moédon elvégezhetd a
kisérletek tervezésével (Design of Experiments, DoE).
A Kkisérletek eredményeként tervezési tér (Design
Space, DS) készithetd, amely leirja a paraméterek
azon tartomanyat, melyen belill a modszer kezdetben
megszabott céljai teljesiilnek.

e Amikor a végsé modszer elkésziilt a fent leirt 1épések
alapjan, egy robusztussagi vizsgalatot is el lehet végezni
annak becslésére, hogy a modszer céljait (kritikus
felbontds) mennyire befolyasoljdk a megallapitott
modszer paraméterek beallitott eltérései.

e A robusztussag vizsgalat eredményei segitenck, hogy a
moédszerhez vagy a kritikus elvalasztashoz szabalyozo
stratégiat alakitsunk ki, ez a QbD elvii mddszerfejlesztés
kovetkez6 fontos 1épése.

e Mivel az alapkisérletek meg lettek hatarozva, a beallitasok
konnyen elvégezhetdek, ha megismételjiik a kisérleteket
és megkeressiik az aktualis DS-t. Normal esetben
csak kis eltérések lesznek. A DS-en belill a valtozok
modositasa a szabalyozoé hatoésagok szerint nem mindsiil
,,valtoztatasnak”, ezért a modszert nem kell jravalidalni.

2. A DryLab szoftver

30 évvel ezeldtt, 1986-ban DryLab név alatt elindult egy
szamitogépes folyadékkromatografias modszermodellezés®,
amely kezdetben a retencios id6k (t,), a retencios tényezd

(k) és a kritikus felbontas (Ry, . ) egydimenzios szamitasabol
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indult, kozben kromatogramokat vizualizalva, negyed
szazaddal késébb a modell eljutott a harom mért és nyolc
szamitott dimenzi6ig.® A szémitott dimenzidk magukban
foglaljak azallofazis,amozgofazis és akésziilék legfontosabb
paramétereit, 1gy mint kolonnahossz és -atmérd, toltet
szemcseméret, eluens kiindudsi- és végsé Osszetétel,
térfogataramlasi sebesség, késleltetési- és kolonnan kiviili
térfogat. A szakirodalom ezt a haromdimenziés modellt
,cube”’-nak, vagyis kockanak nevezi. A szoftver a Horvath
Csaba ¢és munkatarsai altal kidolgozott szolvofob elméleten
alapszik, mely a viz fontos, retenciot szabalyozo szerepét
magyarazza forditott fazisu koriilmények kozott.”

Ink=A+Be+Cy+D(x*-1)V**y+E+In(RT/P V)

Azegyenletbenaz A, B, C, D és E kisérletileg meghatarozhato
konstansok, € az oldoszer statikus dielektromos allandodja, y
a feliileti fesziiltség, k¢ az energia, amely ahhoz sziikséges,
hogy a megfeleld iireg kialakuljon a kotohely feliiletén,
V az oldoészer molekuldk terfogata, P az atmoszférikus
nyomds. Az elmélet szerint, a viz a nagy lipofobicitasu
(dibenzantracénnel igazolva C8 tolteten k . ~4000,

etomiiner~1)» fEllileti tenziojat szerves oldoszerekkel, pl.
metanollal (MeOH) és acetonitrillel (AcN) lehet csdkkenteni.
Az elmélet szerint nagy energia sziikséges ahhoz, hogy az
apolaris molekuldk oldodjanak a sokkal polarosabb vizben,
ezért a visszatartas nagymértékben a viznek kdszonhetd.
Gradiens modszerek esetén csokkentve a feliileti tenzidt,
egyre kisebb energia sziikséges a molekulak oldodasahoz,
aminek eredményeként csokken a visszatartas.

2.1. A DryLab kocka

A DryLab kocka felépitése (1. Abra) a modell alapt
kisérlettervezés elsé szakasza (DoE). A faktorok a gradiens
id6 (t,), a homérseklet (T), a pH vagy terner mozg6fazis
Osszetétel (t.). Két tipust kocka elkészitésére van lehetéség.
At -T-pH kocka protonfunkcios csoportot tartalmazo (savas
vagy bazikus karakter(i) komponensek elvalasztasanal ad
fontos informaciét a komponensek retencidjanak t, T €s pH
fliggésére, mig a t -T-t. kockaval a terner elegy szelektivitast
befolyasol6 hatasat vizsgalhatjuk a t;, és T mellett.

A t-t és T-t elegendd két szinten vizsgalni, mert
feltételezzik a linedris kapcsolatot, a pH és t. eseteben
harom szint kijelolése sziikséges. Igy alakul ki a kockankénti
12 kisérlet. A kisérletek kiértékelt kromatogramjait
atvissziik egy elektronikus exportald file tipusba, amelyet
a DryLab program be tud olvasni. Ezt koveti a megfeleld
kromatografias csucsok egymashoz vald illesztése, amelyet
legkdnnyebben a cstcsteriiletek alapjan tudunk megtenni.®

Az 1. Abran 16v6 korok a kocka sarkain, illetve élein jelzik
a mérési pontokat. Az 1, 5,9, 3, 7 és 11 pontok tartoznak a
rovid, mig a 2, 6, 10, 4, 8 és 12 pontok a hossza gradiens
id6hoz (t,-hez). A harom kiilonb6z8 pH-ji vagy terner
Osszetételll (t.) mozgofazishoz harom kiilonbozd, un. t -
T-sik tartozik. Az azonos pH-hoz/t_-hez tartozo t_-T-sikok
a kovetkezok: 1-2-3-4, 5-6-7-8 és 9-10-11-12. A szoftver
a harom mért t -T-sik mellé kiszamit tovabbi 97-et, ami
altal a kocka teljessé valik és megkapjuk a 2. abran lathato
felbontasi térképet (Resolution Map).
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1. Abra. A kocka modelljének felépitése, ahol az egyes pontok az
alapkromatogramokat szimbolizaljak.

A kockaban minden pont reprezental egy kromatogramot
(kockanként nagysagrendileg 10° pont képzelhetd el).
Miutan minden egyes kromatogram kiilonb6z6 komponens
retencié mutat, igy a kockaval a szelektivitas valtozasokat
kitinden lehet tanulmanyozni.

2. Abra. DryLab kocka az Ry~ 1.5 tartomanyokkal.

A QbD nevezéktananak megfeleléen az egész kocka a
tudastér (Knowlege Space, KS), ahol informacionk van a
kiilonboz6 faktorok hatasairdl. A kockaban 1évo szabalytalan
alakzatok jelolik azokat a paraméter tartomanyokat (Design
Space, DS), ahol a kiindulasi feltételeknek megfeleld értéket
kapunk a kritikus csucspar felbontasara. Az alakzatok
szélei a modszer alkalmazhatdsdganak als6 hatarai
(Method Operable Design Region, MODR), ahol ugyan
még teljesiilnek a megfelelségi kritériumok, de mar nagy
valoszintiséggel nem lesz robusztus a rendszer.

A gyakorlatban ugy hatarozzuk meg a mérési paramétereket,
hogy a legkevésbé visszatartott komponensnek is legyen
megfeleld retencidja, illetve a leginkdbb visszatartott
komponens is elualédjon mind a 12 kisérletben. Ezeket a
feltételeket uigy tudjuk meghatarozni, hogy kivalasztjuk az
alacsonyabb hémérsékletet és itt végziink néhany kisérletet.

Amennyiben harmadik dimenzidonak a pH-t valasztottuk,
célszerli az alacsonyabb és magasabb pH-n is elvégezni
ugyanazokat a kisérleteket, mert a komponensek
protonaltsagi/deprotonaltsagi  viszonyai nagymértékben
befolyasoljak a retenciot. Eléfordulhat, hogy egy bazikus
csoportot tartalmazd molekulanak magasabb pH-n még
megvan a megfeleld visszatartasa, de a pH csokkentésével
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megndvekszik az ionizaltsagi foka és csokken a retencioja,
vagyis mar nem teljesiti azt. Forditott értelemben ugyanez
mondhato el savas csoportot tartalmazo molekularol, vagyis
a pH novelésével ndvekszik az ionizaltsagi fok és csokken
a retencio. A fenti szabalyokat alkalmazhatjuk az utolsoként
elualodé komponensre is, vagyis ugy valasszuk meg a
pH-t és a gradiens Osszetételét, hogy az 0sszes komponens
elualédjon. Amennyiben kivalasztottuk a kiindulasi pontot
(1. Abra, 1-es pont), akkor néhany egyszerii szabély
betartasaval konnyen meghatarozhatjuk a tobbi kisérleti
pontot is.

Els6 szabély: a hosszabb t, maximum haromszorosa legyen
a rovidebb t -nek és ugyanazzal a mozgofazis dsszetétellel
kezdédjon és érjen véget.

Masodik szabaly: A két hémérséklet kdzott ne legyen
30°C-nal nagyobb kiilonbség.

Harmadik szabaly: a ApH<0,6 legyen.

Hasonloan kell eljarni, ha harmadik dimenzionak a terner
Osszetételt (t.) valasztjuk. Itt az elékisérletek soran a pH
helyett a szerves moddositora kell helyezni a hangsulyt.
A megfeleld visszatartas teljestilését az AcN-t tartalmazo
rendszerben kell biztositani, mivel az AcN erdsebb eluens,
mint a MeOH, vagyis a komponensek korabban elualodnak.
Ugyanezen okok miatt a gradiens idejét és meredekségét a
MeOH-t tartalmazé rendszerben kell meghatarozni.

2.2. t,-T-t. modell

Sok esetben a terner mozgdfazis Osszetétel eltérd
szelektivitast eredményez a folyadékkromatografiaban,
mintha kiilon-kiilon alkalmaznank a modositokat. Tipikus
terner mozgofazis a viz/puffer-AcN-MeOH  kiilonb6z6
aranyu eclegye, de sok esetben segithet kis mennyiségii
tetrahidrofuran vagy izopropil-alkohol hozzaadasa is a viz/
puffer-AcN vagy viz/puffer-MeOH tartalmi elegyekhez,
hogy megvaltoztassuk a szelektivitast.

Az els6 DryLab kocka is terner mozgdfazis Osszetétel
optimalizalasara sziiletett meg, ahol a t; és T tengelyek
mellett egy harmadik, n. terner koncentracios tengelyt (t.)
vezettek be, amely a szerves eluenst varialta, amennyiben
AcN ¢és MeOH kozott keverékeket mért, illetve abrazolt.
Ez azt jelenti, hogy a puffer pH-ja (,,A” eluens) allando
marad, ugyanakkor a szerves rész (,,B” eluens) Osszetételét
valtoztatjuk.’

Az alapmérések kivitelezésénél célszerli ugy eljarni, hogy
az els6 t-T sikhoz (1. Abra 1,2, 3 és 4 pontok) tartozd
meréseknel AcN-t, a masodik t.-T sikhoz (1. Abra 5, 6, 7,
és 8 pontok) tartozé méréseknél AcN/MeOH=50/50(v/v)
ardnyu elegyét, a harmadik t-T sikhoz (1. Abra 9, 10, 11
és 12 pontok) tartozo méréseknél pedig MeOH-t valasztunk
szerves modositd oldoszernek.

2.3. t,-T-pH modell

A t.-T-pH elnevezés egy masik fajta kockara utal,
amikor a gradiens id6 (t;) és a hémérseklet (T) mellett
a pH értekek (mint alternativak a t.-hez) optimalizalasa
torténik."” A t, illetve a szerves mddositd (%B) hatésa a

forditott fazisti folyadékkromatografidban hatalmas. A viz
eluensben 1év6 mennyiségének van a legnagyobb befolyasa
a szelektivitasra, illetve az egyes anyagok retencidjara.
Amennyiben a vizsgaland6 anyagok valamelyike
rendelkezik protonfunkciés csoporttal (savas vagy bazikus
karakterrel), akkor a mozgo6fazis pH-jat allando értéken kell
tartani, hogy a molekularis formak egyensulya ¢és ezéltal a
retencids id6 ne valtozzon. Ezt a pH allanddsagot tudjuk
biztositani megfeleld puffer oldatok alkalmazasaval. A
szelektivitas valtoztatasa szempontjabdl viszont jol tudjuk
hasznalni ezt a paramétert, hiszen ha a protonfunkcios
csoporttal rendelkezd anyag pK +2 értéke kortil allitjuk be a
pH-t, akkor a retenci6é pH-fliggo lesz. Ezaltal a szelektivitas
és a felbontas szabalyozhato, a pH altal pontosan beallithatd
lesz. Fontos megemliteni, hogy minél nagyobb aranyban van
jelen az ionvisszaszoritott molekularis forma, annal nagyobb
retenciot varhatunk.

2.4. Robusztussag vizsgalat

A robusztussag vizsgalat a modszervalidalas része, amely
arra ad valaszt, hogy a modszer paramétereinek kismérték,
tudatos megvaltoztatdsa mennyiben befolyasolja a mérési
eredményeket, hogyan valtozik a szelektivitas és a felbontas.
Ha az eredményekre a valtoztatas nincs vagy csak alig van
hatassal, azt mondjuk, hogy a modszer robusztus.

Az alkalmazott modszertdl fiigg, hogy melyik kromatografias
paramétert valtoztassuk. Valtoztathaté kromatografias
paraméterek lehetnek példaul: pH, puffer koncentracio,
oszlop homérséklet, eluens Osszetétel, aramlasi sebesség,
illetve gradiens modszer esetén a gradiens ideje ¢és
meredeksége. Ennek a modszernek nagy hatranya, hogy
idbigényes ¢€s a kiilonbozé faktorok egymasra gyakorolt
hatasat nem tudjuk vizsgalni.

A DryLab szoftver legujabb verzioja (DryLab4) lehetévé
teszi a tervezett modszer szimulalt robusztussag vizsgalatat,
ahol a gradiens elucioban leggyakrabban alkalmazott
koriilmények hatasait lehet modellezni. Ezek lehetnek a t,
T, pH vagy t, térfogat-aramlasi sebesség, indul6 €s végsd
mozgdfazis Osszetétel. A szoftver robusztussag vizsgalod
modulja a hat mérési paramétert harom szinten (-1, 0, +1)
vizsgélja és kombinalja azokat, vagyis 3° teljes faktoros

e

eredményez."

A szimulalt robusztussag vizsgalat megbizhat6, emellett
gyorsabb és sokkal tobb informacioval szolgal, mint
a hagyomanyosan alkalmazott, egyszerre egy faktor
valtoztatasaval mért modszer. A gyorsasag mellett elonye,
hogy igyelembe veszi a kromatografids paraméterek
egymasra gyakorolt hatdsat.

3. Esettanulmany
3.1. Modellvegyiiletek

Ebben az esettanulmanyban konkrét mérésekkel bizonyitjuk
a DryLab kisérlettervez6 és  modszeroptimalizald
szoftver gyakorlati alkalmazhatosagat, illetve, hogy
mennyire megbizhatoak az altala szamitott és modellezett
eredmények."
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A kisérletekhez az amlodipin-bisoprolol hatéanyag
kombinacié és azok Eurdpai Gyogyszerkonyvi (Ph.Eur.)
szennyez06i (3. Abra) lettek kivalasztva.

Az amlodipin Un. lassi kalcium-csatorna blokkold, mig
a bisoprolol a béta-blokkolok csoportjaba tartozik. Az
amlodipin-bisoprolol ~ kombinacié napi alkalmazasat
II-es stadiumu esszencialis hipertoniaban hatasosnak,

A-ImpH

Bisoprolol

B-ImpA

o
e
O ?

biztonsagosnak ¢és  jol tolerdlhatonak tekintik. A
kombinacioban szereplé mindkét gyodgyszert egyébként
onmagaban is hasznaljak. A kombinaciéban vérnyomas
csokkentd hatasaik dsszeadodnak. A fix dozisu kombinacios
tablettak adasat az indokolja, hogy igy el lehet keriilni
azokat a bonyolult gyogyszeradagolasi sémakat, melyeket
a betegek nem képesek kovetni. Az amlodipin-bezilat és a
bisoprolol-fumarat fix kombinacigjat Concor AMLO néven
hozzak forgalomba.'’

A-ImpF

0
e,
G\/ ° o OH

oy Ay iy
o ok

D\/D\/\o
B-ImpG

B-ImpL B-ImpR

3. Abra. Az esettanulméanyban szereplé molekulak szerkezeti képletei.

Kromatografias szempontbol persze sokkal inkabb fontos a
molekulak szerkezete, mint az élettani funkcidja. A vizsgalt
molekulak kozott talalhatd szerkezetileg nagyon hasonlod
(pl. amlodipin és A-ImpE) és nagyon eltéré (pl. A-ImpA
¢s B-ImpA). A modellvegyiiletek mindegyike tartalmaz
protonfunkcids csoportot. Ez azt jelenti, hogy a molekularis
formék aranyat 4allandé értéken kell tartani, hogy a
retenciojuk ne valtozzon, vagyis pH kontroll alkalmazasa
sziikséges.

A bisoprolol' és szennyezdi polaris molekulak,
folyadékkromatografias vizsgalatuknal magas viztartalma
induldé mozgdfazis Osszetétel sziikséges ahhoz, hogy
meglegyen a megfeleld retencio a legkevésbé visszatartott
komponensre (B-ImpA) nézve is. A molekulak szekunder
amino csoportot tartalmaznak (pK >10), vagyis forditott
fazisu koriilmények kozott ionizalt formaban vizsgalhatoak.
A Dbisoprolol-fumaratban jelenlévé fumarsav a karboxil
csoportban jelenlévd kettds kotések miatt szintén jelet
ad a kromatografias rendszerben, illetve van megfeleld
visszatartasa is, ezért ezt is szelektiven el kell valasztani

a tobbi szennyez6tdl. A molekula két karboxil csoportot
tartalmaz, ami miatt savas karakterti (pK  =3,03, pK ,=4,44),
igy forditott fazisu koriilmények kozott a teljesen
ionvisszaszoritott formatdl a teljesen ionizalt formaig
vizsgalhato.

Az amlodipin’® és szennyez6i kevésbé polarisak, az
A-ImpA szennyezd pedig kifejezetten apolaris jellegt,
ezért folyadékkromatografias vizsgalatuknal magas szerves
oldoszer tartalmu végsé mozgbdfazis Osszetétel sziikséges
ahhoz, hogy a legjobban visszatartott komponens is
eludlodjon az elemzés soran. Az amlodipin, az A-ImpD, az
A-ImpE ¢és az A-ImpF szerkezetileg nagyon hasonlitanak
egymasra, tovabbi k6z0s tulajdonsaguk, hogy primer amino
csoportot tartalmaznak (pK >10), vagyis forditott fazist
koriilmények ko6zott ionizalt formaban vizsgalhatoak. Az
A-ImpH komponens az aromas rendszerhez kapcsolodd
szabad karboxil csoport miatt savas karakteri (pK ~4),
ezaltal forditott fazisi kortilmények kozott a teljesen
ionvisszaszoritott formatél a teljesen ionizalt formaig
vizsgalhato.
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3.2. A kromatografias rendszer

A minta 10 pg/mL koncentracioban tartalmazta az
elvalasztani kivant komponenseket.

A mérések kivitelezéséhez binaris pumparendszerrel
rendelkez6 ultranagy-hatékonysagu folyadékkromatografot
(Acquity UPLC) és 50x2,1 mm Acquity CSH C18, 1,7
um allofazist hasznaltunk. A teljesen pordzus szemcsés
allofazis hibrid szilikdbol épiil fel és pozitiv feliileti
toltéssel rendelkezik. A felillet C18-as alkil lanccal és
utdszilanizalassal modositott. A gyartd elsésorban bazikus
vegyiiletek elvalasztasahoz ajanlja ezt a tipusu toltetet.

A mozgo6fazis ,,A” komponense 30 mM-os Na-foszfat puffert
tartalmazott, melynek pH-jat 2,0 és 3,2 kozé allitottuk
be. Alacsony pH-n az allofazis szabad szilanol csoportjai
ionvisszaszoritott allapotban vannak, igy nem alakul ki erds
kolcsonhatas a bazikus csoportot tartalmazé molekulak és
az allofazis felilete kozott, ami szimmetrikus cstcsokat
eredményez.

A mozgobfazis ,,B” komponense acetonitril volt, mely a
vizzel dipdl-dipdl kdlcsonhatasra képes, igy a biner elegy
viszkozitasa az Osszetétel fiiggvényében lapos gdrbe mentén
alakul, vagyis nyomasesés szempontjabol kedvezébb, mint a
viz-alkohol elegyek.

A modszerfejlesztés soran sokkal egyszeriibben lehet
dolgozni, ha a mozgoéfazis ,,B” komponense nem tartalmaz
semmilyen adalékanyagot. Igaz, ilyenkor az oldoszer
gradiens mellett kialakul egy koncentracid gradiens is,
de mérési tapasztalatok szerint ennek nincs befolyasa az
elvalasztas mindségére.'® A fejlesztett modszerek nagyon
jol reprodukalhatok. Elonye, hogy az eluens gyorsan
elkészithetd, az ,,A” Onmagaban nem mindsiil veszélyes
hulladéknak, a ,,B” mas mérésekhez is felhasznalhato.

A mozgofazis térfogat-aramlasi sebessége 0,5 mL/perc, az
injektalasi térfogat 1 pL, a detektalas hullamhossza 230 nm
volt.

3.3. Kisérlet tervezése és kivitelezése

Az 0sszes komponenst tartalmazé mintaoldatot injektalva, a
3.1. pontban leirtak alapjan lett felépitve a kocka, amihez az
egyes mérési pontokhoz tartozo paramétercket az 1. Tablazat
tartalmazza.

A 4. Abrén lathaté a kész kocka. Mivel nem teljes a kocka,
nem felel meg minden korilmény az elvalasztasnak,
vagyis vannak olyan paraméter (t,-T-pH) kombinéciok,
ahol nem teljesiil a kordbban megfogalmazott R, .>1,5
feltétel a kritikus csucsparra. A 4. Abran négy olyan
tartomanyt talalunk, ahol kijellhetjiik a mérés paramétereit,
vagyis meghatarozhatjuk a munkapontot. Az 1-es és 2-es
tartomanyok alkalmasak lehetnek a mérés kivitelezésére, de
pH~2 koriil az allofazis élettartama révidebb az alkil lancok
hidrolizise miatt. A 3-as tartomany szintén megfeleld lenne
a munkapont kijeloléséhez, viszont a kritikus cstucsparhoz
tartoz6 felbontds nagyobb a 4-es tartomanyban, igy a
munkapont kijelolésére a 4-es tartomanyban keriilt sor. A
munkapont kijeldlésének szempontja volt, hogy az elemzési
id6 rovid legyen, és az tavol legyen az MODR-t61.

1. Tablazat. DryLab mérési paraméterek

Mérési t; (perc) TEC)  pH
pont 10%B—90%B
1 3,0 20 2,0
2 9,0 20 2,0
3 3,0 50 2,0
4 9,0 50 2,0
5 3,0 20 2,6
6 9,0 20 2,6
7 3,0 50 2,6
8 9,0 50 2,6
9 3,0 20 3.2
10 9,0 20 3.2
11 3,0 50 3.2
12 9,0 50 3.2

A 4. Abrén lathaté a kész kocka. Mivel nem teljes a kocka,
nem felel meg minden koriilmény az elvalasztasnak,
vagyis vannak olyan paraméter (t.-T-pH) kombindciok,
ahol nem teljesiil a korabban megfogalmazott Ry, >1.5
feltétel a kritikus cstcsparra. A 4. Abran négy olyan
tartomanyt talalunk, ahol kijeldlhetjiik a mérés paramétereit,
vagyis meghatarozhatjuk a munkapontot. Az 1-es és 2-es
tartomanyok alkalmasak lehetnek a mérés kivitelezésére, de
pH~2 koriil az allofazis élettartama révidebb az alkil 1ancok
hidrolizise miatt. A 3-as tartomany szintén megfeleld lenne
a munkapont kijeldléséhez, viszont a kritikus csucsparhoz
tartozd felbontds nagyobb a 4-es tartomanyban, igy a
munkapont kijelolésére a 4-es tartomanyban keriilt sor. A
munkapont kijelolésének szempontja volt, hogy az elemzési
id6 rovid legyen, és az tavol legyen az MODR-t61.

4. Abra. DryLab kocka a munkaponttal.

A munkapont koordinatai a kovetkezok: t.=10 perc
(10%B—90%B), T=45 °C, pH=3,0.

A kiindulési kisérleteknél 3 és 9 perces alapkisérletek
szerepeltek, de a szoftver megbizhato extrapolacidja miatt a
10 perces t-n€l is tudunk dolgozni. Az igy kapott gradiens
meredekség értéke 8 %B/perc. A munkaponthoz tartozo
szimulalt kromatogrambol (5. Abra) megallapithato, hogy
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az elemzéshez sziikséges id6 7 perc. Ez azt jelenti, hogy nem
kell megvarni a 10 perces elemzési id6t 90 %B-ig, elég, ha
10 %B-rél indulunk és hozzaadjuk a 7 perc*8 %B/perc=56
%B eluens dsszetételt.

Az ilyen korilmények kozott elvégzett szimulacio és a
mért kromatogram jo egyezést mutatnak egymassal (5. és
6. Abra). A szimuldlt és mért felbontds értékek is nagyon
hasonloak. A szamszerli értékeket a 2. Tablazat tartalmazza.

;123 4 56 78 9 s 14
-llnl LT Mﬁ 0

5. Abra. Szimulalt kromatogram. Retenci6s sorrend: fumarsav, B-ImpA,
B-ImpL, B-ImpR, bisoprolol, B-ImpG, A-ImpD, A-ImpF, amlodipin,
A-ImpE, A-ImpG, A-ImpB, A-ImpH, A-ImpH

2

.

6

[
0

6. Abra. Mért kromatogram. Retenciés sorrend: fumérsav, B-ImpA,

B-ImpL, B-ImpR, bisoprolol, B-ImpG, A-ImpD, A-ImpF, amlodipin,
A-ImpE, A-ImpG, A-ImpB, A-ImpH, A-ImpH

2. Tablazat. A munkapont szimuldlt és mért t, és R értékei

~ I

- g g &

g s 22 3 ,

e = S T3 ~

g = =2 g =

BS R3) = G g K3}

n = S w0 =
Fumarsav 0,33 0,34 0,01
B-ImpA 0,44 0,44 0,00 4,45 491
B-ImpL 0,65 0,65 0,00 8,06 8,34
B-ImpR 1,55 1,55 0,00 29,63 30,53
Bisoprolol 2,07 2,07 0,00 15,31 15,75
B-ImpG 2,17 2,18 0,01 2,96 3,01
A-ImpD 2,86 2,86 0,00 20,30 20,13
A-ImpF 2,99 2,99 0,00 3,86 3,70
Amlodipin 3,39 3,39 0,00 11,90 11,35
A-ImpE 3,78 3,78 0,00 11,24 10,73
A-ImpG 4,69 4,70 0,01 21,72 21,49
A-ImpB 4,80 4,82 0,02 2,55 2,52
A-ImpH 4,95 4,97 0,02 3,48 3,47
A-ImpA 6,63 6,65 0,02 36,09 34,54

3.4. Szimulalt robusztussag vizsgalat

A fejlesztett modszer szimulalt robusztussag vizsgalatanak
elvégzéséhez be kell allitani az elvalasztast befolyasolo
paraméterek tolerancia szintjét, vagyis hogy mennyi eltérést
engediink meg az eredeti modszerhez képest. Egyszerre
hat valtozo hatasat tudjuk vizsgalni (3. Tablazat), vagyis
a szoftver 3¢ teljes faktoros terv szimulaciojat végzi el.
A gyakorlatban a megengedett eltéréseket az elemzés
megbizhatosagahoz érdemes igazitani.

3. Tablazat. Kromatografias paraméterek és megengedett eltéréseik

Paraméterek Ertékek + Eltérés
tg (perc) 10,0 +0,1

T (°C) 45 +1

pH 3,0 +0,1
Aramlasi sebesség (mL/perc) 0,500 + 0,005
Indulé %B 10,0 +0,5
Végsé %B 90,0 +0,5

A 7. Abran lathaté az dsszes, 3°=729 db szimulacid Rg i
értékének eloszlasa a felbontas fiiggvényében. Az abrardl
leolvashat6, hogy minden kisérlet teljesiti a kordbban
megfogalmazott Rs’km‘>1,5 feltételt (R =221, R
i 2,88).

S.krit.min S krit.

A szimulalt robusztussag vizsgalat elonye a gyorsasag
mellett, hogy figyelembe veszi a paraméterek egymasra
gyakorolt hatdsat. A modell pontossaganak igazolasahoz
lehetetlen mind a 729 kisérletet elvégezni, ezért négy
jellegzetes pont lett kivalasztva a szimulalt eredmények
pontossaganak ellenérzéséhez.

25

Rs, Crit

7. Abra. A 729 mérés R, closzlasa, egy m jelképez egy méresi
paraméterhez tartozo R, . értéket.

Els6 mérési pont: az eredeti mérési paraméterek, ami
a munkapontnak felel meg (Eredeti moddszer). Ezek az
eredmények a 2. Tablazatban is szerepelnek.

Masodik mérési pont: a legkisebb R, . értékhez tartozo
paraméterek (Minimum R, . )

Harmadik mérési pont: a —1-hez tartozd paraméterek
(Alacsony paraméterek), a paraméterek csak negativ irdnyba
térnek el.

Negyedik mérési pont: a +1-hez tartoz6 paraméterek (Magas
paraméterek), a paraméterek csak pozitiv irdnyba térnek el.
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Mind a négy pont mérési paramétereit tartalmazza az 5.
Tablazat.

4. Tablazat. Mérési pontok a szimulaci6 josaganak megitélésé¢hez

s <

= -

Paraméterek - B g g% \%

5 N g . 2 g E|

BE E = R B

Sl= =& < & = &
t, (perc) 10,0 9,9 9,9 10,1
T (°C) 45 44 44 46
pH 3,0 3,1 2,9 3,1

Aramlisiscbessée <00 495 0495 0,505

(mL/perc)
Indul6 %B 10,0 9,5 9,5 10,5
Végsd %B 90,0 90,5 89,5 90,5

Az 5. Tablazat tartalmazza a robusztussag vizsgalat soran
kapott szimulalt és mért t, és R, . értekeket. A retencids

idok kozotti kiillonbség gyakorlatilag elhanyagolhato, a
legnagyobb eltérés 0,03 perc. A kritikus felbontas értékek

5. Tablazat. Az eredeti és robusztus paramétereken végzett kisérletek t, és

Ry, szimulalt és mért értékei

< =~
g > % g
Q0 » = . 12 E < B
B3 E Z 8 E P E
= S < & = &
i o i n
5] 5] 5] 5]
k) — & —~ = —~ k=) —~
o 2 o 2 o 2 o 2
- Q had [ - [} - Q
= 2 = 2 = 2 = =
= = = =
= < 3 o = = = <
£ 5 £ 5 £ 5 = i
) = 3 = » = ) =
F.sav 033 034 033 034 036 035 030 0,30
B-ImpA 0,44 044 048 048 047 046 041 043

B-ImpL 0,65 0,65 0,72 0,71 0,70 0,68 0,60 0,63
B-ImpR 1,55 1,55 1,63 1,63 1,59 1,60 151 1,52
Bisop. 2,07 2,07 2,15 2,14 211 211 2,02 2,04
B-ImpG 2,17 2,18 2,25 224 221 221 212 214
A-ImpD 2,86 2,86 293 292 289 289 281 2282
A-ImpF 2,99 2,99 3,05 3,04 3,03 3,02 293 29
Amlo. 339 339 345 344 342 342 333 335
A-ImpE 3,78 3,78 384 382 3,81 3,81 372 375
A-ImpG 4,69 4,70 4,72 4,72 474 4776 4,61 4,64
A-ImpB 4,80 4,82 4,83 482 485 489 473 4,77
A-ImpH 495 497 497 496 501 503 486 491
A-ImpA 6,63 6,65 6,65 6,63 6,67 6,69 65 6,61

R, 2,55 2,52 222 219 229 229 281 284

S krit.

kozotti kiillonbségeknél is 0,03 vagy kisebb eltérések
tapasztalhatok. A kritikus csucspar mind a négy esetben az
A-ImpG—A-ImpB.

A kapott eredményekbdl megallapithato, hogy a szimulalt
robusztussag vizsgalat megbizhato, gyorsabb és sokkal tobb
informacioval szolgal, mint a hagyomanyosan alkalmazott,
egyszerre egy faktor véltoztatdsaval mért modszer. igy a
robusztussag vizsgalat ideje lecsokkenthetd tobb naprol
néhany percre.

A 8. Abra ad felvilagositast arrol, melyik paraméter vagy
paraméter kombinacié van legnagyobb hatdssal a kritikus
csucspar felbontasara. Ebben az esetben a hdémérséklet
a legfébb befolyasold tényezd. Hoémérséklet valtoztatas
hatasara az A-ImpB és A-ImpG komponensek sorrendje
megvaltozik. Alacsonyabb hémérsékleten az A-ImpB, mig
magasabb homérsékleten az A-ImpG eludlodik korabban.
A gradiens ideje (t,), az aramlasi sebesség, az indulo és
végsé eluens Osszetétel kis mértékben befolyasoljak az
clvalasztast, ezen a paraméterek valtoztatasa nincs hatassal a
szelektivitasra. Szintén nincs hatéassal a szelektivitasra a pH
a munkapontnal, viszont a pH csokkentésével, pH~2,5 koriil
a fumarsav és a B-ImpA retencidja felcserélddik. A mérési
paraméterek kombinacidja fontos informacidval szolgalhat
az elvalasztds mindségére. Itt a kombinalt hatasoknak
elenyész6 szerepiik van az elvalasztasra.

0.2

0.15

0.1

0.05

0 - - S

-0.05

Start %6
End %B

16
1GYpH
16 Flow
16" Stat %B
1G'End %B
T
T*Flow
T*Stan %B
T'End %8B
pHFlow
pH*Start %8B
pH'End %8
Flow' Statt %B
Flow* End %B
Stat %B'End %8B

8. Abra. A kromatogréfias paraméterek hatésa a felbontasra.

Osszefoglalas

A kozleményben ismertetett eredmények igazoljak, hogy
a rendelkezésre all6 szamitdgépes szimulacids szoftver
nagymértékben hozzajarul ahatékony, gyors és koltségkiméld
folyadékkromatografias modszerfejlesztéshez. A szimulacio
megbizhato eredményeket szolgaltat a vizsgalati modszerrol.
Természetesen ezt a szoftvert csak akkor lehet hatékonyan
alkalmazni, ha mogotte ott van az analitikus tuddsa és
tapasztalata. Az UHPLC technoldgia eléretorésével a
modszerfejlesztés még gyorsabba valhat. A gyors és robusztus
folyadékkromatografias modszerekkel mara elérkeztiink
ahhoz a hatarhoz, amikor nem a mérés id6tartama, hanem a
mintael6készités gyorsasaga szabja meg az elemzés idejét.
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Quality by Design principle in liquid chromatography

In the last decade, an important technical evolution has occurred
in pharmaceutical analysis with numerous innovative supports
and advanced instruments that have been proposed to achieve fast
or ultra-fast separations in liquid chromatography (LC) with an
excellent sensitivity and ease of operation. Among the proposed
strategies to increase the throughput, the use of short narrow-
bore columns packed with sub-3 um core-shell and porous sub-
2 um particles have emerged as the gold standards. Moreover
method development is also of great importance, since in many
cases it is the most time consuming step of drug development.
The profiling of impurities and degradation products of active
pharmaceutical ingredients (API) is one of the most challenging
tasks in high performance liquid chromatography (HPLC), because
of the requirements for both high-resolution and trace analysis, in
addition to stringent regulatory and reporting guidelines. Finding
the appropriate chromatographic conditions and then transferring
the method is often challenging since it is influenced by many
experimental parameters. As a consequence, the time and cost
needs are high. It may happen that the method can not be transferred
directly from one laboratory to another or using an alternative
column is often problematic. The reasons are that selectivity and
separation in LC depend on various parameters. Furthermore
interactions can occur among these parameters. One of the most
important requirements of modern liquid chromatography in the
pharmaceutical development is that analysis time has to be as short
as possible in order to improve analytical throughput. In the present
paper, 1 focused on the application of experimental design and
modeling software (DryLab) for method development. Computer
modelling softwares can be applied to improve the throughput as
well as to maximize information about method selectivity during
the method development process. HPLC method development,
robustness and Quality by Design (QbD) play an important role in
the global economy, where pharmaceutical and chemical products
are distributed worldwide and the method transfer process has
been running for the same product in different countries and in
different laboratories. Regulatory authorities (FDA, ICH, EMA,
etc.) nowadays are promoting and requesting the application of
QbD principles to ease the exchange of complex information about
chromatographic selectivity and resolution to support method
control, including method development, transfer and robustness
testing. By applying QbD approaches, a better understanding
and tuning of the method can be performed to ensure a requested
separation in a Design Space (DS). This QbD concept has to be
applied for in-process control including old conventional HPLC
and as well as state-of-the-art ultra-high performance liquid
chromatographic (UHPLC) separations.

11. Monks, K. E.; Molnar L.; Rieger, H.-J.; Bogati, B.; Szabo, E.
J. Chromatogr. 42012, 1232, 218-230.
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The Q8(R2) and Q11 guideline of International Conference on
Harmonization (ICH) clearly define the directions for API and
finished product development. This means that during production
and process controlling each parameter that can affect the results
must be predicted.

Modeling in liquid chromatography began in 1986 when DryLab
appeared, which calculated retention times (t,), retention factors
(k) and critical resolution (Rg_,) in one dimensional computing.
After twenty-five years, it is now possible to predict the effect of
three measured and eight calculated variables on the separation.
This three dimensional model is often called as the ,,cube”. The
retention modeling of DryLab is mostly based on the solvophobic
theory developed by Csaba Horvéth and the linear solvent strength
model. These theories explain the importance and role of water in
reversed phase conditions.

The setup of the DryLab cube is the first step of model based
experimental design. The independent variables - in most cases -
are the temparature (T), the gradient time (t), and the mobile phase
pH or the composition of the ternary mixture (t.). Two types of cube
can be prepared. The t -T-pH cube gives information about the pH
dependence of the components’ retetnion, while the influence of the
ternary mixture on the selectivity and the achievable resolution can
be examined with the t -T-t. cube.

The main part of our research focused on the use of DryLab
modeling and optimizing software. Its gain and possibilities in
method development and reliability of predicted resolution were
studied. Efforts were made on its implementation to every-day
practice in order to increase analytical throughput and to apply
QbD strategy in the field of pharmaceutical development. AS
representative model compounds amlodipine and bisoprolol
active pharmaceutical ingredients were selected, and their
impurities from the European Pharmacopoeia (Ph.Eur.), so that
the advantages of computer assisted method development can be
demonstrated. Besides method development a so called ”simulated
robustness testing” approach was also applied. The analysis time
of conventional pharmacopeial methods were drastically shortened
(down to the analysis time range of 5-7 minutes). The verification
of prediction accuracy showed excellent agreement between
calculated and measured retention times and resolutions.

The development strategy finding in the paper is applied successfully
in the analytical R&D laboratories of Egis Pharmaceuticals Plc.
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Pirrolotriazepin-szarmazékok eloallitasa

FOLDESI Tamés,* VOLK Balazs* és MILEN Matyas®*
“Egis Gyogyszergyar Zrt., Hatoanyagfejlesztési igazgatosag, 1106 Budapest, Kereszturi uit 30-38.

1. Bevezetés

A héttagu nitrogén heterociklusok kutatdsa és gyogyitasban
torténd alkalmazasa hosszu multra tekint vissza. Az els6
ilyen jelentds vegytiletcsalad az 1,4-benzodiazepinek kozé
tartozik. A diazepam (1), az alprazolam (2) és tobb mas
hasonlé szerkezeti vegyiilet a mult szazad masodik felében
gyoOgyszerként keriilt forgalomba (1. abra).!

Me o e N

SIS
O Q

1 2

1. Abra. A diazepam (1) és az alprazolam (2) szerkezete.

Az 1,4-benzodiazepinek a gamma-amino-vajsav (GABA)
neurotranszmitter hatasat fokozzak, ennek eredmé-
nyeképpen szamos modon hatnak az idegrendszerre. Ezek
koziil alegismertebbek az izomrelaxans, nyugtato, gércsoldo,
szorongasoldd ¢és altatd hatasok, valamint nem kivant
mellékhatasaik is vannak, példaul fiiggéséget okoznak.!
Ez utobbi tulajdonsag kikiiszobolése érdekében intenziv
kutatas folyt hasonld szerkezeti molekulak eldallitasara és
vizsgalatara.

2. Abra. Gyogyszerkémiai szempontbol jelentés 2,3-benzodiazepin-
szarmazékok.

" Tel: +36 1 8035874; fax: +36 1 8035613; e-mail: milen.matyas@egis.hu

A kovetkezé nagy vegyiiletcsalad a 2,3-benzodiazepinek
csoportja, melyek kutatasaban az Egyesiilt Gyogyszer- €s
Tapszergyar (EGYT, ma Egis Gyogyszergyar Zrt.) és a
néhai Gyobgyszerkutatd Intézet (GYKI) jartak az élen. Az
intenziv munka eredményeképpen keriilt piacra 1974-ben
a tofisopam (Grandaxin, 3, 2. 4bra), amely — kiilondsen a
vegetativ tiinetekkel jar6 szorongésos betegségek esetében —
j0 szorongasoldd gydgyszernek bizonyult. Hatalmas elénye,
hogy nincs altatd és nyugtato hatasa, az idegrendszert nem
tompitja, emellett tartdos alkalmazasa esetén sem alakul ki
fligg6ség. Sajnos a tofisopam pontos hatasmechanizmusa
maig sem ismert.” A 2,3-benzodiazepinek kutatasa tovabb
folytatodott. A nerisopam (4) klinikai vizsgalatokig jutott,
azonban gyogyszerként nem Keriilt forgalomba.’

Kozben a GYKI-52466 vegyiiletrél (5) kideriilt, hogy
2- amino- 3 -( 5 - metil- 3 -oxo-1,2-oxazol-4-il) propansav
(AMPA) antagonista hatasu.

Ezért az 5 benzodiazepin-szarmazéknak ezt a tulajdonsagat
az agyi érelzarodas kovetkezményeként kialakuld elégtelen
vérellatas altal okozott agyi karosodas megakadalyozasara
lehetne felhasznalni.* Ezen a teriileten a talampanel (6) jutott
el a klinikai kiprobalasig (2. abra).’

R'=H, NO,
R2=H, Cl, NO,
9

3. Abra. 2,3-Benzodiazepin-4-on és tioanalog vegyiiletek.
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A 90-es évek masodik felében a 2,3-benzodiazepin-4-on
vegyiiletek (7, 8) és tio-analogjaik (9) keltették fel a kutatok
érdeklddését. Az elballitott vegyiiletek kozott tobbet talalunk,
amelyek nagyobb AMPA antagonista hatast mutatnak, mint
a GYKI-52466 (5, 3. abra).°®

Késobb részletesen vizsgaltdk, hogy a benzodiazepin
alapvazra kondenzalt C-gyiri hogyan befolyasolja a
biologiai aktivitast. A GYKI-47261 imidazolszarmazék
(10) az AMPA antagonista hatas mellett Parkinson-kor
elleni hatast is mutat.” A vizsgalt triciklusok kozil a 11
triazolonszarmazékoknak megnovekedett, mig a triazol-
(12) és a tetrazolgytiriivel (13) kondenzalt szarmazékoknak
csokkent az antikonvulziv hatasa a GYKI-52466 referencia
anyaghoz (5) képest (4. abra).?

N Me

11

N. N.
7 /N 7 /)
N/(R N-N

Q = OMe, -O-CH,-O-
R= H.’ Me, Etl, 13

ciklopropil

12

4. Abra. Kondenzalt triciklusos 2,3-benzodiazepinek.

2. Pirrolotriazepin-szarmazékok és eléallitasuk

A benzolgylrl és az ottagl, egy heteroatomot tartalmazo
heterociklusok, igymint a tiofén, a furan vagy a pirrol egymas
bioizoszterei.” Ebbdl kifolydlag a benzol heterociklusokkal
torténd helyettesitése és igy 0j szarmazékok eldallitasa
érdekes teriilete a gyogyszerkémianak.

A benzotriazepin- ¢és  benzotriazepinon-szarmazékok
valtozatos bioldgiai aktivitdst mutatnak. Az elmult
néhany évben szdmos, gydgyszerkémiailag is jelentds
vegyliletcsaladot irtak le. Példaul, a 14 vegyiilet ugyanolyan
mértékil antipszichotikus hatast mutat, mint a gyogyszerként
forgalomban 1évé klozapin (15), azonban eldzetes kisérletek
alapjan kevesebb mellékhatassal rendelkezik (5. 4bra).'
A benzotriazepin-szarmazékok kozott taldlunk nempeptid
paratiroid hormon receptor antagonistdkat is (16, 5. abra),
amelyeket bizonyos rakos sejtburjanzasok altal eldidézett
koérosan magas kalcium-vérszint csokkentésére Ilehetne

alkalmazni.!! Ezzel szemben, az irodalombol csupan
néhany pirrollal kondenzalt triazepinszarmazékot ismeriink.
Ezek koziil a 17 és 18 vegyiiletek kiilonféle pszichotikus
zavarok kezelésében lehetnek hasznosak (5. ébra).'? A
pirrolotriazepinek koziil nagyon sokdig csak egyetlen egy
vegyiiletcsalad (19, 5. abra) volt ismert, amelynek néhany
tagja anxiolitikus és antikonvulzans aktivitast mutat.'?

Me
N
0 )
N
N:l' N—
cl
oy I,
Me H
14 15
R
R o N
N—¢
N
. CE ¥
_R'
16 17
R = alkil, aril R, R',R", R" = H, alkil, aril
R
N
X, ﬁ Cu
—
N
Ar
18

R, R'=H, alkil, aril R =H, alkil

Ar = fenil, szubsztitualt fenil

5. Abra. Néhany jelent8s triazepinszarmazék.

2.1. SH-pirrolo[2,1-d][1,2,5]triazepinek (22) és a
4-metil-2,3-dihidro-1H-pirrolo[2,1-d][1,2,5]
triazepin-1-on (26) eldallitasa

Az alabbi pirrolotriazepineket (22) Balci és munkatarsai
allitottak elo' a kovetkezd uton: a pirrol 2-es szénatomjat
Vilsmeier  koriilmények — kozott  acilezték,  majd
nitrogénatomjat  propargil-bromiddal  alkilezték. Az
oxo- ¢és acetilén funkcids csoportot egyarant tartalmazod
intermediereket (21) hidrazin-hidrattal reagaltatva kaptak a
megfeleld triazepinszarmazékokat (22, 6. abra).

Ugyanezen szerzok a 26 pirrolotriazepinont is eléallitottak
az el6z6ekkel analog moédon metil 1 H-pirrol-2-karboxilatbol
(23) kiindulva (7. abra). Azonban a vart termék (26) csak
gyenge hozammal keletkezett a 25 pirrolopirazinon-
szarmazék mellett. Ennek okat részletesen vizsgaltak és
megallapitottak, hogy a két izomer termék koziil a hattaga
gyliris forma a stabilabb. Ezt kvantumkémiai szamitasokkal
alatamasztottdk, illetve megfigyeltétk a 26 vegyiilet
kloroformban végbemend teljes izomerizacidjat.'
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6. Abra. A 22 pirrolotriazepinek szintézise.

A 26 pirrolotriazepinont megprobaltak eléallitani hidrazin-
hidrat ¢és metil 1-(2-oxopropil)-1H-pirrol-2-karboxilat
(27) reakcidjaval is.'* Azonban a vart terméket (26)
még nyomokban sem sikeriilt kimutatni, helyette a 28
diazinszarmazék keletkezett (8. abra).

///\Br

U\CO M () CO,M
e — > e
N 2" NaH, DMF, 0 °C N 2
0,
80% /
23 24
N2H4'H20
MeOH
forralas
O
D~ [y
N Nenn, T N NH
\:< 2 KFN
Me Me
25 26
62% 16%

T CHClj3, 3 nap ‘

kvantitativ

7. Abra. A 25 pirrolopirazinon és a 26 pirrolotriazepinon el6allitasa.

2.2. Az 1-aril-3H-pirrolo[2,1-d][1,2,5]triazepin-4(5SH)-
on vegyiiletcsalad szintézise

Kutatocsoportunkban az  el6zéekben bemutatott 26
pirrolotriazepinhez ~ némileg  hasonlé  vegyiileteket
szintetizaltunk a  kovetkez6 ~ moédon.”®  Els6ként
2-acilpirrolokat (29) allitottunk el6 a pirrol etil-magnézium-
bromiddal, majd a megfeleld savkloriddal torténd kezelésével
(9. abra, A modszer), vagy a megfelelé acilmorfolinnal
Vilsmeier kortilmények kozott (9. dbra, B modszer). A
kovetkezd 1épésben a 29 intermedierek nitrogénatomjat

N~ ~CO,Me N~ ~COMe
H K,CO,, aceton
, Me
forralas

23 74%

O
27
N2H4‘H20
MeOH, forralas
(0]

MeO,C /@ Q\ CO,Me WNH
B

Me Me
28 Me

88% 26

8. Abra. Metil 1-(2-oxopropil)-1H-pirrol-2-karboxilat (27) reakcidja
hidrazin-hidrattal

etil-bromacetattal alkileztiik cézium-karbonat jelenlétében,
majd az igy eldallitott vegyiileteket (30) hidrazin-hidrattal
reagaltattuk forrd etanolban. Ilyen koriilmények kozott a 31
savhidrazidokat izolaltuk, melyek gytirtizarasaval jutottunk el
a kivant pirrolotriazepinekhez (32). A szintézis utolsé 1épése,
a gylrlizaras katalitikus mennyiségli sosav jelenlétében (9.
abra, C modszer), vagy propanfoszfonsav anhidrid (T3P®)
reagens segitségével (9. abra, D modszer) jatszodott le.

2.3. 2-Aril-6-arilimidazo[1,2-b]pirrolo[1,2-¢][1,2,5]
triazepinek szintézise

cres

a 32 pirrolotriazepinon tipusu vegytiletek jol hasznalhatdak
varhatbéan biologiailag hatékony, bonyolultabb kondenzalt
triciklusok  eléallitasara. Az imidazollal kondenzalt
pirrolotriazepinekhez (34) két 1épésben jutottunk el a mar
rendelkezésre allo 32 vegyiiletekbdl (10. abra).'® El6szor
a triazepingytrii karbonil csoport melletti nitrogénatomjat
alkileztik  kiilonféle  2-jodacetofenon-szarmazékokkal,
majd az igy kapott 33 intermediereket forrd ecetsavban
ammonium-acetattal reagaltatva jutottunk el a kivant
kondenzalt triciklusokhoz (10. abra).

2.4. 6-Aril-pirrolo[1,2-¢][1,2,4]triazolo[4,3-b][1,2,5]
triazepinek szintézise

A triazollal kondenzalt pirrolotriazepinek (37) kiindulasi
anyagai szintén a mar koradbban eldallitott 32 vegyiiletek
voltak.'® A kivant termékekhez oly modon jutottunk el, hogy
a pirrolotriazepinon-szarmazékokban (32) 1évé karbonil
oxigénatomot Lawesson-reagenssel kénatomra cseréltiik, ezt
kovetden a tiovegyiileteket (35) kiilonboz6 savhidrazidokkal
reagaltattuk (11. abra, A modszer). Néhany esetben azonban
csak gyenge termeléssel, vagy egyaltalan nem keletkezett
a vart termék. Ekkor egy keriil6é tton allitottuk elé a 37
pirrolotriazolotriazepineket. A tiovegyiilet (35) kénatomjat
metil-jodiddal alkileztik, majd az S-metilszarmazékot
(36) katalitikus mennyiségli tdmény sosav jelenlétében
butanolban forraltuk a megfelel6 savhidraziddal (11. abra,
B modszer).
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A moédszer
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9. Abra. 1-Aril-pirrolotriazepinon-szarmazékok (32) eléallitasa.

RCOCH, /\(OO .
MeCN-CH,Cl, /N JL

J N
A N MR N
=N Cs,CO, =N
Ar 69-98% Ar
32 33
NH,OAc
AcOH
forralas
43-79%

R = Ph, 4-MeCgH,,

4-FC4H,, 4-CICqH, N__R
Ar = 3-FCgHy, 4-FCH, ;N
4-CICgH,, 4-O,NCgH, _ N.N
Ar
34
9 példa

10. Abra. Imidazolopirrolotriazepinek (34) el6allitasa.

2.5. 6-Aril-11H-pirrolo[1,2-e]tetrazolo[1,5-b][1,2,5]
triazepinek szintézise

A tetrazolgytrit tartalmazoé 39 triciklusokat mar az elézéleg
bemutatott 35 tiovegyiiletekbdl allitottuk eld két 1épésben

X

—N

BICH,COEL C5,C05 R\ ar
MeCN-CH,CI N
e83—98%2 ’ k °
CO,Et
30
C modszer NoH4H,0
10% HCI E
EtOH, forralas E) 55-88%
36-95% H
1 \f Ar
N (0]
Lo
D modszer GONHNH,
|
T3P, EtOAC 3]
forralas S
14-92%

(12. abra).'s A tiovegyiileteket (35) el6szor hidrazin-hidrattal
szobahdmérsékleten, tetrahidrofuranban reagaltattuk, majd
a képz6dott hidrazonok (38) diazotalasaval kaptuk a kivant
termékeket (39).

2.6. 6-Aril-pirrolo[1,2-¢][1,2,4]triazolo[4,3-b][1,2,5]
triazepin-3-onok szintézise

Az irodalmi bevezetében mar emlitést tettiink arra, hogy
Chimirri és munkatarsai altal leirt triciklusos benzodiazepin-
szarmazékok kozil a 11 triazolongytriit tartalmazo
vegyiiletek voltak a legjobb AMPA antagonistak. Igy
fontosnak tartottuk a 13. abran lathat6 40 pirrolanalogok
eldallitasat.

Irodalmi analégiak alapjan eldszor a 35 és 36 tiovegyiiletek
¢s etil-karbazat (H,NNHCO,Et) reakcidjaval probaltunk
eljutni a 40 vegyiiletekhez,’ azonban ezek a kisérletek
nem vezettek eredményre. Ezt kdvetden megvizsgaltuk,
hogy az altalunk mar korabban el6allitott 38 hidrazonokba
hogyan lehet C=0 egységet beépiteni és igy kialakitani a
triazolongytriit. Tobbféle reagenst kiprobaltunk (karbonil-
diimidazol, dietil-karbonat, trifoszgén), amelyek koziil
— ugyan kozepes termeléssel — de egyediil trifoszgénnel
(CLLCOCO,CCL,) sikeriilt eléallitani a kivant vegyiileteket
(40, 13. abra)."”
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/\<SMe
B maéd
modszer /N \N
Mel, Cs,CO4 NN RCONHNH,
MeCN-CH,Cl, A konc. HCI (kat.)
77-98% 36 BuOH, forralas
68-95%
0 S A modszer
N.
N/\< Lawesson-reagens N/\< 2 N
ST g / 4y RCONHNH, J N/\<N//(
—N toluol, forralas “N=N BUOH. forralas NN R
Ar 70-94% Ar 55-95% Ar
32 35 37
25 példa

Ar = fenil, szubsztitualt fenil
R = H, alkil, aril, hetaril

11. Abra. Triazolopirrolotriazepinek (37) el8allitasa.

N
N,H,H,0 "NH;
NH 4 N
— N’
80 98%
Ar

35

N\NH2 N.

~ "N
/- N NaNO,, HCI N/\<N/,’\'l
—= < .
_ 0-5°C Y
63-98%

8 példa

Ar = Ph, 3-FCgHj, 3-CICgHy, 4-FCgHg, 4-CICgHS,
4'MEOC6H4, 4-02NC6H4, 4-H2NC6H4

12. Abra. Tetrazolopirrolotriazepinek (39) el6allitésa.

1
N NH, N.
y N Cl;COCO,CCl, y N ¢ NH
NH _— N—A
NN THF NN O
Ar 31-62% N
38 40

6 példa

Ar = Ph, 3-FCgH,, 3-CICgH,,
4-FCgHy, 4-CICgH,, 4-MeOCgH,

13. Abra. Pirrolotriazolotriazepinon-szarmazékok (40) eléallitasa.

3. 14-Arilpirrolo[20,10:4,5][1,2,5]triazepino[7,1-b]
kinazolin-11(5H)-onok szintézise

A kinazolinon-szarmazékok (kinazolin-4(3H)-on, 41, 14.
abra) jelent0s része a biologiailag hatékony molekulak
kozé tartozik.'® A vegyiiletcsoport szamos egyszeriibb

¢s bonyolultabb szerkezetli tagja izolalhatoé kiilonféle
novényekbdl és allatokbol.' Példaul a loutonin A (42) a
Kinaban honos Peganum nigellastrum gydgynovényben
talalhaté alkaloid, amely rakellenes hatast mutat.* A
kinazolinon-alkaloidok egy masik fontos képviseldje a
pentaciklikus rutekarpin (43), amelyet az Evodia rutaecarpa
szaritott termésébol izolaltak.”’ Magat a novényt a kinai
orvoslas régdta alkalmazza kolera és emésztérendszeri
fert6zések ellen.?

o (@)
NH N
» N~ N
N N\
0 o)
~
i :N = N/)\MeMe
HN
43 44

14. Abra. Biologiailag hatékony kinazolinonszarmazékok.

Az elbzdleg bemutatott természetes anyagokon kiviil szamos
mesterségesen eldallitott szarmazék ismert, melyek kozott
talalunk antibakterialis,”® rakellenes,” magasvérnyomas
ellenes,”  gyulladasgatld,®  diabétesz  ellenes’”  és
antikonvulzans®® hatast vegyiileteket. Ez utobbira példa a
metakvalon (44, 14. abra), amely széles korben alkalmazott
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anxiolitikus  és  szedativ-hipnotikus  gyogyszer”® A
kinazolinon-szarmazékok széleskori biologiai aktivitasa a
struktirakor kiterjedt kutatasahoz vezetett.>

Az el6zdek alapjan lathato, hogy a kinazolinon-szarmazékok
igen jelentds vegyliletek. Ezért munkank tovabbi céljaul
azt tlztik ki, hogy az altalunk mar korabban eldallitott
pirrolotriazepin  szerkezeti elemre kinazolinongy(riit
felépitve — bioldgiailag varhatdan hatékony — 1j tetraciklusos
vegyiiletcsaladot hozzunk 1étre.’!

(6]
7N\ 4 v
ZN=N “N=N
Ph Ph
32a 35a
vagy 45a
9y 45a
45a piridin AcOH
AcOH . forralas o
34%
forralas  NOTAES o7 [
N OMe
%
4 N/\<N
— /N‘ o
MeO CO,H
e O
NH,
45a

15. Abra. Kisérletek a 46a vegyiilet eléallitisara.

Kinazolinongyfirti kiépitésére leggyakrabban a
Niementowski-reakciot alkalmazzak, amely antranilsavak
és kiilonféle karbonsavszarmazékok (savamidok, tioamidok,
amidinek, iminoészterek) kondenzacioja.’> Munkank soran
elészor a 32a pirrolotriazepinon vegyiiletet reagaltattuk
S-metoxi-antranilsavval (45a) forrd ecetsavban, azonban
ez a reakcio sikertelennek bizonyult (15. abra). Irodalmi
analogia alapjan®® megkiséreltiik el6allitani a 46a vegyiiletet
tionil-kloriddal piridinben, azonban igy sem jartunk sikerrel.
A 35a tioamid és az 5-metoxi-antranilsav (45a) forro

SMe
/ N/\\< AcOH
N HoN R2
=N N 2 [E—.
N forralas
HO,C R® 34-95%
45
R1
36 N R2
7
4 N
, _ N R
—N [e}
R'=H, CI, F, OMe
R2=F, H, OMe R!
R3=H,F
46

16. Abra. Az eléallitott 46 kondenzalt tetraciklusok.

ecetsavban torténd reakcidja mar eredményes, de rendkiviil
lassu volt. 27 6ra reakcididé utan a vart 46a vegyliletet
34% termeléssel kaptuk, valamint a kiindulasi tioamidot
(35a) 62%-ban visszanyertiik. A megoldast a 36a S-metil
szarmazék adta. Ebbol kiindulva 95% termeléssel sikeriilt a
kivant 46a tetraciklust eléallitanunk.

Az optimalis koriilmények megkeresése utan a reakciot
kiterjesztettiik, és Osszesen hét 01j kinazolinon-szarmazékot
(46) szintetizaltunk (16. abra).

A 46b (R' = H, R* = F, R® = H) vegyiilet CDCI,-bol
novesztett egykristalyarol rontgendiffrakcios —felvételt
készitettiink. A szerkezet érdekessége az a hidrogénkotés,
amely a kinazolongyliri C=0O csoportjaval szemben 1évd
nitrogénatom és a CDCI, deutériumatomja kozott alakult ki
(17. abra). Az irodalomban csak néhany példa ismert ilyen
tipusu hidrogénkotésre.**

oQ I
°

- )
O © 2 )
oy 5.
(_\ =g
¢ Cz
N F
%
4 N/\<N
— _ N' o
CCl, 0.985 CCl,
116 pm |
I? ) 166.1° D 0.442
207pm | 0845
- N - - N~
s ’d
Tf\( Tg
- ~ - -
(6] O -0.597

(a) (b)

17. Abra. A 46b vegyiilet szerkezete, (a) mért geometriai adatok, (b)
szamitott toltéseloszlas.

4. Osszefoglalas

A 2,3-benzodiazepinek a kozponti idegrendszerre hatd
vegyliletek jelentds képvisel6i. A tofisopam (3, Grandaxin®)
hatékony anxiolitikus gyogyszer, amely alacsony toxicitasa
mellett szamos el6ny6s tulajdonsaggal rendelkezik. A
2,3-benzodiazepinek 1j szarmazékainak eldallitdsa fontos
teriilete a gyogyszerkémianak. Az alapvaz benzolgytirtijének
kilonféle  heterociklusokkal — torténé  cseréje  Uj
gylrirendszerek eléallitdsat és igy a meglévd bioldgiai
hatasprofil modositasat teszi lehetévé. Munkank soran a
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benzodiazepinekkel analdg pirrolotriazepin-szarmazékokat
allitottunk eld.
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former drug candidate among them. Discovery of GYKI-52466 (5)
opened a new therapeutic field, because of its AMPA antagonist
effect. The AMPA antagonist drugs could be used to prevent brain
damage caused by insufficient blood supply. In this field, talampanel
(6) reached the clinical phase. The 2,3-benzodiazepin-4-ones (7, 8),
and its thio analogues (9) were also found to be AMPA receptor
antagonists with marked anticonvulsant activity. Later, the effect of
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introducing a further ring into the 2,3-benzodiazepine skeleton was
examined exhaustively. The imidazole-condensed benzodiazepine
derivative GYKI-47261 (10) showed antiparkinson effect beside
the expected AMPA antagonist behaviour. Other derivatives
containing an additional triazolone, triazole or tetrazole ring were
also found to be potent anticonvulsant agents.

The benzene ring and the five-membered heterocycles having one
heteroatom, such as thiophene, furan and pyrrole are bioisosteres to
each other. Therefore, replacing the benzene ring to heterocycles,
and synthesizing new ring systems are a very interesting and
important field in pharmaceutical chemistry.

Benzotriazepines and benzotriazepinone derivatives show various
biological activities, for example antipsychotic (14), and non-
peptide parathyroid hormone receptor antagonists (16). In contrast,
only a few pyrrole-condensed triazepine derivatives are known in
the literature. Compounds 17 and 18 among them could be used
in treating of psychotic disorders. For a very long time, only one
pyrrolotriazepine compound family (19) was generally known, and
these derivatives show anxiolitic and anticonvulsant activities. The
next group of pyrrolotriazepines (22) was synthesized by Balci and
co-workers. Beside the synthesis, interesting side-reactions and
isomerisations were observed.

In a recent publication, we have described an efficient synthetic
route for the preparation of 1-aryl-3H-pyrrolo[2,1-d][1,2,5]
triazepin-4(5H)-ones (32), a compound family structurally related
to 1l-aryl-2,3-benzodiazepin-4-ones (7, 8). At the first step in the
four-step synthetic route, 2-aroylpyrroles 29 were prepared from
pyrrole either using ethyl magnesium bromide and appropriate acyl
halides (Method A), or treating with Vilsmeier reagent (Method B).
N-Alkylation of 2-aroylpyrroles 29 with ethyl 2-bromoacetate led
to compounds 30. Subsequent reaction of esters 30 with hydrazine
hydrate gave acyl hydrazides 31. Ring closure of these latter either
under acidic conditions in refluxing ethanol (Method C) or by a
propanephosphonic acid anhydride (T3P®) promoted cyclisation
(Method D) resulted in pyrrolotriazepinones 32. Similarly to the
1-aryl-2,3-benzodiazepin-4-ones (7, 8), compounds 32 could also
be used to prepare various tricyclic systems.

Compounds 34 exhibiting the new imidazopyrrolotriazepine ring
system were prepared from pyrrolotriazepinones 32 in two steps.
The nitrogen atom adjacent to the carbonyl group was alkylated
with various 2-iodoacetophenones to give the new ketones 33, in
an acetonitrile—dichloromethane mixture using cesium carbonate
as the base. Then ring closure of compounds 33 was performed
with ammonium acetate in refluxing acetic acid to afford tricyclic
compounds 34.

Compounds 37 containing the new pyrrolotriazolotriazepine ring
system were also prepared from pyrrolotriazepinones 32. The
carbonyl group of derivatives 32 was converted into a thiocarbonyl
moiety by using Lawesson’s reagent in toluene leading to

pyrrolotriazepinethiones 35. Compounds 37 containing the new
pyrrolotriazolotriazepine ring system were then prepared from
thiones 35 by treatment with various acyl hydrazides in refluxing
butanol (Method A) in medium to excellent yields. In certain cases,
an alternate approach proved to be more efficient: formation of
the S-methyl derivative 36 and subsequent treatment with acyl
hydrazides (Method B) afforded target compounds 37.

Tetrazole derivatives 39 were synthesized from thiones 35 in two
steps. At first, compounds 35 were treated with hydrazine hydrate at
room temperature in THF, after that, the hydrazones 38 given from
this step, were reacted with sodium nitrite in aqueous hydrochloric
acid.

Among the tricyclic derivatives prepared by Chimirri and co-
workers, triazolone derivatives 11 were the strongest AMPA
antagonist compounds. Thus, we considered important to synthesize
the pyrrole analogues 40. According to literature procedures, we
tried to prepare target compounds by several methods, but only the
use of triphosgene led to the desired products.

Quinazolinone (quinazolin-4(3H)-one, 41) derivatives constitute
an important class of natural and synthetic compounds. A number
of simple or more complex quinazolinones have been isolated and
characterized from various plants, animals and microorganisms.
For instance, loutonin A (42) extracted from the Chinese medicinal
plant Peganum nigellastrum showed potent anti-tumor activity.
Another important representative of the quinazolinone-type
alkaloids is the pentacyclic rutaecarpine (43), which was isolated
from the dried fruit of Evodia rutaecarpa, and used as a remedy
for cholera, dysentery and worm infestations. Methaqualone (44),
a synthetic quinazoline derivative, is a widely used anxiolytic and
sedative-hypnotic drug. The immense biological significance of
quinazolinones has led to extensive studies towards various possible
constructions of this core and the synthesis of new derivatives.

Seeing the importance of this compound family, we aimed to fuse the
biologically active quinazolinone moiety with the pyrrolotriazepine
skeleton synthesized by us, in order to prepare a new tetracyclic
ring system with expected biological activity. To reach our target
compounds, we tried out a few modifications of the classic
Niementowski reaction, which is known to be an efficient tool to
prepare quinazolinone derivatives. Among the starting materials
derived from pyrrolotriazepinones 32, the S-methyl derivatives 36
proved to be the suitable compound for our purpose: refluxing with
anthralinic acids 45 in acetic acid for 4-8 h resulted in tetracycle
46 in good yields. On the perspective view of compound 46b co-
crystallized with the NMR solvent CDCI, in a 1:1 molar ratio,
an interesting phenomenon could be seen. the deuterium atom of
the chloroform occupies a typical H-bond position. The H-donor
properties of chloroform were already studied, however, there are
only a few examples described in the literature. Here, the shape and
the electron distribution of the molecule make the N(6) atom a good
hydrogen acceptor, while the strong electron-withdrawing effect of
the three chlorine atoms cause chloroform to be a hydrogen donor.
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Biztonsagtechnikai szempontok a gyogyszeriparban: Egy
tofisopam intermedier esete

FARKAS Ferenc,* DANCSO Andras," MARKOVITS Imre,* MADARASZ Janos® és NYITRAI Izabella®
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Magyarorszag ‘Pannon Egyetem, Mérnoki Kar, Vegyészmérnoki és Folyamatmérnoki Intézet, Vegyipari Miiveleti Intézeti

Tanszék, Egyetem utca 10, 8200, Veszprém, Magyarorszag

1. Bevezetés

A szerves kémiai reakciok jelentds része exoterm, nagy
energiafelszabadulas esetén biztonsagtechnikai kockazattal
jarnak. Egy Nagy-Britannidban elvégzett vizsgalat szerint
minden hatodik robbanassal jaré vegyipari baleset valamilyen
exoterm reakcid biztonsagtechnikai kockazatértékelésének
elmulasztasa miatt kovetkezik be.! Az utobbi évtizedekben
a modern termoanalitikai modszereknek kdszonhetéen
lehetdségiink nyilt a vegyipari folyamatok soran felszabadulo
hé meghatarozasara, igy a pontos kockazatbecslésre
is. Az EGIS-ben a svéjci SWISSI biztonsagtechnikai
intézet altal kidolgozott modszert alkalmazzuk a reakciok
veszélyességének meghatarozasara.? A kockazatértékelés
soran feltételezziik, hogy az exoterm reakcio kivitelezésekor
hiitési vagy keverési hiba 1ép fel (1. abra).
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1. Abra. Egy reakcié hémérsékletének alakulasa hiitési hiba
bekovetkezése utan.

Ekkor a reaktor, elég nagy méret esetén, kvazi adiabatikus
moddon viselkedik, igy a reaktor hOmérséklete a reakcioh6bol
szamithat6 adiabatikus homérsékletemelkedés mértékével
(AT ) nd. Ilyenkor a reakcioelegy hdémérseklete eléri a
kivant reakcio altal elérhetd maximalis homérsékletet
(MTSR, maximum temperature of the synthesis reaction).
Magasabb hémérsékleten nagyobb eséllyel valésulhatnak
meg bomlasi reakciok, melyek jellemzden nagy energiaval
jérhatnak, ezaltal robbanast okozhatnak. Azt az id6t, mely
alatt adott hémérsékleten, a bomlési reakcio eléri a maximalis
sebességét, TMR -al [time to maximum rate under adiabatic
conditions] jelolik. A AT a baleset stlyossagat, a TMR
a Dbaleset bekdvetkezésének valdsziniiségét jellemzi
kvantitativ moédon. A kivant kémiai reakcid vizsgalatara
reakcié kalorimétert, a bomlasi reakcid vizsgalatara

* e-mail: Ferenc.Farkas@egis.hu

adiabatikus kalorimétert vagy DSC-t [differential scanning
calorimeter] alkalmazhatunk. A reakciok SWISSI altal
javasolt veszélyességi osztilyba sorolasahoz (2. abra)® be
kell vezetniink a T ,, fogalmét: ez az a hémérséklet, melyen
a reakcioelegyben a bomlési reakcid 24 ora utan éri el a
maximalis sebességet. [smerniink kell a maximalisan elérhetd
technologiai homérsékletet [MTT, maximum temperature
for technical reasons], ilyen pl. az oldészer forraspontja,
ugyanis a reflux gdtja lesz a hdmérséklet emelésének. A
T pedig azt a hémérsékletet jelenti, melyen végre akarjak
P, . . . .
hajtani a reakciot, ezen a hémérsékleten kovetkezik be a
hiitési hiba is.

NT
MII ]
MTSR] MTSR
Toza ! ! v W
o MT .. MTT
MTSR MTSR MTSR
MTT__.
Te
1 2 3 4 s

2. Abra. Veszélyességi osztalyok.

Az 1.-2. osztilyba sorolt reakciok csak kiilonleges
koriilmények kozott, pl. nagymennyiségli gazfelszabadulas
esetén lehetnek veszélyesek. A 3.-4. osztilyba tartozd
reakciokndl van egy technikai gat, pl. reflux, amely
megakadalyozza, hogy elérjiik azt a homérsékletet, ahol
bekovetkezik a bomlas. Ebben az esetben igazolni kell, hogy
a technikai gat méretezése, pl. reflux rendszer, megfeleld-e.
Az 5. osztalyba sorolt reakcioknal a nagyenergiaju bomlasi
folyamat tul nagy eséllyel valosul meg, ezért a technoldgia
biztonsagosabba alakitdsa sziikséges.

E munkaban egy energia felszabadulasaval jaro reakcio
példajan mutatjuk be, milyen méréseket ¢s szamitasokat
végzink el az EGIS-ben a biztonsagtechnikai
kockazatértékelés céljabdl. Kiemelt figyelmet szenteliink
a kivant reakcid soran bekovetkezd termikus akkumu-
laci6 pontos meghatarozasanak. Egy autokatalitikus
mechanizmusit  bomlasi  reakcid6  bekovetkezésének
valdszinlségét is vizsgaljuk.
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2. Tofisopam intermedier eléallitasanak vizsgalata

A tofisopam (4), a Grandaxin® hatbéanyaga, egy anxiolitikus
hatast, Magyarorszagon fejlesztett originalis EGIS
gyogyszer. A 3 tofisopam intermediert metil-izoeugenolbol
(1) allitjuk eld. A reakcio elsd részében ecetsavas kozegben
a 2 dimer képzddése zajlik le. A nem izolalt intermedierbdl
feleslegben adagolt kromsav anhidrid oldattal végzett
oxidacio segitségével alakitjuk ki a 3 diketon szarmazékot.

| o)
Sy o
ecetsav
o
o] |
| s
(6]

2.1. Reakcioh6é meghatirozasa

A diketon metil-izoeugenolbdl torténd eldallitdsa soran
felszabaduld hémennyiséget viszonylag gyorsan és olcson
meghatarozhatjuk szamitasos modszerrel a képzoédéshok
felhaszndlasdaval (AH). A képzOdéshok egy része
megtalalhato kézikonyvekben,* a tobbit kvantumkémiai titon
szamolhatjuk, mi ez utobbi célra a HyperChem® programot
hasznaltuk, az Osszehasonlitas kedvéért harom kiilonbozé
modszerrel: AM1, RM1 és PM3 (szemiempirikus NDDO,
vagyis neglect of diatomic differential overlap modszerek
STO, vagyis Slater type orbital bazissal). El6szor MM+
molekulamechanikdval optimalizaltuk a szerkezeteket,
majd az adott modszerrel kiszamitottuk a képzddéshot. Az
adatokat az 1. tablazatban foglaltuk Ossze, a szamitott és
mért reakciohdket pedig a 2. tablazatban hasonlitottuk dssze.

A 2. tablazatban a kisérleti és szamitott értékek kozti nagy
eltérés (2x) oka, hogy a szamitassal meghatarozott érték
elsdsorban tajékozodasra és nagysagrendi becslésre szolgal,
mivel sok tényez6t elhanyagolunk: vakuumban izolalt
molekulakra szamolunk képzddéshoket, pedig a reakcidok
kevés kivétellel kondenzalt fazisban zajlanak, tovabba nem
vessziik figyelembe az oldashdket és a mellékreakciokat.
Az EGIS-ben alkalmazott reakci6 kaloriméter nem
alkalmas extrém magas vagy alacsony hdomérsékleten
és nyomas alatt végrehajtott reakciok vizsgalatara. Ilyen
esetekben a szamitott reakciohd az egyetlen tampont a
kockazatbecsléshez. A konkrét esetben a szamitott érték
a mért eredménynek 51—63 %-a, szamitasi modszertdl
fliggben (pl. 2. tablazat).

1. Tablazat. Képz6déshok (AHL) kJ/mol-ban

Szamitott
Vegyiilet  Irodalmi? IRYT 1 paye

CrO, -589,9

Cr’* aq -143,6

H" aq 0

H,0 -286,0

Co, -393,4

1 NA® -137,6 -136,7 -133,5
2 NA -563,9 -640,3 -583,0

* Nincs adat.

2. Tablazat. Szamitott és mért reakciohdk (AH) kJ/mol-ban

AM1 RM1 PM3 Kisérleti

-3343 -412,5 -361,6 -651

A reakciohd kisérleti uton valdo meghatarozasanak szamos
elénye van a szamitasos modszerekhez képest: ugyanazt a
folyamatot mérhetjiik, amely az iizemi reaktorban lezajlik,
meérjiik a fazisatalakulasbol szarmazd energiavaltozast is,
valamint a reakcio kinetik4jardl is informaciot kapunk. Ilyen
célra a Mettler Toledo RC-1 tipusu kaloriméterét hasznaljuk
az EGIS-ben. A késziilék érdekessége a reaktor hdatadd
kozeg felé esd falan elhelyezett, termoelemekbdl allé RT-
Cal szenzor, mely a reaktor falan athaladé héaramot méri
bizonyos idokozonként. A reakcié héaram gorbéjérdl (3.
abra) leolvashato, hogy a dimer képzddés és az oxidacio két
kiilén folyamat, valamint hogy nagyobb héfejlodéssel az
oxidacio jar. A hdaramgorbe integralja a reakciohd. Fontos
adat a maximalis héaram is, hiszen ennek ismeretében
kiszamithatjuk a biztonsagos adagolasi idot és, hogy a
reakcid szabalyozasahoz mekkora tizemi hiitoteljesitményre
van sziikség.
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3. Abra. A 2 vegyiilet el6allitisanak héaram gorbéje.

A hédram gorbe azt is megmutatja, hogy a dimer képzddése
az Osszes hoéfelszabadulas kisebb részét, mindossze 13 %-at
teszi ki. A krom-trioxid oldat adagolas és héaram viszonya-
nak vizsgalataval pedig az akkumulaciorél kapunk
informaciot. Az akkumulacio alatt azt értjiik, amikor a
reagens nem reagal el azonnal az adagolast kovetden,
hanem a koncentracidja folyamatosan ndvekszik és csak
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bizonyos id6 elteltével 1ép reakcioba. Az akkumulacid
reakcié kaloriméterrel vizsgalhatd, ugyanis a konverzid
jol helyettesitheté a termikus konverziéval. Ennek az a
jelentdsége, hogy az (1) képlet alapjan az MTSR a termikus
akkumulécié mértékével valtozik.

MTSR =T, + XT,maxATadmrf/mr,Tmax (1)

ahol: T a reakcio homérseklete, XT’max a maximalis
termikus akkumulacio, m_ a reakcidelegy tomege az
adagolas végen, m | a reakcidelegy tomege a maximalis
termikus akkumulacié idSpontjaban. Az adiabatikus
hémérsékletemelkedés a reakciohd és a fajlagos hokapacitas
hanyadosa. A fajlagos hokapacitast a reakciohd mérés
soran hatarozzuk meg a késziilék kalibralasakor. Egyszerii
masodrendli reakciok esetén a termikus akkumulacio
a sztdchiometrikus mennyiség beadagoldsakor éri el
maximumat, a reakcio kaloriméter iSafety (Mettler Toledo
iControl RCle 5.0 része) szoftvere is ily médon szamitja
az MTSR-t. Ez alapjan a maximalis termikus akkumulacio
jelen esetben 60 %, az MTSR 177 °C. Bonyolultabb
mechanizmusu reakciora, mint a kromsavas oxidacio,
valgjaban ez nem érvényes, a termikus akkumuléciot
ilyenkor, folyamatos adagolas helyett (3. abra), szakaszos
adagolassal hatarozzuk meg. A krém-trioxid oldatot 10
részletben adtuk a reakcioelegyhez, az adagolasok kozt
varakoztunk és mértiik a felszabadul6é hd nagysagat. Ekkor
a termikus akkumuléci6é az adagolas végétdl a kovetkezd
adagolas kezdetéig keletkezd ho és a reakciohd hanyadosa.
A 10 mérési pontbol szerkesztett termikus akkumulacio
gorbét a 4. abran hasonlitottuk Ossze az iSafety szoftver
segitségével folyamatos adagolas soran meghatarozottal.

Temikus akkumulacioé (%)

Beadagolt mennyiség (%)

= = == szakaszos adagolds

folyamatos adagolds

4. Abra. Akkumulaci6 alakuldsa folyamatos és szakaszos adagolés esetén.

Szakaszos adagolas segitségével sikeriilt pontosabban
meghatarozni a termikus akkumuléciot, mely jelentdsen
kisebb az iSafety szoftverrel szamitottndl. A maximalis
termikus akkumulacié 5,1 %-ra, az MTSR pedig 35 °C-ra
csokkent. Ennek a veszélyességi osztalyba sorolasnal van
jelentdsége, hiszen minél kisebb az MTSR, a reakcio annal
biztonsagosabb.

2.2. Bomlasi reakcio vizsgalata

A magasabb homérsékleten lejatszodd bomlasi reakciok
jellemzden nagy energiafelszabadulassal jarnak. Ezeket
a reakciokat DSC-vel vizsgaljuk, a méréseket a BMGE
Szervetlen és Analitikai Kémia Tanszékén végezték. A

hasznalt differencialis pasztazoé kaloriméter Modulated
DSC 2920 (TA Instruments, New Castle, DE, USA) tipusu
héaram (heat flux) mérécellaval rendelkez6 késziilék volt.
A mérések soran nyomasalld tégelyeket alkalmaztunk
allandd nitrogéndblitéssel, hogy a tégelybdl esetlegesen
kiszabadulo gizok a szenzort ne karositsak. Altaliban
elészor egy dinamikus DSC mérést végziink, a mintat
szobahdmérsékletrdl 5 °C/min flitési sebességgel melegitjiik
300 °C-ig. Amennyiben exoterm folyamatra utald csucsot
kapunk, az onset hémérsékletének kdrnyékén néhany 10 °C
kiilonbséggel izoterm mérést végziink. Izoterm DSC-mérés
soran szobahdémérsékletrdl a kivant homérsékletre 50 °C/
min sebességgel fhtjiik fel a mintat altalaban 4-5 perc alatt,
amely a kivant homérsékletet elérve izoterm homérsékleti
kortilmények kozé keriil. Ebben az allapotban legalabb
60 percig nyomon kovetjik a termikus viselkedését. A
dinamikus mérés soran kapott héfelszabadulasbol a bomlasi
reakcid hevességét tudjuk megbecsiilni, az izoterm méréssel
meghatarozott maximalis héarambol a T, -et. A DSC
gorbe alakjabol a bomlas kinetikajara is kovetkeztethetiink®
(5. ébra). Ha a reakcid ned rendli, az izoterm mérés
soran a hdéaram az id6 eldrehaladtdval monoton csokken.
Autokatalitikus mechanizmus esetén a reakcido az id6
elérehaladtaval gyorsul, majd a maximalis sebesség elérése
utan csokkenni kezd. Masképp fogalmazva, a maximalis
héaramot indukciés idé utan éri el. Az autokatalitikus és
n-ed rendli bomlasi reakciok eseteben a T ,, meghatarozasa
eltéré modon torténik.
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5. Abra. Autokatalitikus (oxidacios reakcioelegy, 216 °C) és n-ed rendii
bomlas izoterm DSC felvételei.

A reakcioelegyet az oxidacido lezajlasa utan DSC-vel
vizsgaltuk, és a dinamikus DSC mérés soran 220 °C-on
jelentés héfelszabadulast tapasztaltunk (AT =100 °C).
Ezutan izoterm méréseket végeztiink 216, 246 és 261 °C-on.
A gorbék alakjabol (5. abra) megallapitottuk, hogy a bomlas
autokatalitikus modon megy végbe.

Az autokatalitikus reakciok nagy részét jol jellemzi a
Benito-Perez modell.” A modell soran kiilon figyelembe
vesszlk az iniciald reakciot, mikor A kiindulasi anyag B
bomlasi termékké alakul autokatalizis nélkiil, valamint azt a
folyamatot is, mikor B mar katalizalja az A—B atalakulast.
Tomeghatas-kinetikat feltételezve az egyszertisitett Benito-
Perez modellt a kovetkez6képp irhatjuk fel:

kq
A-B (2)

ko
A+ B - 2B 3)
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=14 = k1Cy + ka2 CyCp “4)

ahol r, a reakciosebesség, k a sebességi allando és C a
koncentracio. Ez alapjan az autokatalitikus reakcio ho- (5) és
tomegmérlegét (6) a kovetkezd egyenletekkel hatarozhatjuk

meg:

e
q' =—0Q ®)
dx  Q _Ey Q _E3
== ;kloe RT(1—x) + ?CAokzoe rtx(1—x) (6)
Az egyenletrendszer fliggetlen valtozoja a ¢ idd, két fiiggd
valtozoval (x: konverzid, T: hdmérséklet) €s hét paraméterrel

rendelkezik, ez utobbiak jelolését és az oxidacié utani
bomlasra meghatarozott értékeita 3. tablazatban 6sszegeztiik.

3. Tablazat. Az (5) és (6) egyenlet paraméterei a vizsgalt reakcio esetén

Jelolés  Jelentés Erték
Q bomlés soran felszabadult hé 2-10° kJ/kg
fajlagos hokapacitas 2,05 kJ/kgK
k, iniciald reakcio preexponencialis 6,64-107 1/s
tényezdje
E, inicialo reakcio aktivalasi energidgja 128 kJ
k,C,,  azautokatalitikus reakcié 1791 1/s
preexponencialis tényezdjének
¢és az A komponens kezdeti
koncentraciojanak szorzata
E autokatalitikus reakcio aktivalasi 47Kk]

energiaja

A bomlas soran felszabaduld6 hémennyiséget mind a
dinamikus, mind az izoterm DSC gorbébdl megkapjuk. A
reakcioelegy fajlagos hokapacitasat a reakciohd mérés soran
meghataroztuk reakcio kaloriméterrel. Az inicialé reakcio
preexponencialis tényezdjét megkapjuk, ha a sebességi
allandét  kiilonb6z6 homérsékleteken meghatarozzuk
(216, 246 és 261 °C) a (7) egyenlet alapjan, majd a kapott
eredményeket 1/T-InK diagramon abrazoljuk.

ky = "—Q" (7

ahol ¢', az izoterm DSC mérés sordn az exoterm csucs
kezdetén jelentkezé hoéaram. Az iniciald reakciéra
kapott Arrhenius diagramot a 6. dbran mutatjuk be. A
preexponencialis tényezdt az egyenes tengelymetszete adja,
az egyenes meredeksége pedig az aktivalasi energia és az
egyetemes gazallandé hanyadosa.

0
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6. Abra. Az inicial6 reakcio Arrhenius diagramja.

Az autokatalitikus reakcional is hasonloképp hatarozzuk
meg a preexponencidlis tényezot, csak a sebességi allando
szamitasanal az izoterm mérés soran fellépd maximalis
héaramot (¢q',,.) vessziikk figyelembe a kovetkezd egyenlet
szerint:

kyCao = M;ﬂ (3)
A paraméterek ismeretében az (5)-(6) differencidlegyenlet-
rendszert numerikusan oldottuk meg a sajat fejlesztési
Kinetika szabadszoftver® segitségével. A kezdeti hdmérséklet
valtoztatasaval, iteralassal kaptuk meg a T, értéket (79 °C).
Az egyenlet megoldasat grafikusan is abrazoljuk (7. abra),
igy a bomlasi reakcio altal, adiabatikus kortilmények kozott
létrehozott hdmérsékletvaltozashoz jutottunk.
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7. Abra. A bomlasi reakcié hdmérséklet lefutasa 79°C kezdeti
hémérséklet esetén.

3. Ertékelés

Munkank soran a tofisopam egyik intermedierének
eloallitasat vizsgaltuk biztonsagtechnikai szempontbol, A
szintézis soran felszabaduld hét meghataroztuk kétféle
moddon: reakcio kaloriméter, valamint HyperChem program
segitségével. A reakciohd szoftveres Uton torténd becslése,
pontatlansaga miatt, csak akkor ajanlott, ha a kaloriméteres
vizsgalat valamilyen ok miatt nem kivitelezheto.
Megallapitottuk, hogy a termikus akkumulaciot, a reagens
nagy feleslegben torténd adagolasa esetén, tobb részletben
torténd szakaszos adagolassal pontosabban mérhetjiik.
Ennek az MTSR szamitasa, ezaltal a veszélyességi osztalyba
sorolas soran van jelent6sége. A bomlasi reakciordl a
DSC mérések alapjan feltételeztiik, hogy autokatalitikus
mechanizmust. A reakcié hé- és anyagmérlegét a Benito-
Perez modell segitségével irtuk fel. Az egyenletrendszer
megoldasaval, melyet egy sajat fejlesztésti szoftverrel
végeztlink, hataroztuk meg reakcid veszélyességi osztalyba
sorolasahoz sziikséges T, értéket.

A reakcio kaloriméterrel és DSC-vel meghatarozott
adatok (T =20 °C, MTSR=35 °C, T,,=79 °C, MTT=100
°C) ismeretében megallapithatjuk, hogy a tofisopam
szintézisében alkalmazott reakcié a masodik veszélyességi
osztalyba tartozik (2. abra), megfelelé adagolasi sebesség
mellett. Ez azt jelenti, hogy lizemi méretben bekdvetkezd
hiitési hiba esetén, ha leallitjuk az adagolast, a reakcioelegy
csak 15 °C-al melegszik. Ezen ahdmérsékleten csekély esélye
van a nagy energiaju bomlasi folyamatok bekdvetkezésének,
igy a reakcid termikus szempontbol biztonsagosan
megvalosithato. Vegyiik észre, hogy ha a szoftver altal
meghatarozott MTSR értéket vettilk volna figyelembe, az
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oxidaci6é az 5. veszélyességi osztalyba tartozna, mivel az
MTSR meghaladna a T, értéket. Ez akkora biztonsagi
kockazatot jelentene, hogy a technologiat mindenképpen at
kellene dolgozni.

A bemutatott reakcio jo példa annak demonstralasara, hogy
a pontos kockazatbecsléshez milyen sokrétii és koriiltekintd
vizsgélatokra van sziikség.

Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozunk Lukacs Gyulanak és Szazdi Laszlonak,
hogy tdmogatasukkal segitették a biztonsagtechnikai labor
1étrejottét.

Hivatkozasok

Madison, N.; Rogers, R. L. Chem. Technol. Eur. 1994, 28-31.

. Gygax, R. Chem. Eng. Sci. 1988, 43, 1759-1771.

3. Nanchen A.; Steinkrauss M.; Stoessel F. Forsch. Ingeniurwes.
2009, 73, 3-10.

4. CRC Handbook of Chemistry and Physics, 67th ed., CRC
Press, Boca Raton, 1986-87.

5. HyperChem 8.0.9, HyperCube Inc.

6. Stoessel, F. Thermal Safety of Chemical Processes, Wiley-
VCH: Weinhwim, 2011; pp 281-334.

7. Dien, ].M.; Fierz, H.; Stoessel, F.; Kill¢, G. Chimia 1994, 48,
542-550.

8. Kinetika szabadszoftver, http://dancso_andras.nanoweb.hu

N —

Safety investigations in pharmaceutical industry: case
study of tofisopam intermediate

The manufacturing of chemical products using exothermic
reactions may represent various hazards'? (Fig. 1., Fig. 2.). The
thermal behaviour of the exothermic reactions can be predicted
based on the method of SWISSI®. During risk assessment cooling
or mixing failure is assumed while performing the reaction. In this
case the reactor behaves adiabatically, the temperature rises with
adiabatic temperature increase (AT,). Temperature of reaction
mixture might reach the maximum temperature of the synthesis
reaction (MTSR). At higher temperatures the decomposition
reactions are more probable, which cause high energy evolution,
thus explosion may happen. T, is the temperature at which time to
maximum decomposition rate under adiabatic conditions (TMR )
is 24 hours. AT  refers to how serious the accident is, TMR
describes the probability of the accident. MTT is the maximum
temperature for technical reasons (for example the boiling point
of solvent). Tpis the initial temperature of cooling failure scenario.
These four temperature levels (Tp, MTSR, MTT, T ) classify the
reactions into five different classes, ranging from the least critical
to the most critical. The reactions in 1.-2. classes are dangerous
only in particular conditions (for example huge amount of gas
release). Reactions in 3.-4. criticality classes have a technical limit,
for example the reflux, which prevents reaching the MTSR. The
decomposition reaction in 5. criticality class reactions has too high
probability, so the technology needs safety development. In the
present paper we investigate a reaction with high energy release,
demonstrate measurements and calculations required for risk
assessment.

Tofisopam is the drug substance of Grandaxin®, which is an
anxiolytic original EGIS drug. The investigated tofisopam
intermediate is produced from methyl isoecugenol. The first part of
the reaction is the formation of dimer in acetic acid. The diketone
derivative is formed with oxidation by chromic acid anhydride
solution excess.

The reaction enthalpy can be calculated from heats of formation
(AHT"). Heat of formation data was collected from handbooks* and
calculated by quantum-chemical methods (AM1, RM1 and PM3)°.
The reaction enthalpy was also measured by a reaction calorimeter
(Table 1., Table 2.). The experimental determination of reaction
enthalpy has a lot of advantages compared to calculation methods.
The energy of phase transition is measured and information about
the kinetics of reaction can be collected. The measurement was
carried out on a Mettler Toledo RC-1 instrument with iC Safety
software (Fig. 3.). The equipment has a RT-Cal sensor in the wall
of the reactor, which measures the heat flow through the reactor
wall at stated intervals. It could be deduced from the reaction
heat flow curve that the reaction consists of two parts, at first the
dimer formation takes place then the oxidation follows. The dimer
formation represents only 13 % of the total reaction enthalpy. The
required dosing time and cooling power in plant can be calculated
from the maximal heat flow. The relation between chromium (VI)
oxide addition rate and heat flow was examined, thus information
about thermal accumulation was collected. During accumulation
the reagent does not react immediately after addition, but its
concentration increases and reacts after a certain time. Thermal
accumulation can be examined with reaction calorimeter (Eq.
1).Value of 60 % thermal accumulation (MTSR = 177 °C was
calculated in case of continuous addition by iC Safety software. The
thermal accumulation estimation by the iC Safety software based
on the reaction follows an irreversible second-order kinetics. If the
reaction is complex, as in this case, an indirect method has to be
used to determine thermal accumulation. Another method is to stop
the feed during an experimental run in a reaction calorimeter and to
measure the heat evolved after the interruption: it is proportional to
the accumulation. In the experiment chromium (VI) oxide solution
was added in 10 portions. Value of 5.1 % thermal accumulation
(MTSR = 35 °C) was calculated using this method (Fig. 4.). The
measured MTSR value is important to classify the reaction by
criticality.

Decomposition reactions at elevated temperatures have typically
high reaction enthalpies. These were investigated with a TA
Instruments Modulated DSC 2920 device (Fig. 5.). At first a
dynamic DSC measurement is performed: the sample is heated to
300 °C with 5 °C/min heating rate. If peaks referring to exothermic
processes appear, isothermal measurements are performed around
the onset temperature: the sample is heated to the required
temperature with 50 °C/min heating rate in 4-5 minutes, and the
thermal behaviour is examined for at least 60 minutes. Severity of
the reaction can be estimated from the heat evolution during dynamic
measurement, T, can be calculated from the maximal heat flow
during isothermal measurement. The kinetics of the decomposition
can be concluded from the form of the DSC curve (Fig. 5.). In case
of n-th order reaction the heat flow during isothermal measurement
decreases in time. In case of autocatalytic reaction the heat flow
increases, and after reaching the maximum rate it decreases. The
tested reaction proved to be rather autocatalytic than n-th order. At
first a dynamic DSC was recorded where at 220 °C a remarkable
heat release was observed, DT ;= 100 °C. In the second step, three
isothermal measurements were carried out at 216, 246, and 261 °C,
respectively, and the Arrhenius parameters were determined (Fig.
6.). The autocatalytic reactions can be described by Benito-Perez
model” (Egs. 2-6, Table 3.), which takes into consideration the
initiation reaction (without autocatalysis) and the reaction where
the product catalyses the transformation. Using the Benito-Perez
model, the decomposition reaction was numerically simulated®
(Fig. 7.) and the value T, =79 °C was obtained.

Taking the four temperature levels into account (TPZZO °C,
MTSR=35 °C, T,,,=79 °C, MTT=100 °C) measured by reaction
calorimeter and DSC, the reaction is in 2. criticality class (Fig. 2.)
if the addition rate is appropriate. In case of cooling failure in plant,
if addition is stopped, the temperature of reaction mixture increases
with 15 °C. The risk of this oxidation reaction is acceptable.
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Gyogyszerhatoanyagok fizikai tulajdonsagainak finomhangolasa
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1. Bevezetés

Az Egis Gyogyszergyar Zrt-ben hosszii id6 ota célzott
erofeszitéseket tesziink annak érdekében, hogy a
gyogyszerhatébanyag fizikai tulajdonsagai (szemcseméret-
eloszlas, folyasi tulajdonsag, halmazstriiség,
maradékolddszer tartalom) amellett, hogy a hatdsagi
eléirasoknak megfelelnek, a készitménygyartok vagy kiilsé
vasarlok igényeit is kielégitsék. Ebben a kozleményben
ebbdl a munkabol emeliink ki néhany, az irodalomban
kevéssé targyalt részt.

2. Gyogyszerhatoanyagok fizikai és szemcseszerkezettel
osszefiiggo tulajdonsagai

Hatéanyagok fizikai tulajdonsagai alatt azokat a
jellemzoket értjiik, amelyek csak a szilard fazisu hatéanyag
sajatjai: kristalyszerkezet, a szemcsék mérete, alakja, a
szemcsehalmaz tulajdonsagai (halmazstiriiség és folyasi
tulajdonsdgok). A hatéanyag kristalyositasi 1épésében
alakul ki a hatdéanyag szennyezésprofilja és a kristalyracsba,
kristaly feliiletén 1évé porusokba bezart maradékoldoszer
mennyisége is, igy ezeket a szemcsék alakjatol, méretétol,
azaz a szemcseszerkezettdl fliggd tulajdonsagokat is érdemes
ebben a korben targyalni. A fizikai jellemzdk jelentdsége a
szemcsés halmaz feldolgozhatdsagéaban rejlik.

Az elérhetd szakirodalomban szamos példa van a
kristalyositasi vagy Orlési paraméterek hatasara a termék
szemcseméret-closzlasara'. A tovabbiakban a  sajat
példakban nem a teljes szemcseméret-eloszlast, hanem
néhany jellemz8 parameéterét fogjuk hasznalni, mint d,,,
d,» dg, €s d, értékek. Az els6 a térfogat szerinti atlagméret.
A tobbi jellemz6 mikrométerben kifejezve az az érték,
amelynél a szemcsehalmaz szemcséinek 10, 50 és 90%-a
kisebb szemcsemeérettel rendelkezik.

A tovabbi szemcsés tulajdonsdgok  fiiggésére a
folyamatparaméterektdl kevesebb példat talalunk, ezek
beéplilnek a gyogyszergyarak belsé tudastaraba. A
halmazsiiriség alatt adott szemcsés halmaz latszolagos
strtiséget értjiik, amely tartalmazza az anyag ¢€s a szemesék
kozti levegd térfogatat és tomegét is. Ez lehet tdmdoritetlen
(méds néven laza), valamint tomoritett is. A kifolyast
jellemzden egy szabvanyos tolcsérbdl torténd kifolyassal
mérik.

2.1. Kémiai tisztasag

A kristalyositas  gydgyszerhatdanyagok esetében s
alkalmazott tisztitasi 1épés. A terméknek igen szigorQ
kovetelményeknek  kell megfelelnie. Jellemzden az

* Tel.: 0618031729; e-mail: markovits.imre@egis.hu

atkristalyositas, soképzés soran a szennyezOk jelentOsen
csokkennek ¢és — a kristalyositast hasonléan vezetve —
gyartasi tételr6l gyartasi tételre hasonld tisztulast lehet
megfigyelni.

Carvedilol hatdéanyag intermedierének laboratoriumi
kristalyositasainal azt figyeltik meg, hogy a jellemzd
szennyez0 mennyisége nagyon ingadozik a termékben.
A kristalyositandé anyagban jelentés mennyiségben volt
jelen a szennyezd, szokasos kristalyositasoknal ez kb.
tizedére csokkent, viszont néhany esetben csupan 6tddére.
Ez utébbi anyagbo6l mar nem lehetett megfelelé mindségli
hatéanyagot gyartani. A hiitéses kristalyositast vizsgalva
megallapitottuk, hogy kiilonboz6 kisérletekben azonos
hiitési profilt alkalmazva nagyon ingadozott a kristalykivalas
homérséklete. A rendszer hajlamos volt az erds tulhtitésre, ez
pedig azt jelentette, hogy a kristalyosodas nagy hajtéeronél,
azaz nagy tultelitési értéknél indult meg. A nagy tultelités
a gocképzddésnek kedvez, igy apro kristalyok keletkeznek,
amelyek sok anyaltgot tudnak magukban tartani. A sok
anyaliig nehezen vagy csak jelentds veszteséggel moshato
ki, igy oka volt a megndvekedett szennyez0 tartalomnak. Ezt
megakadalyozand6 bevezettiik a kristalyosodas kontrolljat,
azaz a megfelel6 homérsékleten oltva szabalyoztuk a
tultelitést, a termék szemcseméretét. Ezen apré mddositassal
sikeriilt a termék szennyez6 tartalmat allanddsitani.

Altalaban a kristalyositas tisztitja a terméket, de eléfordulhat
az a kedvezdtlen eset is, ahol a kristalyositas olddszerében
a termék bomlik és szennyezd keletkezik. Ezt az esetet
legegyszeriibben mas oldoszer valasztasaval lehet elkeriilni.
De eléfordulhat, hogy erre nincs lehetéség, mert példaul
a bomlastermék oldoszertdl fiiggetleniil, az oldas soran
alkalmazott magas hémérséklet hatasara keletkezik. Ekkor
nagy hangsulyt kap a szennyezd keletkezésének id6- és
hémérséklet-fiiggése. API-01 esetében megfigyeltiik,
hogy a bomlastermék az alkalmazott oldoszerelegy reflux
homérsékletén keletkezik.
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1. Abra. API-01 bomlasa kristalyositast megel6z6 beoldas soran.
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A mért eredményekbdl (1. abra) jol lathato, hogy kb. 4 ora
alatt a szennyez6 elenyészé mértékben keletkezik, tehat az
iizemi megvalositas sordn legfeljebb 4 oraig szabad reflux
vagy ahhoz kozeli hdmérsékleteken tartani a reakcioelegyet.

2.2. Polimorfia

A kristalyos hatéanyagok azon képessége, hogy kiilonbozd
kristalyszerkezetben képesek Iétezni (a hatéanyagok
polimorfidja), szamos érdekes példaban jelentkezik a
gyogyszerhatdbanyagok eljarasfejlesztése, gyartasa soran.
Most csupan egy jelenséget emelek ki: a szilard formak
atalakulasat oldoszeres szuszpenzidban, ekkor az atalakulas
kezdetét vagy végét kell jelezni. Az els6 estben az atalakulast
szeretnénk elkeriilni, a masodik esetben pedig biztosak
akarunk lenni, hogy lejatszodott. Az atalakulas mintavételes,
off-line kovetése mellett egyre nagyobb teret kapnak az
in-line technikdk, a process analytical technology (PAT)
eszkoztaraba tartozd mérések.

Ilyen mérétechnika lehet az in-line Raman-szonda, hiszen az
képes a szuszpenzidban 1éve szilard fazis monitorozasara.>
Masrészrdl a folyamat soran altalaban jelentésen valtozik a
szemcsék mérete, alakja is, azaz a szemcseméret mérésére
alkalmas valamely moddszer, mint a fokuszalt 1ézersugar
visszaverddésén alapuld (Focused Beam Reflectance
Measurement, FBRM) mérémodszer® vagy a zavarossag
mérés is jelezheti az atalakulast.*

Az amorf-kristalyos atmenet akkor lehet sziikséges, ha a
hatéanyag amorf formaban keletkezik és id6 kell a nagy
energiatartalmu, amorf forma atalakuldsdhoz a stabilabb
kristalyos alakka. API-02 esetében FBRM berendezéssel
kovettik tzemi késziilékben az atalakulast (2. abra).
Az abran az id6 fiiggvényében a masodpercenként mért
szemcseszamot abrazoltuk.
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2. Abra. Amorf-kristalyos dtmenet vizsgélata FBRM berendezéssel.

Az abrarol kitlinik a négy gyartasi tétel esetében, hogy az
atalakulashoz egy jellegzetes valtozas tartozik a gdrbén:
2-4. gyartasi tételek esetében 1,5 és 3,5 ora kozotti szakasz.
Ekkor az amorf szemcsék atalakulnak a kristalyos formava,
amit laboratériumi kisérletekben elézéleg igazoltuk menet
kozben vett mintak rontgen-pordiffrakcios vizsgalataval. Az
elso gyartasi tétel esetében késobb tortént meg az atalakulas,

a tobbinél szinte egy idében, hiszen az elsdé gyartasi tételt
még nem oltottak be az el6z6 gyartasi tételbdl visszamaradt
kristalyok.

Zavarossag % @~ ==----- Tre°C
2 50
45
=20 40
£ 35
o 15 » 5
: 25 =
8 10 1 20 &
= 15
g5 10
5
0 . : : : T T . - 0
0:00 1:00 2:00 3:00 4:00 5:00 6:00 7:00

ido

3. Abra. Kristalyos formak kozotti atalakulas kovetése
zavarossagmérovel.

API-03 esetében két kristalyos forma kozotti atalakulast
vizsgaltunk zavarossag mérdvel (3. abra).

A hatéanyag esetében folyamat kdzbeni mintdk rontgen-
pordiffraktogramjainak  elemzésével igazoltuk, hogy
az atalakulds befejezddése valdban a zavarossag jel
allandésulasahoz kothetd.

2.3. A hatéanyag szemcseméret-eloszlas
valtoztatasanak lehetoségei

A hatoéanyag kivant szemcseméret-eloszlasanak kialakitasara
alkalmas moddszer az elérendé szemcseméret tartomanytol
figg. Mas eljaras sziikséges a nano, mikro vagy ennél
nagyobb méretli hatéoanyagok eldallitasara. Altalaban
igaz, hogy célzott szemcseméret-eloszlasi kristalyos
hatéanyagok leginkdbb egy kristalyositasi és egy Orléses
eljaras kombinacidjaval allnak el6. Felmeriil a kérdés, mire
alkalmas a kristalyositas és mire alkalmas az Orlés. Az
orlés felesleges, mert minden megoldhato kristalyositassal?
Forditva is feltehetd a kérdés: teljesen mindegy, milyen a
kristalyositas terméke, 6rléssel igyis minden helyrehozhat6?
Természetesen minden esetben a megfeleld szemcseméret
elérése mellett a hatéanyaggal kapcsolatos Osszes
gyogyszeripari kovetelménynek meg kell felelni.

2.3.1. A kristalyositas teljesitoképessége

A nano méret{i hatdbanyagok eldallitasaval nem foglalkozunk
ebben a kozleményben, csupan a 2 pum <d, < 200 pm
tartomanyba esokkel. API-04 (4. abra) esetében szamos
kristalyositasimodszertkiprobaltunk,’azegyeskristalyositasi
eljarasok esetében szisztematikusan valtoztattuk az eljaras
paramétercket, persze nem tévesztve szem eldél az lizemi
megvaldsithatosagot sem. A hiitéses kristalyositas mellett
alkalmaztunk antiszolvens kristalyositast, ahol a hatéanyag
oldatabol egy azt rosszul oldé oldoszerrel idéztik eld
a kristalyosodast. Forditott antiszolvens eljarasnal az
antiszolvensbe adagoljuk a hatéanyag oldatat.
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4. Abra. API-04 kristalyositisaval elérhetd atlagméretek.

Azt taléltuk, hogy d, , atlagértek esetében a 15 um <d, ,<200
um nagysagu tartomany elérhetd. Lathato, hogy a hiitéses
kristalyositas és variansai lefedik az 50 um <d,.< 200 pm
tartomanyt. Antiszolvens kristalyositassal vagy forditott
antiszolvens kristalyositassal, pedig mar az 50 pm alatti
tartomany is elérhetd.

API-05 (5. ébra) esetében szintén tobb modszerrel
kristalyositottunk, a szokasos eljarasok mellett alkalmaztuk
a jellemzdéen kis szemcséket eredményezd specidlis
httéses kristalyositast, a rataplalasos eljarast. Ennek
soran a hatdanyag telitett, forro oldatat a hatdoanyag hideg
szuszpenzidjaba adagoljuk, igy biztositva a gyors hiitést és
kristalyosodast.®
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5. Abra. API-05 kristalyositasaval elérheté szemeseméret tartoméanyok.

A fenti példakbol lathato, hogy az alkalmazhaté modszerek
minden egyes hatdanyagnal kijeldlnek egy elérhetd
szemcseméret tartomanyt, amely magaba foglalhatja akar
a mikronizaldssal elérhetd tartomanyt is, azaz a mikronizalt
termék kristalyositassal vagy kristalyositds ¢és  Orlés
kombinaciodjaval is eldallithato.

Vannak azonban olyan esetek is, amikor az eredmények
mechanikus értelmezése tévatra viheti a fejlesztést.
Cetirizine*2HCl hatéanyag esetében a kristalyositd
eljarast kellett feliilvizsgalnunk, mert til nagy szemcsék
keletkeztek’, mégis kis intenzitasi apritast alkalmazva
konnyen ki lehetett cstszni az alulrol korlatos szemcseméret
tartomanybol, amelyet az atlagos szemcseméret paraméterre
allitottak fel. A szemcséket mikroszkoppal megvizsgélva
kis szemcsék agglomeratumait figyeltiik meg. gy érthetévé

valt, miért viselkedett a varttol eltéréen az apritds soran az
anyag. Nem azt az utat valasztottuk, hogy az agglomeralt
szemesék méretét csokkentsiik, hanem az agglomeratumokat
felépitd egyedi szemcesék méretét terveztiik ndvelni. Ennek
megfelelden az eljaras kifejlesztése soran ebbe az iranyba
tettiink 1épéseket, azaz az antiszolvens kristalyositas soran
tobbek kozott az antiszolvens adagolasanak lassitasaval
és a kristalyositas megindulasanak iranyitasaval (oltas)
valdoban nagyobb egyedi szemcséket kaptunk, minimalis
agglomeracioval, amelyek megfeleltek a kovetelményeknek.

2.3.2. Mire képes az Orlés?

A gyogyszeriparban alkalmazott szamos malomtipus
kozil jelentés hanyadot képviselnek a kalapacsos ¢és
verdcsapos malmok, valamint a mikronizalasra alkalmas
légsugarmalmok is. Az alabbiakban egy gyogyszeriparban
hasznalatos anyag példajan mutatjuk be, mit varhatunk el
egy légsugarmalomtol.

A légsugarmalom olyan malom, amelyben az 6rlégazba
adagolt apritandd anyag injektoron keresztiil jut be az
Orl6térbe, majd az 6rlégaz hatasara a nagy energiaju szemcse-
szemcse litkdzések kovetkeztében a termék szemcsemérete
jellemzden a mikronizalt tartomanyba esik.

NaHCO, orlesét vizsgaltuk laboratoriumi orld
berendezésen. Korabbi kisérleteink bizonyitottak, hogy ez
a valasztott modell anyag keményebb, mint a mikronizalasi
kisérleteinkben felhasznalt tobbi hatdoanyag. A mikronizalasi
kisérletekben a két legjellemzdbb faktor hatasat vizsgaltuk:
6rlényomas (p, ), €s az adagolasi sebesség (v, dagolés) hatasat
a termék szemcseméret-eloszlasanak d,, paraméterere.

Haromszintes két faktoros tervben, adott kiindulasi
szemcseméret-eloszlast termékbdl kiindulva elvégeztiik a
kisérleteket és statisztikai értékeld modszerekkel sikertilt
egy olyan, d,=f(p, Vv, da‘gok,ls) Osszefiiggést meghatarozni,
amely meglehetdsen jo predikcios képességgel rendelkezik.

A kétdimenziés feliiletet (6. abra) leginkabb ,,az egyik
sarkan megemelt asztalteritéhoz” lehet hasonlitani, hiszen
alacsony orlényomasnal és nagy adagolasi sebességnél az
elégtelen szamu és energidjii szemcse-szemcse liitkdzések
miatt a mikronizaland6 anyag csak részben mikronizalodik
(bypass jelensége), igy a termék bimodalis eloszlast mutat.
Az eloszlas kétesucst siiriiség-gorbéje a mikronizalt termék
¢s a részben mikronizalt kiindulasi anyag keveréke, igy akar
a mikronizalt tartomanynal nagyobb tartomany is elérhetd
(dy>20um). A légsugarmalmot a mikronizalt terméket
eredményez0d tartomanyban lizemeltetve 1ényegesen kisebb
lesz az Orlési paraméterek ingadozéasa miatt bekovetkezd
ingadozas a  termék szemcseméret-eloszlasaban.
Természetesen a malmot a ,bypass tartomanyban” is
lehet iizemeltetni, amennyiben a bimodalis eloszlas
nem hat kedvezdtleniil a hatéanyag feldolgozhatosagara
vagy gyogyszer-készitmény tulajdonsigaira. Am arra
figyelemmel kell lenni, hogy ebben a tartomanyban mind a
malomparaméterek ingadozasara, mind a kiinduldsi anyag
szemcseméretének valtozasara jelentdsen megvaltozhat a
termék szemcseméret eloszlasa. Robosztus mikronizalasi
eljaras kidolgozasakor a bypass tartomany keriilendd, igy
azonban egy malom konfiguracidval csak egy meglehetdsen
szlik szemcseméret tartomany lesz elérhetd.
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7

2.4. Halmazsiiriség értékek

A halmaz siirlisége alatt adott térfogathoz tartozo tomeget
értjilk, amely lehet mechanikai behatas nélkiili (laza
térfogattomeg: LTT) és mechanikai tomdritési eljarassal
elért (tomdritett térfogattomeg: TTT).

A halmazstrliség  értékek  nagyon  egyszeriien
meghatarozhatok, de aktualis értékiiket szdmos paraméter
befolyasolja a halmaz egyéb mérhetd tulajdonsagai koziil.
Tapasztalataink szerint a leginkabb meghatarozo a por

6. Abra. NaHCO,mikronizalasa: d,, értékének fliggése az adagolas sebességétol (v,

400 0,60
0,55
350 —
g 050 E
2 E
300 =
0,45
250 0,40
0 2500 5000 7500 10000
n[1/perc]

7. Abra. Halmazsiriiség értékek valtozasa API-06 Srlése soran.

Azt tapasztaltuk, hogy az apritds intenzitdsat novelve a
kalapacsos malom fordulatszamanak novelésével csokkent
a szemcseméret és a csokkend szemcsemérettel az LTT ¢és
TTT értékei is csokkennek.

Persze nem mindegy, milyen hatdéanyagbol indultunk ki az
apritas soran (1. tablazat). Lathato, hogy ugyantgy 6rdlve a
kiilonféle modon kristalyositott hatdbanyagokat, nem minden
estben csokken a halmazsiiriiség.

Az apritott termékek esetében mind az eloszlas jellemzdk,
mind a halmazstiriség értékek hasonléak, azaz hasonld

szemcseméret-eloszlasa, a szemcsék alakja, de ezen kiviil
szamos nehezen mérhetd tulajdonsag is hatdssal van ra:
példaul elektrosztatikus feltoltottség és elotomoritettség.

Az elektrosztatikus feltoltottség a szemcesék kozotti taszitas
miatt a halmaz stiriségét csokkenti, mig a tomoritettség
noveli. Ezért nagyon fontos a koriiltekinté mérés, ellenkez6
esetben torzitott eredményeket kapunk.

Az alabbi (API-06) hatéanyagnal vizsgaltuk az 6rlés hatasat
a hatéanyag halmazstiriségére (7. abra).

Il > 30
<76
B < 56
CJ<36
<16
B <-4

) és 6rlényomastol (p,,,)-

adagolds

szemcseméret-eloszlast anyagnal hasonld halmazsiiriiség
értékekre  lehet szamitani. Természetesen mindkét
mérdmodszer szorasat figyelembe véve lehet a hasonlosagot
kijelenteni.

API-04 esetében eldallitottunk az apritashoz hasonlo
szemcseméretll termékeket direkt kristalyositassal (2.
tablazat).

1. Tablazat. Kiilonb6z6 szemcseméretii API-06 mintak 6rlése azonos
szemcseméretre

Orlés elétt Orlés utan

Ssz. d d d TTT d d d TTT

10 50 90 10 50 90

lg/ lg/
[l [pm] [um] [um] ml] [um] [pm] [pm] ml]

1 15 35 64 030 4 20 43 0,44
2 4 21 59 0,40 2 13 36 0,40
3 8 35 72 050 3 16 39 0,41

Két, direkt kristalyositasi modszert talaltunk alkalmasnak: A
forditott antiszolvens kristalyositas mellett az ultrahanggal
segitett antiszolvens kristalyositas is hasonld terméket
adott. Az adatokbol lathatd, hogy nagy az eltérés a direkt
kristalyositassal elallitott termék és a kristalyositast kovetd
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apritassal eldallitott termékek halmazstiriségei kozott.
El6z6¢ lényegesen alacsonyabb, bizonyitva azt is, hogy
ennél a hatdanyagnal az eléallitas utja jelentds hatassal volt
a termék halmazsiriiségére.

Kovetkezésképpen a laza térfogattomeg értékre a teljes
szemcseméret-eloszlasnak van hatasa. Amennyiben egy sziik
halmazstiriségii anyagot szeretnénk eldallitani kristalyositas
és Orlés kombinaciojaval, akkor mindkét eljarasi 1épés
paramétereinek lehet hatasa a termék halmazstirtiségére. Az
Orléssel €s kristalyositassal eldallitott hatoanyag és a direkt
kristalyositassal el6allitott hatdéanyag halmazsiirisége kozott
jelentds kiilonbség lehet.

Szférikus polikristaly (Clopidogrel-biszulfat)

8.Abra.Szférikus termékek.

2.5. Folyasi tulajdonsagok

A hatéanyagok folyasi tulajdonsagai altaldban nem jok.
Erre a mi gyakorlatunkban is szamos példat talaltunk. API-
04 esetében vizsgaltuk, hogyan lehetne javitani a folyasi
tulajdonsagokat a kristalyositasi paraméterek valtoztatasaval.
Szamos modszert kiprobalva a szemcseméret tartomany
széles tartomanyban valtozott, de ezek koziil csupan a
legnagyobb szemcséket tartalmazé halmaz, az Ostwald-féle
érleléssel kombinalt hiitéses kristalyositas terméke (4. abra)
mutatott értékelhetd kifolyasi sebességet.

A hatbéanyag folyasi tulajdonsagait tudjuk javitani a
szférikus szemcsék eldallitasaval. Egyes esetekben a
kristalyosodas soran eleve gombszférikus polikristalyos
szemcsék keletkeznek (8. dbra). Mas esetben a kristalyositasi
eljaras modosithatd ugy, hogy az egyedi kristalyokbdl a
hatéanyaggal Osszecementalt szférikus agglomeratumok
keletkezzenek.'” Megfigyeltiik azt is, hogy némely hatoanyag
a kristalyosodas novekedési fazisaban képes — azt segitd
koriilmények kozott — szférikus szemcsét képezni.

2.6. Maradékoldoszer-tartalom

Hatosagi iranyelvek® rogzitik a hatéanyagokban marado
szerves olddszerek maximalis megengedett mennyiségét.
Jellemzden a maradékolddszer-tartalom biztositdsa nem
itk6zik nehézségekbe, de a gyakorlatunkban voltak olyan
hatdéanyagok is, amelyek esetében ez problémat jelentett.
Két példat mutatunk be.

Szférikus agglomeratum (API1-07)

2. Tablazat. Kiilonb6z6 utakon eldallitott, hasonlo atlagos szemeseméretii

API-04 hatoanyagmintak halmazstiriségei

Ssz.  Leiras d,, LTT TTT
le/
[-] -] [um]  [g/] mi]
1 Direkt kristalyositas 32 0,14 0,27
2 Direkt szonokristalyositas 28 0,29 0,59
3 Kristalyositas+apritas 31 0,38 0,64
4 Kristalyositas+apritas 32 0,41 0,68
5 Kristalyositas+apritas 30 0,4 0,65

100 pm

-

Szférikus kristalyndvekedés (Metildopa)

API-08 gyartasa hiitéses kristalyositassal tortént etanolbol.
A hitéses kristalyositasi eljaras kidolgozasa soran harom
hiitési sebességet alkalmaztunk: AT/At=4,1; 0,4 és 0,3 °C/
perc sebességet. A termékek tulajdonsagai koziil vizsgaltuk
az etanol-tartalmat, az datlagos szemcseméretet (d,.), a
pérustérfogatot és a fajlagos feliiletet, a hiitési sebesség
fiiggvényében.?

3. Tablazat. API-08 kristalyositasai vs. maradékoldoszer tartalom

AT/At d F \4

(4.3) BET PORUS Etanol

[°C/min] [mm] [m2/g] [em3/g] [ppm]

4,1 43,9 0,905 0,0028 4964
0,37 57,2 0,480 0,0011 2232
0,30 79,9 0,288 0,00095 525

Az eredményekbdl lathatd (3. tablazat), hogy a hitési
sebességet csokkentve megndtt az atlagos szemcseméret
¢és lecsokkent a termékbdl szaritdssal nem eltavolithatd
oldoészer mennyisége. Ennek okat kutatva a termékek
porusszerkezetét hasonlitottuk Ossze. Lathatd, hogy a
szemcsék feliilete jelentGsen csokken, masrészt a kristalyok
feliiletén a kristalyosodasi hibak miatt kialakulé pérusok
mennyisége is harmadara csokkent. Ebbdl kdvetkezik, hogy
a leglassabb hiitési sebességet alkalmazva a kristalyosodas
kevesebb porust termel, igy kisebb esély van arra, hogy
bezarult porusok, zarvanyok legyenek a kristalyokban.
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API-01 esetében szintén egy hiitéses kristalyositassal
allitottuk el6 a terméket, acetonitrilbdl kristalyositva. A
szabalyozas szerinti limit alacsony, minddssze 410 ppm.
Valtoztattuk a htitéses kristalyositas paramétereit, de pusztan
kristalyositassal nem sikertilt biztonsaggal a limit ala keriilni.
Nagyon lassu hiitési iitemet és oltast alkalmazva 413 ppm
maradék oldoszert sikeriilt elérniink. A hatdéanyaggyartas
kovetkezé 1épése egy légsugarmalommal torténd Orlés
volt, amely az oldészerre nézve teljesen szdraz nitrogénben
tortént. Igy varhato volt, hogy a szemcseméret csokkenés €s
a relative nagy mennyiségii szaraz gaz hatasara csokkeni fog
a maradékoldoszer-tartalom.

4. Tablazat. Az acetonitril tartalom valtozasa API-01 mikronizalasa soran

Minta neve D, D,,  Acetonitril*
[-] [pm]  [pm] [ppm]
Kiindulas 91 238 1011*
1. minta 22 72 620
2. minta 11 27 392
3. minta 10 24 319

*normal szaritas 50°C, vakuum, tovabbszaritva 100°C-on 24
oran at 896 ppm-re csokkent

A 4. tablazat adatai mutatjdk, hogy mikronizalassal
csokkenthetd volt a termék acetonitril tartalma.
Osszességében megéllapithatd, hogy API-01 hatéanyag
esetében a kristalyositasi és Orlési paraméterek célszerii
megvalasztasaval elérhetd akivantmaradékoldoészer-tartalom
kovetelmény. Ellenkezd esetben, ha emelt homérsékleti,
hosszu ideig tartd vakuumszaritast alkalmazva sem csokken
jelentdsen a maradékoldoszer mennyisége, akkor csupan
egy lehetdség marad, a terméket a megfelel6 modszerrel at
kellett kristalyositani.

3. Osszefoglalas

Osszefoglalva elmondhaté, hogy a gydgyszeripari
gyakorlatban nagyszamu kristalyositd6 modszer, valamint a
tobbféle 6rloberendezés nytjtotta 6rlési, apritasi lehetdségek
kombinalasaval szamos ut all rendelkezésre a megfeleld
fizikai tulajdonsagokkal rendelkezé por alaka gydgyszer
hatéanyag eldallitasara.

Példakat mutattunk be arra, hogy a sokféle lehetséges utat
szamos tényezd csokkentheti. Példaul a kémiai tisztasag
kedvezodtlen alakulasat is okozhatja a kristalyositasi vagy
Orlési eljaras. Példaul a nem megfeleléen szabalyozott
kristalyositasi eljaras miatt vagy a hatéoanyag kémiai
bomlasa a kristalyositdé kozegben novelheti egyes
szennyezOk mennyiségét. Arra ugyan nem mutattunk
példéakat, de akar az Orlés soran is valtozhat a szennyezés
profil, kristalyszerkezet, maradékolddszer-tartalom példaul
az Orlés okozta mechanikai behatas vagy keletkez6 hé hatasa
miatt. Behatarolja a lehetéségeket a kristaly modosulatok
atalakulasa, példaul egy metastabil forma eléallitasa soran az
oldészerben eltoltott ido €s a hdmérséklet fontos paraméterei
az eljaradsnak, hiszen a legtobb esetben csak ezekkel a
paraméterekkel akadalyozhatjuk meg vagy tehetjiik teljessé
a szilard fazis atalakulasat egy stabilabb formava. A termék
halmazsiiriségét meghatarozhatja, milyen uton késziilt a

termék: direkt kristalyositassal vagy orlés és kristalyositas
kombinacidjaval. Azt is bemutattuk néhany példan keresztiil,
hogy hogyan valtozik a halmazsiiriiség adott hatéanyag
Orlése soran. Sziik halmazsiiriségli termék eldallitasanal
mind a kristalyositdsi, mind az Orlési paramétereket
szabalyozni kell. = Hatéanyagok folyasi tulajdonsagai
javithatok specialis eljarasokkal, néhany példat mutattunk
kiilonbdzé tipusu szférikus szemesékre. A maradékoldoszer-
tartalom is er6sen behatarolhatja a lehetséges olddszereket
vagy a kristalyositasi és Orlési eljaras paramétereit. Példan
keresztiil mutattuk be, hogy mind a kristalyositasi, mind az
Orlési paraméterek valtoztatdsaval csokkenthetd a termék
maradékolddszer tartalma. Megallapitottuk azt is, hogy
vannak olyan esetek, amikor csak atdolgozassal javithato
adott tétel maradékoldoszer-tartalma, igy a nagyon alacsony
megengedett hatarértékkel rendelkezd oldoszerek, olddszer
keverékek keriilendok.

Kovetkezésképpen egy kivant fizikai tulajdonsagokkal
rendelkez6 hatéanyag eldallitasanak utolso 1épéseinél, amely
a kristalyositastdl kezdédéen a pormegmunkalasig tart, az
eljaras megfeleld folyamat paramétereinek kivalasztasa
komplex megkozelitést igényel.
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Fine tuning of physical properties of active pharmaceutical
ingredients

Physical properties, like particle size distribution (PSD),
polymorphism, bulk density (tapped or not), and flowability are
very important characteristics of active pharmaceutical ingredients
from the point of view of processability. Physical properties, like
chemical purity, crystal structure, particle size distribution, bulk
density, flowability, residual solvent content are generated during
a process that starts from crystallization and ends with milling. In
the article case studies are shown how to modify physicochemical
properties by process parameters.

Chemical purity. Crystallization has a cleaning effect so usually
the crystallized product contains chemical impurities at lower
levels. Crystallizing an intermediate of carvedilol the product
mostly contained one of the impurities less than tenth compared
to the original amount. But in some cases this purification effect
was lower, only fifth of the original amount and in this case the
quality of API was not sufficient. The fluctuation of the impurity
level could be eliminated modifying the crystallization process.
Introduction of seeding protocol stabilized the PSD of the product
and chemical purity of API was secured. The reason for this is that
the problem was basically an issue of removing and washing out
the mother liquor from the wet, solid product. In some cases the
crystallization can modify unfavorably the product’s chemical
purity, if side product is formed during the process. API-01 was
crystallized from a solvent mixture, and at reflux temperature the
decomposition reaction was considerable fast (Fig. 1), so a special
temperature profile had to be introduced to ensure the pure product.

Polymorphism. Polymorphism has many aspects it can occur in
the API development and production. Only one aspect is discussed
in details, it is the transformation of solid forms. Two examples are
presented in which this transformation was tracked with process
analytical tools like focused beam reflectance measurement
(FBRM) or turbidity probe. Fig. 2 shows measured particle
numbers of API-02 vs. time curves collected by FBRM probe. It
was justified by off-line X-ray powder diffraction measurements
(XRPD), that characteristic change of the curve between 1.5-3.0
hours (batch No 2-4) and 7-9 hours (batch No. 1) indicates the
transformation. In the case of API-03 a polymorph transformation
was followed by turbidity measurement (Fig 3).

PSD: The suitable method to adjust the PSD of an API depends on
the PSD range to reach. To manufacture a product in the micronized
or higher PSD range can be accomplished by a combination of
crystallization and milling method. The question arose what is the
performance of crystallization and that of milling.

Performance of crystallization. In the case of API-04 several
crystallization methods were systematically tested, and the average
particle sizes (d,, values) have been compared (Fig. 4). The
experiments revealed that the range 50 um <d, < 200 um can be
reached using cooling crystallization. The antisolvent crystallization
technique was able to produce a material having d, .< 50 um. The

whole PSD range that crystallization can cover i;SIS pm <d, <
200 pm. API-05 was crystallized using cooling crystallization and
filling —up crystallization (special crystallization method where the

hot solution of an API is added into a cold suspension of API), and

the range 90 pm <d, < 400 pm was achieved. Cetirizine*2HCI was
crystallized by an antisolvent crystallization and in some cases it
produced a material that was above the upper limit of specification.
It seemed as if the material contained too big particles, but light
microscopy examination revealed the particles were agglomerates of
fine crystals. So a process development strategy was chosen, where
the main aim was to increase the individual particle size and avoid
agglomeration. Changing the crystallization parameters bigger
individual crystals were produced containing fewer agglomerates,
and the product robustly complied with the specifications.

Performance of milling. Among the several types of mills applied
in the pharmaceutical industry some type like, the spiral or opposed
jet mill, pin mill and the hammer mills are used most frequently.
In the presented example a spiral jet mill was used to micronize
sodium bicarbonate. Preliminary experiment showed that this
material bears slightly harder characteristics than the average
API’s. During the experiment two factors at three levels were
examined. The two factors were the grinding pressure (p, ) and
feeding rate (v, dogolis)> which are usually the most influential factors
of micronizing procedure by spiral jet mill. The two dimensional
surface (Fig 6) is like a “table-cover that one corner is lifted”. This
surface shows that there is an operational region where the milling
process is very sensitive to the milling parameters and the product is
coarser. In this case where the feeding rate is high and the grinding
pressure low, the phenomenon of bypass (some portion of feeded
material goes through the mill without or with ineffective milling)
can happen resulting in coarse product having bimodal PSD.

Bulk density. Bulk density values are relatively easy to measure,
but its actual value is influenced by many factors. The most
influential is the PSD and the shape of the crystals, but some other,
difficult to measure characteristics like electrostatic charge and
pretreatment of the sample can be also influential. In the case of
API-06 the effect of milling and the starting material to the bulk
density was investigated (Fig. 7 and Table 1). In the case of API-04
the bulk densities of similar materials produced by different routes
are compared: by either direct crystallization or combination of
crystallization and milling process (Table 2).

Flowability. The flowability of API is usually not sufficient. To
improve it spherical particle formation can be a solution (Fig 8.)

Residual solvent content. Rigorous guidelines regulate the
residual solvent content of API’s. API-08 was crystallized from
ethanol by a cooling crystallization. Changing the cooling profile
(Table 3) the residual ethanol content decreased under the specified
limit. API-01 was crystallized by a cooling crystallization from
acetonitrile. The allowed residual acetonitrile content is maximum
410 ppm, what is a very low value. We showed that changing the
cooling profile the residual acetonitrile could be decreased. As the
crystallized material is micronized afterwards the effect of milling
parameters were investigated on acetonitrile content (Table 4.).
The experiments showed that as the PSD decreasing the residual
acetonitrile content is also lower.

It is concluded that a complex approach is needed to achieve a
certain powder characteristics. The desired crystal form has a
certain parameter window that can limit the possible crystallization
routes. Bulk density, residual solvent content, and flowability can
be an issue, but despite all limiting circumstances there are some
ways to design a combined method of crystallization and milling to
achieve the active pharmaceutical components bearing the desired
powder characteristics.
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Tancolo halogének: fluor atomot tartalmazo, négyszeresen
szubsztitualt tiofén szarmazék szerkezetének meghatarozasa
NMR-rel

GATI Tamés®
aServier Kutatointézet, Zahony utca 7., 1031 Budapest, Magyarorszdg

1. Bevezetés

Az NMR spektroszkopus szamara gyakran kiilonleges
kihivast jelentenek a kevés (vagy nem karakterisztikus)
hidrogénatomot, de sok heteroatomot és/vagy kvaterner
szénatomot tartalmazd molekuldk szerkezetének a
meghatarozasa. Ilyenkor a leggyakrabban alkalmazott
kétdimenziés ~ homo és heteronuklearis ~ NMR
mérésekbdl (COSY, NOESY, TOCSY, HSQC, HMBC,
N-HMBC) kapott korrelaciok sokszor nem nytjtanak
elegendé informaciét a molekulaszerkezet egyértelmii
meghatarozasahoz. Ilyen esetekben gyakran szarmazékot
képeztetiink feltételezve, hogy a kapott reakciotermékben
a hidrogénatom hetero/kvaterner szén kedvez6bb aranya
lehetévé teszi a molekulaszerkezet visszafejtését. Ha
azonban a szerkezetmeghatarozas mindenképpen sziikséges,
akkor a gyakran nehézkes és draga rontgen vizsgalathoz
kell folyamodni. Az NMR méréstechnika dinamikus
fejlodése eredményeként ma mar elérhetdk a hiittt NMR
méréfejjel (CryoProbe™ és Prodigy™) felszerelt NMR
spektrométerek ahol a szobahdmérsékletli mérdfejhez
képest 4-5-sz0ros érzékenységnovekedést lehet elérni.
Ennck eredményeként az NMR spektroszkopus szamara
kifinomult, nagyon érzékeny NMR moddszerek valnak
elérhetévé melyek alkalmazasa és értelmezése révén a
legtobb molekulaszerkezet mar megfejthetd és ezaltal az
egykristaly rontgen szerkezetmeghatarozas megkeriilheto.

2. A feladat

Az analitikai osztalyra az alabbi négyszeresen szubsztitualt
tiofénszarmazek (1) kertilt szerkezetigazolasra.

F Cl

ey

Az elméletileg lehetséges 12  szerkezeti izomer
megkiilonboztetése hagyomanyos NMR moddszerekkel
gyakorlatilag nem lehetséges, mivel az 'H NMR
spektrumban csupan egyetlen metoxi jel van, amely
legfeljebb egy korrelaciot mutat a HMBC spektrumban a
karbonil szénatommal.

A feladat azonban a molekula felépitésének nyomon
kovetése volt, ami elsd megkdzelitésre nem tiint kiilondsen

" Tel.: +36 1 8812050 ; e-mail: tamas.gati@servier.com

nehéz problémanak. Az elso reakcidlépés a vasarolt 3-fluor-
tiofén molekulan a 2-es helyzetli karboximetil csoport
kiépitése volt (2). A harom varhato lehetséges szerkezeti
izomer koziil a proton-proton csatoldsi allandé és az NOE
kdlesonhatas alapjan egyértelmiien igazolni lehetett a 2-es
helyzetii kapcsolodast.

A -
=716 ppm; J, . =176.1Hz

2)

A masodik reakciolépésben a jod atom bevitele tortént az
5-0s pozicioba (3). Az 'H NMR spektrumban eltiinik az
egyik sp?-es hidrogén jele. A szerkezetigazolas lehetséges
pl. F-H HOE (Heteronuclear Overhauser Effect) kisérlettel.

HOE

» Ay 1
H 8=7.52ppm; J,,=180.3Hz

€)

Az utolso reakciolépés a Cl atom bevitele volt. Itt csak az
sp? hidrogén jelének eltiinését kellett nyugtazni az 'H NMR
spektrumban, a moltomeget MS spektroszkopia igazolta.

A molekulaszerkezet helyessége azonban  késobb
megkérddjelezédott, ugyanis a reakciokoriilmények kodzott
(tetrametil-pirimidin, MgCl, LiCl, hexaklor-etan abszolut
THF-ben, -48 °C fokon argon atmoszféra alatt) eléfordulhat,
hogy a halogén atomok helyet cserélnek a molekuldban,
amit az irodalom ,,tancold halogének” jelenségként ir le.!

3. A probléma

Egy egyszerli protonspektrum felvételével megoldhato
kérdés helyett igy egy komoly szerkezetvizsgalati kihivassal
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talaltuk szemben magunkat, ahol az alabbi két szerkezeti
izomert kellett egyértelmiien megkiilonboztetni egymastol.

o TN N
S/ I o/ s Cl

1) C))

Akétilletve harom kotésen keresztiili C-F csatolasi allandok,
és a szénatomok kémiai eltolédasai a két izomerben nem
kilonboznek szignifikdnsan egymastol, igy csupan az
NMR paraméterek predikcidjara nem hagyatkozhatunk,
mindenképpen  sziikséges a  spektralis  bizonyiték.
Kiindulasként megéllapithatjuk, hogy az 'J, . csatolas
(nagyobb, mint 200 Hz) szignifikansan kulonb021k a tobbi
C-F csatolastdl, valamint azt, hogy a jod atom diamagneses
hatasanak (nehézatom effektus) kdszonhetden a jod atomhoz
kapcsolodo szénatom kémiai eltolodasa lényegesen kisebb
lesz mint a tiofén t6bbi szénatomjaé (kisebb mint 100 ppm).

fgy ha pl. a négyes szénatom kémiai eltolodasat meg
tudnank hatarozni (5) biztosan meg lehetne hatarozni a
molekulaszerkezetet.

Elméletileg lehetséges NMR modszerek pl. a F-C HOE
kisérlet, ahol a F atomot besugarozva egy differencia
spektrumban intenzitds novekedést észlelink a hozza
térkozelségben 1évé 2-es és 4-es szénatomokon, vagy
alkalmazhatjuk a  klasszikus 2D INADEQUATE
méréstechnikat (Incredible Natural Abundance Double
Quantum Transfer Experiment), ahol az 0sszes szén-szén
korrelacio megjelenik az NMR spektrumban (1. Abra). Meg
kell jegyezni azonban, hogy mindkét modszer rendkiviil
érzéketlen. Figyelembe véve a molekula rossz oldhatdsagat,
a kvaterner szénatomok hosszu relaxacios idejét, valamint
azt a tényt, hogy a szénatomok jelei dublettként jelentkeznek
még a hitott méréfej technoldgiaval is reménytelen, hogy
belathato idon beliil értékelhetd spektrumot kapjunk.

1. Abra. F-C HOE és 2D INADEQUATE NMR kisérletekbdl kaphato
informaciok.

4. A megoldas

Az érzékeny fluor atommag jelenléte és az inverz detektalas
eredményeként elérhetd érzékenység novekedés indokolja
a YF detektalt 2D-(F-C)-HSQC-'J(C-C)-ADEQUATE
NMR pulzusszekvencia alkalmazasat (Adequate sensitivity
Double Quantum Spectroscopy), amely az NMR laborokban
mar régota hasznalt és a Bruker standard pulzusszekvencia
konyvtaraban is megtalalhaté 'H,”C (1,1)-ADEQUATE?
19F,13C megfelelbje (2. Abra).
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2. Abra. “F detektélt 2D-(F-C)-HSQC-'J(C-C)-ADEQUATE NMR
pulzusszekvencia.

A mérés soran a magnesezettség egy kotésen keresztiil a
fluor atomhoz kapcsolodd szénatomra tevddik, majd errdl
a szénatomrol ugyancsak egy kotésen keresztiili '*C-1*C
korrelacié Iétesiil (kettdés kvantum atmenet) majd, a
detektalas tobb 1épést kdvetden az érzékenyebb fluor atomon
torténik. Ennek a modszernek az alkalmazasaval tehat
meg lehet hatdrozni C-2 és C-4 kémiai eltolodésat és igy a
molekula szerkezete is egyértelmiien eldénthetd (3. Abra).
A mérés eredményessége ugyancsak fligg az ‘JC’C csatolasi
allando aktualis értékének helyes becslésétol.

3. Abra. °F detektalt 2D-(F-C)-HSQC-J(C-C)-ADEQUATE NMR
kisérletbol kaphato informacio.

Ahhoz, hogy apulzusszekvencia '°F atommagra alkalmazhato
legyen, ki kell szamolni a dekddold gradiens nagysagat
a YF/BC magparra. Figyelembe véve a magnesezettséget
kodolo és dekodolo gradiensek helyét a pulzusszekvenciaban
az alabbi egyenletet kell megoldani:

G +t1) TG, (7o) + Gy (yp) =0

ahol G, és G, magnesezettséget kodolo gradiensek; G,:
dekodolo gradiens [%]; y.: "“C rezonancia frekvencidja
[Hz]; y,: "°F rezonancia frekvenciaja [Hz].

Yo/ v.=3,7398

A kodolo G, és G, gradienseket az 'H detektalt
pulzusszekvencidban alkalmazott ¢értéken hagyva G,
gradiens 62,62%-nak adodik.

784 (v +v) 77,4 (v.) +G,-(3,7398- v ) =0
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Mivel a “F atommag kémiai eltolodasa viszonylag nagy
tartomanyban valtozhat (C-F kotés esetén kb. 400 ppm), a
G, dekodolo gradiens értékét érdemes mindig a mérendd
YF  atommag  frekvencidjanak  figyelembevételével
meghatarozni, azaz a v,/y. aranyt ne a tablazatokban
megtalalhatd  giromagneses  allandokbol  szamoljuk!
Sz€lsbséges esetben a G, dekodold gradiens értéke, az elsd
tizedesében tobb értékkel is eltérhet, ami *C-13C korrelacion
alapuld extrém érzéketlen mérés esetében kritikus lehet a
sikeres mérés szempontjabol.

5. A mérési eredmények interpretalasa

A 4. Abran a kb. 10 mg / 0,6 ml DMSO-d, koncentracioji
minta CryoProdigy™ méré6fejen mért “F detektalt 2D-(F-
C)-HSQC-'J(C-C)-ADEQUATE  spektruma lathat6. A
mérési id6 kb. 1 orat (48 sor, 32 felvétel/inkrementum, 2
mp relaxacios varakozasi id6) vett igénybe. Az F2 tengelyen
a YF kémiai eltolodas skala [ppm] (a detektalt atommag)
talalhato. Figyeljiik meg, hogy a kalibracid utdn a korrelaciok
nem kozvetleniil a °F jellel egy oszlopban vannak, hanem
attol kisebb kémiai eltolodasnal, ami a *C atommag izotop
effektusaval magyarazhato. Az F2 tengely projekcidjan az
1D “F NMR spektrum van feltiintetve, ahol 99%-ban a '*C
izotop melletti fluor atom szingulett jele lathatod, azonban
esetiinkben a kb. 1%-ban jelen 1év6 *C izotop melletti fluor
atomrol indul a kisérlet, ami a szatellit jelek atlaganal, a
diamagneses eltolodas miatt a szingulett jeltél kisebb kémiai
eltolodasnal jelentkezik (izotdp effektus).

l

a
(=

4. Abra. "F detektalt 2D-(F-C)-HSQC-'J(C-C)-ADEQUATE NMR
spektrum.

Az F1 tengely un. kettés kvantum skala, a két "°C
atommag kémiai eltolodasanak  Osszege talalhato
[ppm]. A spektrumban megjelend korrelacidkat a fluor
atomhoz kozvetleniil kapcsolodd szénatom (C-3) kémiai
eltolodasanak valamint a mellette 1év6 szénatomok kémiai
eltolodasanak osszegeként kell értelmezni. A két korrelacio
a spektrumban tehat 5, +3,., illetve 6, +5., (4. Abra). C-21ll.
C-3 kémiai eltolodasai az elézmények alapjan ismertek és a
kettd dsszegét felhasznalhatjuk a spektrum kalibralasahoz is.

A masik korrelacio egy egyszeri kivonds eredményeként
adjaa

6c4 - 8X - 8C3
8, =239,0 - 157,9 = 81,1 ppm

C-4 kémiai eltolodasat. A 100 ppm alatt érték egyértelmi
spektralis bizonyitéka, hogy a reakcidban a két halogén atom
megcserélodott és igy a helyes molekulaszerkezet:

F |

—o U\

S

Cl

O~

4
6. Tovabbi lehetéségek

Az (1,1) ADEQUATE? pulzusszekvenciaval a fluor atomhoz
képest két kotés tavolsagra lehet *C-BC korrelaciokat
meghatarozni. Ennek a moédszernek léteznek tavolhato
korrelacion alapulé modositasai is: az (1,n) ill. (n,1)
ADEQUATE? NMR kisérletek (az 1 egy kotésen keresztiili,
az n tavolhatd csatolast jelez), ahol 4 kotésen keresztiili
informaci nyerhet6 ki a molekulabél (5. Abra).

F—C-—Cc—cC C

F—c——cc—C - C

5. Abra. (1,n) ill. (n,1) ADEQUATE NMR kisérletb3] nyerheté
informacio.

Elméletileg lehetséges még az (n,n) ADEQUATE
pulzusszekvencia is ahol akar 6! kotésen keresztiili
korrelaciok segithetnek a molekulaszerkezet felderitésében.

F—c¢c——cc—C —c—c—C

6. Abra. (n,n) ADEQUATE NMR kisérletbél nyerheté informacio.

=P 1,2 korreldcio: 148.8 +

). 148.8 + = 264.0

= cl C. NH,
\ q 144.2
\
148.8 C (4
F/ \Br

e 1,3 korreldcié: 148.8 + 144.2 = 293.C

7. Abra. F detektalt 2D-(F-C)-HSQC-"J(C-C)-ADEQUATE NMR
spektrum.

A fenti NMR kisérleteket ismert szerkezetli molekulan
optimaltam. A 7. Abran az l-amino-2-brém-4-fluér-5-
klérbenzol (1,n)-ADEQUATE spektrumban egyértelmtien
azonosithatdk a két (1,2) illetve az (1,3) korrelaciok.
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Halogen dancing: Structure determination of Fluorine
Containing tetra substituted tiophene derivative

Structure determination of small molecules can be very
challenging, especially in those molecules where the ratio of
hydrogen and hetero/quaternary carbon atoms is low. In these cases
the most commonly utilized 2D NMR experiments (COSY, HSQC,
HMBC, NOESY, TOCSY) do not provide sufficient information
to determine the unambiguous molecular structure. In many cases
the chemist are asked to form derivatives, where the hydrogen
hetero/quaternary ratio is better, thus the structure can be solved,
but mostly the complicated and expensive X-ray experiment has to
be carried out. However, the introduction of very sensitive cooled
NMR probeheads (CryoProbe™ and Prodigy™) allows the NMR
spectroscopist to apply sophisticated, extreme sensitive NMR
experiments and hence to determine the structure of molecules
possessing few informative hydrogen atoms.

In this work the structure determination of a tetra substituted
tiophene derivative is reported (1), which had one fluorine atom.
The differentiation of the twelve possible structural isomers by
traditional one- and two-dimensional NMR methods is impossible
since there is only one methoxy group in the molecule, resulting
one signal in the 'H NMR spectrum, which gives one correlation
with the carbonyl carbon atom in the HMBC spectrum. Fortunately
not this was the task, but to track the formation of the desired
tetra substituted structure from the bought starting material:
3-fluoro-tiophene. In the first reaction step the introduction of the
carboxymethyl group was carried out (2) where three possible
structural isomers can be formed. Based on the vicinal proton-
proton coupling constant, and the NOE interaction between the sp*
hydrogens the expected connection in position C-2 was proved. In
the second reaction step the iodine derivative was formed (3). In
the '"H NMR spectrum one of the two sp? hydrogens disappears.
The structure identification can be based on F-H heteronuclear
Overhauser experiment, or on the value of the direct proton-carbon
coupling constant which is characteristically high in case of SCH
groups (ca. 190 Hz). The last reaction step was the connection of
the chlorine atom. The remaining sp? proton signal disappeared
from the '"H NMR spectrum; furthermore the molecular weight was
also confirmed by MS spectroscopy, so the analytical department
approved the correct substitution order of the molecule. Later
however, the structure of the desired compound was questioned,
because under certain reaction conditions (tetramethyl-pyrimidine,
MgCl, LiCl, hexachloro-ethane in abs. THF at -48 °C under
argon atmosphere) the swap of halogen atoms can happen. This
phenomenon is described as “halogen dancing” in the literature.
What seemed to be an easy structure identification problem turned
to be a very challenging structure determination task where (1) and
(4) had to be unequivocally differentiated. In the two compounds,
the two and three bond C-F coupling constants and the chemical
shifts of the carbon atoms are not differing characteristically, hence
the prediction of the NMR parameters is not sufficient, spectral
evidence is necessary in order to differentiate the two compounds.
Certainties what can be used during the structure determinations
are: the one bond C-F coupling constant is larger than 200 Hz,

and the chemical shift of the carbon atom which is connected to
the iodine atom has the lowest value due to the shielding effect
of the bulky iodine atom. Thus, if somehow the chemical shift of
C-4 can be determined in compound (5) the molecular structure
could be given. Possible NMR methods are for e.g. the F-C HOE
experiment where by irradiating the F atom one can record signal
intensity enhancement in the difference spectrum on the carbon
atoms which are in the vicinity of the fluorine atom. The ultimate
2D INADEQUATE experiment could be also applied, where all
carbon-carbon connections can be obtained (Fig.1.), however both
methods are extremely insensitive. Taking into consideration the
bad solubility of the molecule, the long relaxation time of the
quaternary carbon atoms, and the fact that the signals appear as
doublet in the carbon spectrum due to the coupling with the fluorine
atom, it was not possible to record the aforementioned experiments
in reasonable time, not even with the cryoprobe technologies.
The presence of the sensitive 'F atom in the molecule, and the
possibility of the application of the more sensitive inverse detection
method suggested the utilization of °F detected 2D-(F-C)-HSQC-
1J(C-C)-ADEQUATE pulse sequence (Fig.2.). In this experiment
the magnetization is transferred by one-bond from "F to *C, and
then from "*C to the neighbouring '*C (double quantum coherence),
the detection is on the more sensitive nucleus after many back
magnetization transfer steps. By utilizing this experiment C-2
and C-4 can be determined, thus the molecular structure can be
given (Fig.3.). In order to be able to apply the pulse sequence on
F nucleus, the decoding gradient has to be calculated on "F/"*C
nuclei pair. Taking into consideration the positions of the coding
and decoding gradients in the pulse sequence this equation has to be
solved: G,"(y. +7v.) + G, (v.) + G, (y,) = 0; where G, and G, are the
coding gradients, G, is the decoding gradient in [%] respectively;
Y. and y, are the resonance frequencies of *C and "°F respectively.
Y ! Ye 1s 3,7398. 1f we keep the values of G, and G, from the 'H
version G, results 62.62%. 78,4(y. +v.) + 77,4:(v.) + G,*(3,7398-
o) = 0. Since the chemical shift range of '°F is large (in case of C-F
ca. 400 ppm, in case of heteroatom connection ca. 900 ppm), the
value of the G, decoding gradient should be always calculated by
applying the actual y, / y..ratio, and should not be calculated from
the gyromagnetic ratio given in the literature. In extreme cases G,
can differ in the first decimal value which can be crucial in such
an insensitive *C-"*C correlation experiment. On Fig. 4. the “F
detected 2D-(F-C)-HSQC-'J(C-C)-ADEQUATE spectrum of a ca.
10 mg /0.6 ml DMSO-d, sample can be seen. It was recorded on
a CryoProdogy probehead, the experiment time was ca. one hour
(48 rows, 32 scans/increment, 2 sec. relaxation delay). Note, that
after the calibration of the spectrum the correlations are not aligned
with the '°F signal, but they can be observed slightly upfield, which
is due to isotope shift of *C! The F1 axis is a so called double
quantum scale, i.e. the sum of two carbon atoms can be read. The
correlations appear in the spectrum should be interpreted as the
sum of the carbon atom connected to fluorine atom (C-3) and the
neighbouring carbon atom, i.e. the two correlations are 8.,+5.,
and 6, +3.,. C-2 and C-3 have been determined before, thus the
sum can be used for the calibration of the double quantum axis.
The other correlation gives the chemical shift of C-4: 5., = 239,0
—157,9 = 81,1 ppm. The low chemical shift unequivocal spectral
proof that the two halogen atoms have swapped in the reaction, thus
the correct molecular formula is (4).

Further applications of the "“F detected ADEQUETE NMR
experiment should be considered. It is possible to get information
through four bond connection in the molecules by applying (1,n)-
ADEQUATE and (n,1)-ADEQUATE pulse sequences, where n
corresponds to long-range 1 to one-bond correlation. It is even
possible to establish 6-bond-correlation in a molecule by the
utilization of (n,n)-ADEQUATE experiment. On Fig. 7. the “F
detected 2D-(F-C)-HSQC-"J(C-C)-ADEQUATE can be seen
of l-amino-2-bromo-4-fluoro-5-chlorbenzene. The two (1,2)
correlations and the (1,3) correlation are hilighted on the spectrum.
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