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1. Bevezetés

A szervezetbe keriild, a gasztrointesztinalis rendszeren végighaladé gydgyszerek
biohasznosulasat nagyban befolyasolja azok felszivodasa, amely fizikai-kémiai értelemben
els6 sorban oldhatosaguktol és permeabilitasuktdl fiigg. Ennek megfeleléen a rossz
oldhatésaglhi és/vagy gyenge penetracidos képességli vegyliletek korében rendre alacsony
biohasznosulastt vegyliletekkel taldlkozhatunk, igy a hatdéanyag formuladldsakor a
biohasznosulas és igy ezen fizikai-kémiai sajatsagok javitdsara van sziikség. Az ily mdédon
fejlesztett, az alapmolekuldnal fokozottabb biohasznosulast mutatdé készitménybdl kisebb

dozis bevétele is elegendd, ami szervezetiinket is kevésbé terheli.

Ciklodextrinek, mint formulaciés segédanyagok alkalmazasaval a vegyliletek
oldhatosaga, illetve permeabilitisa is novelhetd. A vizben jol oldhato ciklodextrinek
komplexképzés soran segitik a gyogyszermolekuldk oldatban tartasat a gasztrointesztinalis
rendszer vizes kozegében, eldsegitik azok atjutasat a bioldgiai membranokon keresztiil.
Figyelembe kell venniink azonban, hogy az egyes molekuldk nem mindegyik ciklodextrin
szarmazékkal képesek komplexképzésre, illetve a komplexképzésre képes ciklodextrinek is
eltérd erdsségli, sztdchiometriai viszonyl zarvany-komplexeket fognak létrehozni.
Formulacié soran pedig azt a ciklodextrint érdemes a vegyiilethez valasztani, amellyel stabil

komplex kialakitasara képes.

Ezek alapjan célul tliztik ki egy olyan automatizalt modszer kialakitisat a
komplexképzés vizsgalatara, melynek segitségével a kiillonbozd gyogyszerjelolt vegyiiletek
esetében ki lehet valasztani azt a ciklodextrin szarmazékot, amellyel a legstabilabb komplexet
képezi. Az igy valasztott ciklodextrinnel torténd formulacié sordn kapott készitmény
varhatéan kedvezO biohasznosulasu lesz. Munkank sordn a komplexstabilitast vizsgalo
modszerek koziil a gyogyszervegyiilet, illetve a ciklodextrinnel képzett komplexének fizikai-

kémiai sajatsagainak megvaltozasan alapulé modszereket hasznaltuk.



2. Irodalmi rész

2.1. Gyogyszerek felszivodasa a gasztrointesztinalis rendszerben

A gyogyszerek emberi szervezetbe torténd bejuttatasanak két altalanos moédja az
enteralis modon, a tapcsatornan keresztiil torténd, illetve a parenteralis Giton, a tapcsatornat
megkeriild adagolas. Enterdlis uton a gyogyszer a gasztrointesztinalis (GI) rendszeren
keresztlil fog haladni, egészen addig, amig el nem éri felszivodasanak helyét. Ebben az
esetben a gyogyszermolekulanak olyan fizikai-kémiai tulajdonsagokkal kell rendelkeznie,
hogy oldodni tudjon a gasztrointesztinalis rendszer valtoz6é pH értékili vizes kozegében [1],
valamint a biologiai membranokon is képesnek kell lennie atjutni a megfeleld mértékii
felszivodas érdekében. A teljes beadott mennyiségb6él ugyanis csak az ily modon, a
vérkeringést is elérd, felszivodo gyogyszerhanyad lesz képes hatast kifejteni a szervezetben.
Fentiek alapjan a Gl rendszeren végighaladd gydgyszerek biohasznosuldsa elsé sorban
oldhatosaguktol és permeabilitasuktol fiigg. Emiatt mar a gyogyszerkutatas korai fazisaban

fontos ezen paraméterekrdl informaciot nyerniink a gyogyszer-jelolt molekulak esetében.

pH 6,5 vér
pH 7,4
- gyomor
patkobel pH 1’4 _ 2’1

pH 5,5
vékonybél

pH 6,5

vastagbél
pH6 -8

1. abra A GI rendszer felszivodas szempontjabol fontos szakaszainak kémhatasa [2]



A gyogyszermolekuldkat az oldhatosaguk ¢és permeabilitasuk alapjan kialakitott
osztalyozasi rendszer, a Biopharmaceutics Classification System (BCS) négy osztalyaba
sorolhatjuk [3].
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2. abra A BCS osztalyozasi rendszer [4]

A BCS | osztalyban az ampifil vegyiiletek taldlhatok melyek jo oldhatosaguk, nagy
permeabilitasuk kovetkeztében idealisak per os felszivodas szempontjabol. A BCS 11,
osztalyban lipofil vegyliletek taldlhatoak, ezek felszivodasa kiilonb6z6 formulacios
technoldgiakkal javithaté a megfeleld per os felszivodas eléréséhez. A BCS Ill. osztalyban
hidrofil vegyiileteket talalhatok, amelyek esetén a prodrug stratégia alkalmazasa segitheti az
alacsony permeabilitas novelését. A BCS IV. osztalyban talalhatoak a gyogyszerkutatok
szamara legtobb problémat okozo, ,rizikofil” vegyiiletek, permeabilitasuk és oldhatdsaguk is
rossz, esetiikben az in vitro/in vivo mérések eredményei csak kis mértékben, vagy egyaltalan

nem korrelalnak, igy terapias alkalmazasuk nehezen tervezhet6 [3].

Megfigyelhetd, hogy az egyes osztalyok esetén az abszorpcids ratdit mas-mas
paraméterek fogjak limitalni (3. abra) [5], ugy, mint a gyomor iriilése, az oldhatosag, vagy a
permeabilitas, illetve ezek kombinacidja. Ciklodextrinek (CD-ek) alkalmazasaval lehetdség
van a gyogyszermolekuldk oldhatosaganak novelésére, ezért elsd megkozelitésben azt
mondhatjuk, hogy a BCS II., illetve a IV. osztalyokba sorolhaté anyagok biohasznosulasanak

novelésére lathatunk esélyt alkalmazasukkal.



Paraméterek l. osztaly ‘ Il. osztaly ‘ lll. osztaly ‘ IV. osztaly
Vizes oldhatosag Fokozott Rossz Fokozott Rossz
Permeabilitas Magas Magas Alacsony Alacsony
In vitro/in vivo korrelacio Lehet jo Jo Rossz Rossz
C s . Gyomor . s Oldhatosag és
Abszorpcids ratat befolyasolja ..y.. . Oldhatosag Permeabilitas g ;
Urdlése permeabilitas
Clkl?dextr!nek alkalmajzasanak Csokkentheti Novelheti Csokkentheti Novelheti
hatasa a biohasznosulasra

3. abra CD-ek alkalmazasanak hatasa az eltéré BCS osztialyokban [5]

2.2. Ciklodextrinek

A CD-ek alfa-D-gliikopiranoz egységekbdl 1-4 kapcsolodassal kialakuld ciklikus
oligo-szacharidok, melyeket keményitob6l enzimes atalakitassal nyernek [6]. A gytriik
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hidroxilcsoportjai, az iireg belsejében
pedig a hidrogének, illetve a glikozil-
kotésti oxigének [7]. Ennek kovet-
keztében a henger belseje apolaris, - bra §-clidodextrin (36 Jpharmsc)
mig pereme és kiilseje polaris jellegli, igy vizben jol oldodnak, belsd iiregiikben pedig
kiilonbozé apolaris csoportot tartalmazé molekuldkkal, mint vendégmolekuldkkal képesek
reverzibilis, nem kovalens zarvany-komplexek Iétrehozasara. Az iireg atméréje a
gylriitagszammal valtozik, igy eltérd méretli molekulakat, molekularészeket képesek az egyes

CD tipusok komplexalni. Az hidroxilcsoportok kiillonb6z6 modositasaval tovabb novelhetd a

CD-ek vizes oldhatosaga, igy szarmazékaikat is elOszeretettel alkalmazzak a
gyogyszeriparban [8].
Az irodalomban szdmos példat taldlhatunk olyan gyogyszerekre, amelyek

biohasznosulasa novelhetd CD-ek alkalmazasaval [9]. Az 5. abra néhany olyan példat mutat



Hatéanyag cb Formulalas Vizsgalt faj Frel

Albendazole HPRCD Per os oldat Barany, egér <2,5
Carbamazepine | DMRCD Per os por, oldat vagy | Nyul, kutya, <5,6
tabletta patkany
Cinnarizine RCD,SBERCD, | Per os oldat, tabletta, | Kutya <48
HPRCD port tart. kapszula
Digoxin yCD Tabletta Kutya 54
17R-Estradiol HPRCD Szublingvalis tabletta | Ember 5,8
Glibenclamide | RCD, SBERCD | port tart. kapszula Kutya, patkany <6,2
Nifedipine RCD, HPRCD | port tart. kapszula Nyul, kutya <2,9
Spironolactone | BCD, yCD, Per os por és oldat Patkany, kutya <3,6
DMRCD,
SBERCD,
HPRCD

5. abra A biohasznosulas novekedése ciklodextrinek hatasara [5]

be, ahol a CD-ek okozta biohasznosulas novekedést, a relativ biohasznosulast vizsgaltak. A
relativ biohasznosulds értékét a CD-t tartalmazd készitmény esetén mért, a plazma
koncentraci6é idobeli fliggését leird gorbe alatti teriilet (AUC) és a CD-t nem tartalmazo
készitményhez tartozd gorbe alatti teriilet hanyadosabol kapunk [5]. Lathato, hogy
ciklodextrinek alkalmazasaval néhanyszorosra, egyes esetekben egészen tobb tizszeresre is

sikeriilt novelni a hatdbanyag biohasznosulasat.

2.3. A komplexképzés vizsgalatanak modszerei

Ahhoz, hogy a CD-ek felszivodasra, biohasznosulasra gyakorolt hatasat vizsgalni
tudjuk, a CD vegyiiletekkel val6 komplexképzésének vizsgalatdra van sziikség. A
komplexképzés vizsgalatara alkalmas modszereket két f6 csoportba sorolhatjuk. [10] Az elsé
a szabad és a komplexalt hatéanyag-forma elvalasztasan alapuld modszerek. Ide tartoznak a
kiilonbozé kromatografids modszerek, az affinitds kapillaris elektroforézis, a dializis, és
tomegspektrometria modszerek. A masik csoportban azok a modszerek talalhatok, melyek a
gyogyszervegyiilet, vagy a CD valamilyen fizikai-kémiai sajatsaganak megvaltozasat veszik
alapul. Ilyen modszerek a fazis-oldhatosagon, UV-vis spektroszkopian, potenciometrian,
NMR-en, konduktometrian, hidrolizis kinetikédn, illetve a permeabilitds vizsgalatan alapuld

modszerek. Az itt felsorolt modszerek koziil munkank soran az UV-vis spektroszkopiat,



illetve a proton-disszociacion keresztiil megvalosuld kromofor jelleg megvaltozasan alapulo

UV-pH titralast, az fazis-oldhatosagot vizsgalo modszereket hasznaltuk.

2.3.1. A komplexképzés vizsgalata UV-pH titralas alapjan

Az UV-pH titralassal az olyan proton-disszociaciora képes vegyiiletek esetében,
melyek UV-vis spektruma pH-fiiggést mutat, a mért spektrumokbdl a két széls6 (teljesen
ionizalt és teljesen neutralis forma) és egy atmeneti pH-n vett abszorbanciabol a Henderson-
Hasselbalch egyenletet felhasznalva kiszamolhat6 a vegyiilet pK,-értéke [11]. Az egyenlet a
legegyszeriibb, gyenge monoprotikus savakra vonatkoztatott esetben a kovetkezOképpen
vezethetd le [12]:

HA = H"+ A" 1)
ahol a disszociacids allando:
__ [H*]+[A7]
Ko = [HA] ()

Mindkét oldal tizes alapu logaritmusat véve:

F1+[A7]

log K, = log L Al S log [H*] + log | (3)

]
[HA]
A definicié szerint pedig a pK, = —log K,, illetve pH = —log [H*], ezért a (3)

egyenlet atirhatd a kovetkezd formaba:

PK, = pH + log % (4)
A (4)—es egyenlet, a Handerson-Hasselbalch egyenlet. Belathato, hogy az egyenletet
bazisokra is hasonloképpen levezethetd, és a savi illetve bazikus disszocidcios allando kozti

kapcsolatot kihasznalva a Henderson-Hasselbalch egyenlet a savas vagy bazikus jellegtol

fliggetlentil altalanos forméba irhat6:

pK, = pH + log : [proton donor] )

proton akceptor]

Az egyenlet UV-pH titralas esetén atalakithatd oly modon, hogy a koncentraciok
hanyadosanak helyére a mért spektrofotometrikus adatokbol, az abszorbancia-valtozasokbol

szarmaztathatdé mennyiségeket irunk [13].



A vizsgalt vegyiilet adott disszociabilis csoportjdhoz tartozo pK,-értékkel azonos pH-
tol megfeleld tavolsagra (kb. 1,5 pH egység és annal nagyobb tavolsag esetén) a savi, illetve
bazikus jellegnek megfelelden a pH egyik iranyaban elindulva a vegyiilet teljesen semleges,
mig a masik iranyban teljesen ionos formaban lesz jelen. Ezen két pH esetében —
monoprotikus sav esetében felirva — a két oldatra a koncentraciok, és a mért abszorbanciak

kapcsolata, a Lambert Beer-torvénynek megfelelden a kovetkezo:

Neutralis forma: Apa = €ga-b-Cr (6)
lonos forma: Ajy- = €4-b-Cr (7)
Az egyenletekben Ay, és A4~ a mért abszorbanciakat, €4 és €4- az adott formakhoz

tartozo6 molaris abszorpcios koefficienseket adott A hullamhosszon, b az optikai uthosszt, Ct

pedig az oldatban 1évd teljes vegyiilet koncentraciot jeldli, melyre pH-t61 fliggetlentil igaz,

crer

CT = CHA + CA— (8)

Egy barmilyen, a két széls6, ionos, illetve neutralis pH-értékek kozotti pH-érték

esetében az abszorbancia a kdvetkezOképpen fejezhetd ki:
Astmeneti = €na" b - Cya+ €4- " b~ Cy- ©)
A (6)-(9) egyenleteket Gsszevonva a kovetkezd, a Henderson-Hasselbalch egyenlettel

analog Osszefiiggés irhato fel:

lOg (Aétmeneti _AHA> — pH _ pKa (10)

Ap— — Astmeneti

A warfarin (pK;=4,82) esetében példaul a kovetkezd proton-disszociacios folyamat

jatszodik le:

6. abra A warfarin proton-disszociacios egyensulya

10



A warfarinhoz tartoz6 UV spektrum, a pK,; szamolashoz sziikséges abszorbancia-

valtozéasok jelolésével a kovetkezd:

Aétmeneti = AHA

0.20

015
g - 0.10 1
<

0.05

AA" & Aétmeneti
0.00 Y T v T : v
230 250 270 290 310 330 350 370
A/ nm

7. abra A warfarin UV-spektrumanak pH-fiiggése [19]

Az egyenletbdl ezek utdn tobb mddszerrel is, mar akar egy darab atmeneti pH érték és
a harom sziikséges abszorbancia-értékbdl szamolhatdo a pK, [13], de napjainkban a mérés
automatizalasa kovetkeztében, kifejezetten erre a célra irt programok is Iéteznek, melyek tobb
atmeneti pH ¢€s egy hullamhossz intervallumhoz tartoz6 abszorbancia-értékek sokasaganak
matrixabol képesek meglehetdsen nagy pontossaggal kiszamolni az adott vegyiilet pK, értékét
(pl.: RefinementPro, SiriusT3 Refine). Tovabba az izobesztikus keresztpontok — ahol az
abszorbancia fiiggetlen a pH-tol — felhasznalhatok az adatok normalasara, igy az abszorbancia

mérése soran keletkez6 zajbol adodo hibak is csokkenthetoek.

Ezzel a mddszerrel kiilonb6zé CD-koncentraciok mellett mérve szamolhatok az egyes
latszolagos pKa-értékek is, a komplexalt forma egyensulyanak, valamint az abbol kapott

stabilitasi allandonak a felhasznalasaval:

HA-CD=H*+A -CD (11)
c _ [H*]+[A~-CD]
Ko = [HA-CD] (12)

11



[14]:

Ko _ (K11p-K114)[CD]
Ko 1+ 1+K114[CD] (13)

Az egyenlet atirhatdo az un. dupla reciprokos, mas néven Benesi-Hildebrandt, vagy

Lineweaver-Burk forméaba:

Ka — 1 Klla
Ky—Kq  (K11p—K112)[CD] ~ (K11p—K114)

(14)

Itt K, jeloli a vegyiilet latszolagos pKg-értékeit, amelyeket ugy mértiink, hogy
kiilonb6zé mennyiségii CD is jelen volt, K;;, most a vegyiilet neutralis formajahoz tartozo
komplexstabilitdsi  allandot, K;4, pedig a vegyiilet ionos formdjahoz tartozd

komplexstabilitasi allandot jeldli.

Az egyenletekben a CD koncentracioja: [CD] = CDr, ha teljesiil az, hogy CD > Cr,
azaz a CD-t jelentds feleslegben adjuk hozzé a komplexalandé vegyiilethez.
A Kkapott K, és K, értékek segitségével tehat a Benesi-Hildebrandt egyenletbél

K 1 . f oy 11z T , ;
y= aK tagot x = o] fliggvényében abrdzolva a neutralis és ionos formdkhoz tartozo
a” fa

komplexstabilitdsi  allandok kiszamolhatok a mérési pontokra illesztett egyenes

meredekségének és tengelymetszetének ismeretében. (Chirality 2004)

. y-tengely metszet
lonos forma: Ki1a = 1
onos forma 1la meredekség ( 5)
r1: X __ 1+ y-tengely metszet
Neutralis forma: Ki1p = p——y (16)

12



2.3.2. A komplexképzés vizsgalata UV-vis spektrumok alapjan

A komplexképzé hatds vizsgalatara a

vegyliletek UV-vis spektrumanak a

komplexalodéas hatasara bekovetkezd valtozasat A ~

is kovethetjik egy egyszerli UV- 96-lyuku / \

mérdlemez-olvasoval (reader), vagy az UV-pH [ 2 \\
os} / N

titrator  altal  felvett UV-vis  spektrumot / / 3\\\\
4 /

felhasznalva. Ebben az esetben megmérjiik az

L. Iy
oldat spektrumat CD jelenléte nélkiil, majd | **

fokozatosan emelve a  hozzaadott CD

\
/N
/ =
mennyiségét is felvesszik a spektrumokat. o2p ////

Ezutan a Lambert-Beer torvény szerint felirhatok %7 -
a CD-t nem tartalmazo, illetve tartalmazo 00

1 L A
mintdkra az egyes abszorbancia értékek, 0] 490 80

A/nm

amelyek segitségével az abszorbancia-valtozas is 8. 4bra Metil-narancs & aCD spektruma [15]
felirhaté a komplexstabilitasi allandot tartalmazo

formaban. 1:1 sztochiometria esetén [15]:
A0= SD'b'DT (17)

AD=SD'b'DT+£CD'b'CDT+A£11'b'[D'CD] (18)

--------

€p,Ecp @ hozzajuk tartozd molaris abszorpcids koefficienseket jellik A hullamhosszon.
[D - CD] az altaluk képzett komplex koncentraciojat jeloli, Aey; = €14 — €p — €cp @ komplex
¢és a vendég, illetve gazdamolekula molaris abszorpcios koefficiens kiilonbségét jeloli, b pedig

az optikai uthossz.

[DCD] o 4,1 ., '
D1CD] felirhato, hogy:

Ekkor, mivel e.p, = 0, és K;; ~

AA = Ky, - Agqq - [D] - [CD] (19)

Az egyenletet linearizalva jutunk a Benesi-Hildebrandt fiiggvényhez:

1 1 1
A~ DyKqqAe[CD] + Drhe1q (20)
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A (20)-as egyenlet segitségével az abszorbancidk reciprokat a CD-koncentracio

fliggvényében abrazolva szamolhat6 a stabilitasi allando értéke.

__ y-tengely metszet
Ky = (21)

meredekség

frrrrTT 71T T T T T T 17T

) O T N R A SR T N N I
i] 1 2

1073[CD]~ (M7Y)

9. abra A Benesi-Hildebrandt egyenlet linearizalt formaja grafikusan abrazolva
(Metil-narancs- aCD komplex spektruma alapjan (8.abra)) [15]
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2.3.3. A komplexképzés vizsgalata oldhatosag alapjan

Kiilonb6z6 mennyiségii CD-t az oldatba adagolva mérni tudjuk a vegyiilet
oldhatosaganak megvaltozasat, ami a CD mennyiség fliggvényében kiilonboz6 alaki fazis-

oldékonysagi izotermakat ad [16].

S Ap
[Dissolved
Guest)
A B
S Bs
TN
[Cyclodextrin] et

10. abra Oldhatésagi fazisdiagram tipusok [17]

Az ”A”-tipusu izotermakat (10. abra) abban az esetben kapjuk, ha a komplex jol
oldodik, igy csak oldott forméban lesz jelen az oldatban. ”Ay”-tipust izotermat kapunk, ha a
keletkez6 komplex a vendégmolekuléaval 1:1 aranya komplexet képez. Kellden kis hozziadott
CD mennyiség mellett kezdetben minden ”A” tipust izoterma ilyen. Nagyobb mennyiségii
CD hozz4adéasa utan az izoterma megtarthatja linearitasat, amely arra utal, hogy tovabbra is
csak 1:1 aranyt komplexek képzddnek, vagy lefelé, illetve felfelé eltérhet az egyenestSl. ”Ap”
esetben arra lehet kovetkeztetni, hogy a sztdchiometria ugy valtozik, hogy egy molekulat tobb
CD is komplexal, tehat a komplexek sztochiometriai ardnya 1:2, 2:3, stb. valtozik. Ennél is
bonyolultabb rendszerre utal az ”An’-tipust izoterma, amelybdl arra lehet kovetkeztetni,
hogy egy CD tobb vendégmolekulat is komplexal, a komplex sztdchiometriai ardnya 1:1-r6l

2:1-re valtozik.

Limitaltan old6d6 komplex esetében ”B”-tipusu lesz az izoterma. (10. abra) ”B,”-tipus
esetén csak oldhatatlan komplex képzdodik, a tobbi ilyen esetben a vendégmolekula

oldhatosaga (S7) elészor néni kezd a vizes oldhatosagi értékhez képest (Sp), majd egy
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bizonyos ponton (”A” pont) a komplex oldhatdsaga eléri maximumat. Innen tovabb névelve a
rendszerben a CD mennyiséget a vendégmolekula oldhatosaga nem né tovabb, hanem
megindul a komplex kivaldsa az oldatbol (”Bs”-tipust izoterma). Ekdzben az oldott
vendégmolekula mennyisége allandd szinten marad a szilard fazis folyamatos beoldodasanak
kovetkeztében. ”B” pont elérése jelzi, hogy minden kezdetben szilard molekula beoldodott,
komplexalta a CD, az innentdl kezdve hozzaadott CD mennyiség a vendégmolekula oldatbol
vald eltlinését fogja jelenteni a komplex kicsapddasa altal, majd kozeledni kezdiink a

zarvanykomplex inherens oldhatosagi értékéhez (S¢).

Az oldhatosagi izotermak alapjan a komplex stabilitasi allanddja a két leggyakoribb

”AL”, €s ”Ap” esetben a kovetkezd mdodon szamolhaté ki a komplexképzddés egyenletébdl:

Km:n
m-S+n-CD=5,CD, (22)
_ _[SmCDy]
Ekkor Kpn = IS [CDT" (23)

A szabad vegyiilet koncentracidja az oldatban [S] mindig konstans, mivel a
komplexalodé molekula ,helyére” az szilard fazisbol mindig Gjabb molekula tud beoldodni,

igy egyszerisitve ezzel az oldatban 1év6 kezdeti mennyiséggel helyettesithetd:
[S] = so (24)
A komplex koncentracidja az oldatban:
[SmCDy] = 22 (25)

Itt St az oldott vegyiilet teljes koncentracidja, a komplexalt és szabad molekulak
0sszkoncentracioja.

A gazdamolekula koncentracidja a kovetkezd képpen irhat6 fel:

[CD] = CDy — 1+ [SyCD,y] (26)

16



A (22)-(26) egyenletek alapjan a teljes oldott vegyiilet koncentracio az 1:1

sztochiometridju esetben a kdvetkezoképpen irhato fel:

K1:150CD¢

St = SO + 1+K1.150 (27)
Az igy kapott egyenletet abrazolva a metszéspont: sq, a meredekség pedig:
_ K110
slope = 2= (28)
Ezt 4talakitva a komplexstabilitasi allando:
Kiq = ope (29)

so'(1-slope)

A masik, gyakoribb eset, amikor felfelé gorbiil az illesztett polinom, ami arra utal,

hogy egy molekulat tobb CD is komplexalni fog, két stabilitasi allandoval kell szamolnunk:

[S-CD]

K11 = fsrico; (30)
12 = % (31)
Ekkor a teljes oldott anyagmennyiség:
St =59+ [S-CD] +[S-CD,] (32)
A teljes oldott CD mennyiség pedig:
CD; = [CD] + [S-CD] + 2 -[S-CD,] (33)

A (29)-(33) egyenleteket kombinalva a kovetkez6 Gsszefiiggést kapjuk:

CDr[K1.1-S0+K1.1'K1.250.[CD]
Sy = r[K1:1'S0+K1:1'K1:2'S0 ]+So (34)
1+K1.1'50+2'K1.1°K1:2'5¢°[CD]

Az oldhatosagot a CD-koncentraci6 fliggvényeében abrazolva tehat egy olyan gorbét
kapunk, mely sg-nal metszi az y-tengelyt, meredeksége pedig a novekvé CD-koncentracio

fliggvényében nd, ami a gorbe egyenestdl felfelé valo elhajlasat fogja okozni.
A (30)-(32) egyenleteket kombinalva egy egyszeriibb 0sszefiiggéshez jutunk:
St =g + Ky.1*So - [CD] + Ky.1 " Ky.2 - S - [CD]? (35)

Ha teljesiil az a feltétel, hogy még csak kis mértékli komplexalodas tortént, akkor a

CD; = [CD] egyszeriisités mellett, az egyenlet linearizalhato:
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ST—5S0

. — Ku1°So + Kp.1 - Ky2 S - €Dy (36)
T

Az ily modon kapott egyenes meredekségének és metszéspontjanak ismeretében a
komplexstabilitasi egylitthatok szdmolhatok. Ez a kozelités azonban csak az ”Ap” gorbe elsd
szakaszara ad realis értékeket, a tovabbi szakaszra akkor kapunk helyes eredményt, ha [CD]
értékét a (32)-(33) egyenletekbdl fejezziik ki, azt feltételezve, hogy csak S - CD, vagy csak
S-CD, van jelen az oldatban. A bonyolultabb, S-CD-t, S-CD,-t vagy akar S-CDj-at
tartalmazo rendszerek esetében csak sokkal komplexebb egyenletek segitségével szamolhato a

stabilitasi allando [16].

3. Célkitiizés

Kisérleteink soran CD-ek komplexképzését vizsgaltuk kiilonb6zd analitikai modszerek
segitségével. Célul tlztik ki egy olyan automatizalt moédszer, illetve mérési kaszkad
kialakitasat, melynek segitségével a kiilonbozd gyogyszerjelolt vegyliletek esetében ki lehet
valasztani azt a ciklodextrin szdrmazékot, amellyel a legstabilabb komplexet képes 1étrehozni.
Ezek mellett azt is meg kivantuk vizsgalni, hogy a komplexstabilitasi allandok a kiilonb6zo

modszerek altal meghatarozva milyen 6sszefiiggésben allnak egymassal.
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4. Kisérleti rész

4.1. A vizsgalt vegyiiletek, és az elvégzett vizsgalatok

A Kkisérletek elején a Szintézistimogatd Laboratérium referencia vegyiilettarabol
kivalasztottunk kb. 25 db vegyiiletet a BCS 11, illetve BCS IV.-osztalyokba sorolt vegyiiletek
kozil, illetve néhany jol mérheté probavegyiiletet (Benzokain, Papaverin, Nitrazepam,
Kodein, Szulfadimidin). Az anyagok, illetve a titrator altal hasznalt KC1, K;HPOy, és 0,5 M
HCI, 0,5 M KOH-oldatok a Sigma Aldrich Kft.-t6l szarmaztak. A felhasznalt CD-ek a
Cyclolab, Ciklodextrin Kutat6-Fejlesztd Kft.-tdl szarmaztak. Az NLB-puffer a Sirius-
Analytical Kft.-t6l szarmazott. A vegyiiletek oldasahoz hasznalt DMSO a Merck Kft.-t6l
szarmazott. A pufferek, oldatok készitéshez a desztillalt vizet a Millipore Milli-Q® viztisztitd
berendezésbdl nyertiik.

Ezen kivalasztott vegyiiletekkel kezdtiik meg vizsgalatainkat. Elsédleges sziirésként az
UV-pH mérést hasznaltuk, majd az ebbdl kapott eredmények alapjan valasztottunk 3
mintavegyiiletet (Asztemizol, Klozapin, Diazepam), amelyekkel a komplexalodast kiilonbdzo
médon  vizsgald modszereket hasonlitottuk Ossze. Megvizsgaltuk az egyes CD-
szarmazékokkal torténd komplexképzési hajlanddsagot, UV-pH-titralassal a novekvd
mennyiségli OHPrBCD-el valé komplexalodast vizsgaltunk, a pKs-valtozasok, illetve az UV-
vis spektrum kiértékelésével, illetve fazisoldhatosag-mérés segitségével.

A mérések soran hasznalt CD-ek és néhany jellemzd adatuk:

Ciklodextrin Roviditése Molekula- Uregdtméré | Vizes oldhatésag
tomeg (R) (g/100 ml, 25°C)
a-CD aCD 972 4,7-5,3 14,5
R-CD bCD 1135 6,0-6,5 1,85
y-CD gCD 1297 7,5-8,3 23,2
2-Hidroxipropil B- OHPrbCD 1408 >60
CD
Random metil RamebCD 1303 >50
R-CD
szulfobutil-éter SulBubCD 2179 >50
R-CD
2-Hidroxipropil OHPrgCD 1576 >50
y-CD

11. dbra A mérésekhez hasznalt CD-ek néhany jellemzé adata [20]
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A részletes vizsgalatokhoz azért az OHPrBCD-t valasztottuk, mert a gyogyszeripari,
illetve a klinikai gyakorlatban is ez az egyik leggyakrabban hasznalt CD-szarmazék a

gyogyszermolekulak formulalasakor.

4.2. Hasznalt moédszerek, mintaelokészités

4.2.1. UV-pH titralas

Az UV-pH mérések soran a pK, értékek komplexalodas hatdsara torténd valtozadsanak
vizsgalatakor méréseinkhez a Sirius Analytical Inc. cég SiriusT3™ késziilékét hasznaltuk, a
késziiléket normal (két kiivettas) UV-pH, illetve a gyorsitott UV-pH mérési modban (Fast
UV-pH) alkalmaztuk.

12. 4bra A mérésekhez hasznalt SiriusT3™ UV-pH titrator [18]

A Sirius T3 késziilék gyorsitott mérési modjaban (Fast UV-pH) a sorozatok esetén a
vizes kozegben mérhetd pKj-értékek meghatdrozasara a vizsgalt anyagok 10 mM-0S
koncentracioju DMSO-torzsoldataibol 5 pl-t pipettaztunk a titralo kiivettakba, melyekhez 1,2
ml ISA-vizet (0,15 M KCl-oldat), illetve 25 ul puffert (neutral linear buffer:NLB) adagol a
késziilék a titralas megkezdése eldott. A NLB-puffer a teljes mérési pH-tartomanyon beliil
pontos mérési spektrumok felvételét segiti eld a pH stabilizaldsa altal. A CD-es

komplexképzés vizsgalatara a latszolagos pKa-értékek meghatarozasakor az 5 pl 10 mM

........
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késziilék ISA-vizzel egészitett ki 1,2 ml-re, majd 25 ul puffert adagolt hozza, igy azonos
kezdeti anyagkoncentracioval dolgoztunk, mint a hatéanyagok sajat pKj-értékeinek
mérésekor. A méréseket BCD ¢és OHPrBCD jelenlétében végeztilk. Néhany eldzetes
probamérés alapjan azt tapasztaltuk, hogy a 300 ul 20 mg/ml koncentraciéju CD-oldat mellett
a komplexaldédasnak koszonhetden a gyogyszervegyiiletek pK, értékében mar a mérés varhato
hibajanal (SDpka < 0.05) szignifikdnsan nagyobb valtozast tapasztalunk, ha komplexalodas
torténik, igy ezzel a modszerrel sziirés jelleggel azonosithatok a CD-ekkel komplexalodasra
hajlamos anyagok. A pK,-érték valtozast mutatd anyagok koziil kivalasztottuk az Astemizol,
Klozapin, és Diazepam gyogyszereket, és ezekkel elvégeztiik a gyorsitott UV-pH méréseket
mind a hét CD szarmazék mellett is, 300 ul 20 mg/ml koncentraciojua CD-oldatokkal.

Kapillarisok reagensek
UV Dip Probe adagolasahoz
UV-pH
mérésekhez

Uiveg kiivetta
“— (max. 4 ml)

motoros ) ]
kever6 — 1~ -« Uvegelektrod
@=3 mm

hémérs

13. 4bra A SiriusT3™ berendezés titralé cellaja [18]

Részletesebb, pontosabb eredményekhez juthatunk a késziilék normal UV-pH mérési
modjat hasznalva, amely minden anyaghoz kiilon-kiilon referencia spektrumot is felvesz (a
gyors mérés csak a mérési sorozat elején egyet), illetve ez a modszer tobb 1d6t hagy az egyes
mérési pontokon a pH stabilizdlodasara. Ezzel a mérési modszerrel a hdrom kivalasztott anyag
vizsgalatat végeztiik el OHPrbCD-el, kiillonb6zé CD-koncentraciok mellett mérve: a titralas
kezdetén 50 pl, 150 pl, 300 pl, illetve 600 ul 20 mg/ml koncentraciéju CD-es ISA-vizet
adagoltunk a referencia €s a mérd kiivettaba is, majd azt egészitette ki a gép 1,2 ml-re. A

mintabekészités még annyiban kiilonbozott a gyors UV-pH mérésektdl, hogy ebben az
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esetben a 25 pl puffer (itt most 25 mg K;HPO,4/ 10 ml ISA-viz) elézetesen lett hozzaadva a

rendszerhez.

4.2.2. UV-vis spektroszkopia

A komplexalodasi folyamatokat az UV-vis spektrumok valtozasan keresztiil két féle modon is
probaltuk kovetni, vizsgalatainkban a Thermo Electron Corporation Multiskan Spectrum
plate(96-lyuka mérélemez)-olvasd késziilékével, illetve a Sirius Analytical Inc. cég

SiriusT3™ késziilékével készitett mérésekbdl kinyert spektrumot is hasznaltuk.

Az UV-vis plate-olvasoval torténd vizsgalathoz CD-es puffereket készitettiink pH 1,5-
12,0-es tartomanyban fél pH egység 1épéskozzel, a kiilonb6z6é pufferekbdl plate-ekre
pipettaztunk, majd a pufferekhez adtuk a vizsgalt anyagok DMSO-torzsoldatabol. Ezutan az
UV-vis spektrumok kb. fél éra alatt mérélemezenként 4-5 anyagra felvehet6 volt a kivant pH

tartomanyon, a megadott diszkrét pH-pontokban.

A SiriusT3™ titratorhoz kapcsolt UV-vis spektrofotométer egység segitségével pH
2,0-12,0—es tartomanyon, a sziikséges spektrum anyagonként fél ora alatt (az el6zetes sziirésre

hasznalt gyorsitott modszer esetén csak 10 perc alatt) veheto fel.

Mivel a pufferek elkészitése rendkiviil iddigényes volt, illetve pH stabilitdsuk nem
minden esetben volt megfeleld (a plate-ekre atpipettazva a lyukak nagy fajlagos feliilete miatt
foleg a bazikus pH-ju puffereket nem lehetett védeni a gyors karbonatosodastol), illetve a
mintael6készités is joval lassabb volt. Emiatt a probamérések utan tgy dontottiink, hogy az
automata titratorral végezziik a tovabbi méréseket, és az onnan exportalt UV-spektrumokkal
dolgoztunk. Az ily modon kapott adatoknal az UV-vis spektrum felvételével egy idoben a gép
az oldat pH-értékét is megmérte, igy sokkal pontosabb pH-értéket kaptunk, amely kb. 0,1
egyseég hibaval reprodukalhato volt.

4.2.3. Oldhatosag mérése

Az oldhatésag mérések soran a harom kivalasztott vegyiilet esetében a molekula
neutralis formajanak oldhatdsagat vizsgaltuk, az Asztemizol (pK,1=5,81; pK,2=8,51) és a
Klozapin (pK;1=3,99; pK,2=7,66) esetében pH 7,4-es, és pH 11,0-as pufferekben, a Diazepam
(pK4=3,41) esetén pH 7,4-es pH-es pufferben. A vizsgalathoz 96-lyukti mérélemezen a két

crer
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majd 4 6ran keresztiil, szobahdmérsékleten razattuk (300 rpm). Ezutan az oldatokat lesziirtiik,
majd 160 pl szlirlethez 40 pl ACN-t adtunk az anyag oldatban tartdsanak segitésére, és
HPLC-DAD technika segitségével vizsgaltuk a beoldddott anyag mennyiségét. A mérés
kiértékelését az elézetesen 0,5 uM, 5 uM és 100 uM koncentracioji oldatokbol HPLC-vel
felvett kalibralosor segitségével végeztik. A  vizsgalatokat elvégeztik ndvekvo

koncentraciokban OHPrbCD-t tartalmazo pufferekben is (100 uM, 500 uM, 5 mM, 10 mM).

4.3. Eredmények

4.4, A CD-el valé komplexképzés sziirések eredményei

Anyag neve o tretvrrrrs Ruldll RPN NELCTINN W
Fast UV bCD OHPrbCD
UV-pH

Glibenklamid - 5,38 - - 5,33 -0,05
Flufenaminsav - 3,93 - - 4,10 0,17
Dietilsztilbesztrol pK ;2 10,31 10,32 11,52 1,21 10,57 0,26
Dietilsztilbesztrol pK 31 9,57 9,60 10,28 0,71 9,78 0,21
Diflunizal pK 51 2,58 - 3,18 0,60 3,17 0,59
Osztradiol 10,33 - 10,65 0,32 10,32 -0,01
Ketoprofén 4,00 4,00 4,24 0,24 4,31 0,31
Fenilbutazon 4,33 - 4,46 0,13 4,48 0,15
Diklofenak Na 3,97 - 4,09 0,12 4,17 0,20
Nimeszulid 6,49 6,47 6,09 -0,40 6,14 -0,35
Piroxikam pK 51 5,31 - 5,32 0,01 5,33 0,02
Diflunizal pK 22 12,85 - 12,51 | -0,34 12,96 0,11
Szalbutamol pK ;1 10,15 - 10,07 -0,08 10,24 0,09
Nitrazepam pK 31 10,51 - 10,29 -0,22 10,43 -0,08
Szulfadimidin pK 51 7,51 7,49 7,60 0,09 7,58 0,07
Szulfadimidin pK ;2 2,31 2,46 2,24 -0,07 2,28 -0,03
Nitrazepam pK 52 2,94 3,08 2,82 -0,12 2,83 -0,11
Szalbutamol pK 52 9,08 - 9,08 0,00 9,14 0,06
Piroxikam pK ;2 1,88 - 1,99 0,11 1,93 0,05
Klozapin pK 42 7,66 - 7,80 0,14 7,68 0,02
Nifedipin 2,33 2,33 2,34 0,01 2,36 0,03
Asztemizol pK 41 ; 5,81 5,75 | -0,06 576 | -0,05
Papaverin 6,47 6,42 6,39 -0,08 6,47 0,00
Ketokonazol pK 52 6,18 - 6,09 -0,09 6,05 -0,13
Diazepam 3,41 - 3,23 -0,18 3,26 -0,15
Ketokonazol pK ;1 3,28 - 3,09 -0,19 3,15 -0,13
Kodein 8,24 - 7,94 -0,30 8,23 -0,01
Benzokain 2,54 - 2,10 -0,44 2,13 -0,41
Asztemizole pK ,2 . 8,53 797 | 0,56 808 | -045
Klozapin pK ;1 3,99 - 3,32 -0,67 3,45 -0,54
Loratadin 5,26 - 4,21 -1,05 4,14 -1,12
Dipiridamol 6,20 - - - 6,13 -0,07

14. abra pK,-valtozasok osszefoglalé tablazata
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Az eredmények alapjan lathatd, hogy a vegyiiletek tobbségénél jelentds pK,-valtozas
tapasztalhato, amit a CD-ekkel képzett komplexek kialakulasaval azonositottunk, igy
elkiilonithet6k azok a vegyiiletek, melyeknél esély van az oldhatésag ndvelésére az adott CD
alkalmazasdval. Minél nagyobb a valtozds annal, nagyobb stabilitasu komplex jelenléte
feltételezhetd. Tobb pK,-értékkel rendelkezd anyagok esetében az is megfigyelhetd, hogy az
egyes pKa-értékeket eltéré mértékben valtoztatta meg a CD jelenléte, ez alapjan arra is lehet
kovetkeztetni, hogy a CD-el kialakulé komplex a vendégmolekula mely szerkezeti részét
érinti. Az eredmények kiértékeléskor a 0,1-nél nagyobb pK,-véltozast mutaté anyagokat
itéltik a CD-el ténylegesen zarvany-komplexet képzonek, mivel a titrator varhaté mérési
hibanal ez az eltérés mar szignifikansan nagyobb. Néhany helyen vizes kdzegben oldhatdsagi
problémak miatt csak a két kiivettds méréssel volt meghatarozhatdo a valodi pK,, igy a
kiértékelésnél az ezzel a modszerrel kapott értékeket hasznaltuk (Asztemizol, Flufenaminsav,
Glibenklamid).

ApKa bCD Fast UV-pH

Loratadin | |

Klozapin pK,1 | |

Asztemizol pK,2 | |

Benzokain [ |

Kodein [ |

, Ketokonazol pK,1 [ |

BAZIKUS Diazepam [ |

Ketokonazol pK,2 [ |

Papaverin [_|

Asztemizol pK,1 [ |

[ Nifedipin
____________________ __lKlozapinpk,2_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
| Piroxikdm pK,2
Szalbutamol pK,2
Nitrazepam pK,2 []

Szulfadimidin pK 2
AMFOTER Eh Szulfadimidin pK,1

Nitrazepam pk,1 [
Szalbutamol pk,1 [l
______________ | piroxikampK,1
Nimeszulid _
Diflunizal pk,2 [N
I Diklofenak Na
I renilbutazon
SAVAS B Ketoprofén
I Osztradiol
I Diflunizél pK,1
N Dietilsztilbesztrol pK,1
Dietilsztilbesztrol pK 2 GG

-1.5 -1 -0.5 0 0.5 1 15
ApKa

15. abra pK,-valtozas bCD mellett
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Az eredményeket diagramon &brazolva az is megfigyelhetd, hogy a vegylletek
bazikus, illetve savak jellegéknek megfeleléen néhany kivételtdl eltekintve a CD a latszolagos
pKa-t a bazisok esetében csokkentik, mig savak esetében novelik. Ez megegyezik azzal a vart
savas/bazikus jellege is csokken. A trendtdl eltérd esetekben feltételezhetd, hogy a CD
komplexképzd hatasan kiviil mas ok, pl. sztérikus gatlas is fellép a disszocidbilis protont
tartalmazé csoporttal, igy ennek hatésa jelenik meg az eredményben. Az irodalom is megemlit

néhany hasonlé esetet. [21]

ApKa OHPrbCD Fast UV-pH

Loratadin | |
Klozapin pK,1 | |
Asztemizol pK,2 | |
Benzokain | |
Diazepam [ |
Ketokonazol pK,2 [ |
3 Ketokonazol pK,1
BAZIKUS Dipirid;mol ]
Asztemizol pK,1 []
Kodein |
Papaverin
[ Klozapin pK,2
___________________ [ Nifedipin _

" Piroxikam pK;;2
[ Szalbutamol pK,2
Nitrazepam pK,2 |:||:|
Szulfadimidin pK 2
AMFOTER [0 Szulfadimidin pK,1
Nitrazepam pK,1 [
I szalbutamol pK,1

Glibenklamid [

Osztradiol |
I Diflunizal pK,2
[ Fenilbutazon
]

Flufenaminsav
SAVAS I Diklofenak Na
Dietilsztilbesztrol [N
pK,1 I Dietilsztilbesztrol pKa2
I Ketoprofén
Diflunizal pk,1 I
-1.4 -1.2 -1 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8

ApKa

16. abra pK,-valtozas OHPrbCD mellett
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4.4.1. Kiilonb6zo CD-szarmazékok mellett mért eredmények

Asztemizol

pkK,1 SD ApK , pK .2 SD ApK ,
vizes 5,81 0,02 - 8,53 0,04 -
aCD 5,8 0,01 -0,01 8,35 0,05 -0,18
bCD 5,66 0,02 -0,15 7,87 0,02 -0,66
gCDh 5,77 0,02 -0,04 8,24 0,10 -0,29
OHPrbCD 5,63 0,00 -0,18 7,89 0,01 -0,64
OHPrgCD 5,76 0,01 -0,05 8,36 0,03 -0,17
RamebCD 5,52 0,00 -0,29 7,86 0,01 -0,67
SulBubCD 5,91 0,01 0,1 8,36 0,01 -0,17

17. 4bra Asztemizol pK,-valtozasa kiilonbozé CD-ek mellett

Az Asztemizol (18. abra) esetében lathatd, hogy a kiilonb6z6 CD-szarmazékok
mindegyike foleg a pK,2 eltolodasat fogja okozni, mig a pK,l csak kisebb mértékben
valtozik, igy feltételezhetd, hogy a molekula parametoxifenil-etilpiperidin része, amelyen a
pKa2-értékhez tartozd nitrogén taldlhatd a CD-ek belsé iiregében helyezkedik el a

komplexalodas soran, mig a benzimidazol-gytrit tartalmaz6 rész kiviil marad.

pK,1=5,81
o N\
HSC/ i )\N
NH
pK,2=8,51 F

18. abra Az Asztemizol molekula képlete

A legnagyobb hatast a bCD, OHPrbCD, illetve a RamebCD okozta, igy formulalaskor
ezek koziil érdemes valasztani a vegylilet mellé, ezekkel valdsziniisithetd jo stabilitast
komplex kialakitasa. A SulBubCD esetében megfigyelheté még, hogy a pK,l a vart trenddel
ellentétesen mozdult el, ez valdsziniileg a benzimidazol-gytri és a szulfobutil-éterlanc kozti

sztérikus gatlasra vezethetd vissza, mint az irodalmi példak hasonlé eseteiben. [21]
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Klozapin

pK,1 SD OpK , pK,2 SD DpK ,
vizes 4,01 0,026 - 7,65 0,035 -
aCD 3,51 0,046 -0,5 7,81 0,027 0,16
bCD 3,36 0,060 -0,65 7,81 0,016 0,16
gCD 3,94 0,025 -0,07 7,67 0,015 0,02
OHPrbCD 3,54 0,061 -0,47 7,66 0,009 0,01
OHPrgCD 3,96 0,019 -0,05 7,63 0,015 -0,02
RamebCD] 3,24 0,062 -0,77 7,69 0,023 0,04
SulBubCD|] 3,24 0,047 -0,77 7,99 0,037 0,34

19. abra Klozapin pK,-értékeinek valtozasa kiilonboz6 CD-ek mellett

A Klozapin (20. abra) esetében is megfigyelhet6, hogy a két pK,-érték kozil a
komplexalodas csak az egyikre (pKsl) van jelentés hatassal és a masodik eltolodasa — ahol
van egyaltalan — ismét a vart irannyal ellentétes. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a CD-ek
iiregébe a dibenzodiazepin triciklus fog keriilni. Az is megfigyelhetd, hogy a gCD és

szarmazéka egyaltalan nem komplexalja a molekulat a mérési eredmények alapjan.
H,C

\ pK,2= 7,66
N

pK.1= 3,99

Cl

I =

20. abra A Klozapin molekula képlete

Ebben az esetben a formulalast valamelyik bCD-szarmazékkal érdemes végezni, az
apolarisan modositott lanct CD-eknél (RamebCD, SulBubCD) valoészinisithetjiik a
legerésebb komplexek kialakulasat, amely feltételezhetéen a CD-ek apolaros metil, illetve

butil 1ancai és a vegyiilet dibenzodiazepin része kozott 1étrejovo kolesonhatasabol ered.

27



Diazepam

pkK,1 SD ApK ,
vizes 3,41 0,017 -
aCD 3,4 0,020 -0,01
bCD 3,27 0,036 -0,14
gCDh 3,36 0,025 -0,05
OHPrbCD 3,28 0,048 -0,13
OHPrgCD 3,39 0,019 -0,02
RamebCD| nem mérhetd -
SulBubCD] 3,21 | 0,051 -0,2

21. 4bra Diazepam pK-értékének valtozasa kiilonbozé CD-ek mellett
A Diazepam esetében tapasztaltuk a legkisebb valtozasokat, az aCD, gCD ¢és
szarmazekaival egyaltalan nem lathaté komplexalddasra utalo jel, a bCD, illetve szarmazékai
kis valtozast mutattak. Ez az eredmény igen érdekes, ha dsszehasonlitjuk a Klozapinnal kapott
eredménnyel: a hasonld szerkezeti korbe tartozod két vegyiilet komplexképzési hajlandosaga
teljesen kiilonb6z6. A legjobb eredményeket a SUIBUbCD jelenlétében adta, amelyet itt is az

apolaris CD-oldallancok és a benzolgytirlik kolcsonhatasaval lehet indokolni.

. pK,1= 3,41

N

/ 0

HsC

22. abra A Diazepam molekula képlete

4.4.2. Komplexstabilitasi allando szamolasa a pK,-valtozasokbol

A novekvé OHPrbCD-koncentraciok mellett kapott latszolagos pKs-értékek alapjan a
(14)-(16) egyenletek segitségével kiszamolhatok a neutralis, illetve ionos, tovabba
egyszeresen ¢€s kétszeresen protondlt formdkra a komplexstabilitdsi egyiitthatok az egyes

mintavegyliletekhez.
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Asztemizol
A pK,l érték megvaltozasat vizsgalva a vegyiilet egyszeresen protonalt, illetve
kétszeresen protonalt formajanak stabilitasi egyiitthatdi vizsgalhatok, a neutrdlis forma

elhanyagolhat6, mivel ezen a pH tartomanyon nincs jelen.

Asztemizol pK,1 vizes 5,81 0,04
V (pL) 20 mg/ml 1 '
cpoldat  |SCIMMI pxa SD ApK, |1/ccD(M™)| Ko/ (K',-K,)
600 8,22 5,53 0,00 -0,28 121,59 1,10
300 4,21 5,63 0,01 -0,18 237,69 1,95
150 2,11 5,70 0,01 -0,11 473,85 3,47
50 0,70 5,75 0,02 -0,06 1427,63 6,75
meredekség 0,0041 Ki1a 1
metszéspont 0,9755 Ki1p 477

23. abra Asztemizol komplexstabilitasi egyiitthat6i a pK,1-érték valtozasabél

Komplexstabilitds OHPrBCD-Asztemizol
Ka / (K'a - Ka )
8.00
7.00 y =0.0041x + 0.9755

R*=0.9762
6.00

5.00
4.00
3.00
2.00
1.00

0.00
0.00 200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00 1200.00 1400.00 1600.00
1/cep

24. abra Asztemizol komplexstabilitasa a pK,1-érték valtozasabdl

A pontokra jo kozelitéssel egyenes illeszthetd, melynek paramétereib6l a stabilitasi
alland6 kiszamolhato. A kapott eredmény alapjan elmondhat6, hogy az egyszeresen protonalt
formahoz tartozo Kijp érték nagysagrendekkel nagyobb, mint az egyszeresen ionos forma K,
allanddja, a kevesebb toltéssel rendelkezd molekulat a CD jobban komplexalja.

A pKy2 érték valtozasaibol szamolva a vegyiilet neutralis és egyszeresen protonalt,
ionos formajanak stabilitdsa hasonlithato 0ssze, ebben a tartomanyban a kétszeresen protonalt

forma jelenléte csekély.
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Asztemizol pK,2 vizes 8,53 0,04
V (uL) 20 mg/ml . .
€D oldat cCD(mM)| pKa SD ApK, | 1/cep(M™?) |K/(K'a-Ko)
600 8,42 7,80 0,02 -0,73 118,55 0,24
300 7,00 7,89 0,02 -0,64 237,84 0,31
150 5,59 8,04 0,03 -0,49 474,17 0,45
50 4,20 8,27 0,03 -0,26 1428,56 1,22
meredekség 0,0008 Klla 0
metszéspont 0,1251 K11b 1482

25. abra Asztemizol komplexstabilitasi egyiitthatéi a pK,2-érték valtozasabél

Komplexstabilitas OHPrBCD-Asztemizol pKa2

Ka / (Kla' Ka )
1.4

y =0.0008x +0.1251

1.2 R?=0.9963

0.8
0.6
0.4

0.2

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
1/cep

26. abra Asztemizol komplexstabilitasa a pK,2-érték valtozasabol
Ebben az esetben a két stabilitdsi egyiitthatdé az ionos, illetve a neutralis formahoz
tartozik. Lathatd, hogy a két forma koziil a neutralis formahoz tartozo érték nagy, mig az
ionoshoz tartozo nulla. Ez egyezik azzal a megfigyeléssel, hogy a CD apolaris belsé gyiriije a

vegyliletek neutralis formajaval szeret inkabb komplexet képezni, mintsem a toltéssel

rendelkezd ionos formaval.
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Klozapin

A Klozapin esetében ezzel a modszerrel csak a dibenzodiazepin szerkezeti részhez
tartoz6 pKal érték megvaltozasat tudtuk vizsgélni, mivel a masik pK,-érték a komplexalodas
hatdsara nem valtozott, igy nem lett volna mire egyenest illeszteni. Ebben az esetben tehat a
vegylilet egyszeresen protonalt, illetve kétszeresen protonalt formdjanak stabilitasi egyiitthatoi

hasonlithatok Ossze.

Klozapin pK,1 vizes 3,96 0,01
V (uL) 20 mg/ml
CD (mM SD ApK 1y K K',-K
Doldat  |SCPMMI ok 1 PKa [1/ccD(M™) Ko/ (K', - K,)

600 7,09 3,23 0,05 -0,73 141,09 0,23
300 3,54 3,44 0,05 -0,52 282,48 0,43
150 1,78 3,60 0,04 -0,36 563,10 0,77
50 0,59 3,82 0,02 -0,14 | 1697,14 2,63
meredekség 0,0016 Ki1a 0
metszéspont -0,0262 Ki1p 627

27. abra Klozapin komplexstabilitasi egyiitthat6i a pK,1-érték valtozasabol

Komplexstabilitas OHPrBCD-Klozapin pK,1

Ka / (K|a' Ka )
3.00

y =0.0016x - 0.0262
2.50 R?=0.9979

2.00
1.50
1.00
0.50
0.00

0.00 200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00 1200.00 1400.00 1600.00 1800.00
1/cep

28. abra Klozapin komplexstabilitasa a pK,1-érték valtozasabol
Az eredmény ebben az esetben is azt tiikr6zi, hogy a CD a vegyiilet egyszeresen
protonalt formajaval stabilabb komplex képzésére képes, mint a kétszeresen protonalt

formaval.
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Diazepam

Diazepam pK,1 vizes 3,42 0,01
V (pL) 20 mg/ml 1
c CD (mM Ka SD ApK K, /(K'5- K,

b ol (mm) P PR, [1/coM™)| Ko/ (K- Ko

600 5,69 3,17 0,04 -0,25 175,85 1,26

300 4,50 3,27 0,03 -0,15 222,22 2,42

150 3,55 3,34 0,03 -0,08 281,84 4,73

50 2,78 3,39 0,01 -0,03 359,90 13,98

29. abra Diazepam pK,-valtozasa OHPrbCD mellett
Komplexstabilitas OHPrBCD-Diazepam
Ka / (Kla - Ka )
16.00
14.00
12.00
10.00
8.00
6.00
4.00
2.00
0.00
0.00 50.00 100.00 150.00 200.00 250.00 300.00 350.00 400.00
1/cep

30. abra Diazepam komplexstabilitasi diagramja

A Diazepam esetében az eddigiektdl eltérden nem tudtunk komplexstabilitasi

egylitthatot szamolni modszeriinkkel. A pKj,-valtozasok alapjan a (14)-es egyenlet szerint

abrazolva az adatok nem linedris képet mutatnak, exponencidlis jellegli gorbét kaptunk. Ez

arra utalhat, hogy a CD a vegyiilettel nem 1:1 aranyu komplexet képez. Az ilyen esetekben az

egyensuly bonyolultabb, kiértékeléséhez komplexebb egyenletek megoldasat igényli, az

eredmények feldolgozasa még folyamatban van.
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4.4.3. UV-vis spektroszkopia mérések eredményei

320

Asztemizol
Asztemizol spektrumanak valtozasa névekvé OHPr8CD
A mellett (neutrdlis forma)
0.45
0.4
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0 e ——
250 260 270 280 290 300 310
A(nm)
=0 ul CD =50 ulCD 150 WICD =300 ul CD 600 ul CD

31. abra Asztemizol neutralis formajanak UV-spektruma pH=10,0

Az Asztemizol pH=10,0-as puffer oldatban és a feletti pH-n szinte teljesen neutralis
formaban talalhaté az oldatban. A ndvekvd mennyiségi OHPrbCD adagolasa melletti Kis

mértékii abszorbancia-valtozasokat a 31. abra mutatja. Az adatokbol a (20)-(21) egyenletek

szerint kiszamolhato a CD-Asztemizol komplex stabilitasi allandoja:

Voo coo(mM) | 1/cp(M?) |1/0A AA A (285)nm
0 0.00 - - 0.000 0.059
50 0.57 1747.63 18.79 0.053 0.112
150 1.72 582.09 7.17 0.139 0.198
300 3.43 291.26 3.82 0.262 0.321
600 6.87 145.48 2.99 0.334 0.393
meredekség 0.0100
metszet 1.2614
Ky 126

32. abra Az Asztemizol neutralis formajanak stabilitasi allandéja

Az allandd a pK,-valtozasok alapjan kapott értékkel Osszehasonlitva az ezzel a

modszerrel szamolt érték egy nagysagrenddel eltér, ami ramutat, hogy a két modszer altal
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hordozott informaci6, illetve ezek az adott komplexalodasi folyamatra vonatkozo

érzékenysége nem feltétleniil azonos.

Ez utobbi modszer hasznélata ellen szol, hogy mas pH-értékeken az adatok nem
mutattak az abszorbancia-fiiggést, igy ez a modszer gyakorlati okokra visszavezethetéen is
csak korlatosan hasznalhat6. Ugyanez volt megfigyelhet6 a Klozapin és a Diazepam esetében
is, csak a mérési hibabol adodo abszorbancia-kiilonbségeket tapasztaltunk. Ezekre néhany
példa a fiiggelékben talalhato (41-47. abra). Az eltéré pH-n mért spektrumokat egymasra
fektetve lathatd, hogy az abszorbancianak pH-fliggése van (1d. Fiiggelék 48-50. abra), amely
magyarazattal szolgaltat a tapasztaltakra: a CD ezt a pH-fiiggést befolyasolja, igy az ebbdl
kapott a latszolagos pK,-értékekkel a komplexalddas akkor is nyomon kovethetd, amikor az

abszorbancia nem fiigg a CD mennyiségtdl.

4.5. Az oldhatosagi vizsgalatok eredményei

Az oldhatésagi mérések sordn a novekvd koncentracioban OHPrbCD-t tartalmazé
pufferekben vald oldhatosagi eredményekbdl a (27)-(29) egyenleteket felhasznalva szamoltuk

ki a komplexstabilitasi allandokat.

Asztemizol
vizes 0 60.0
i 100 uM 0.1 41.6
Protonalt forma
500 uM 0.5 46.2
(pH 7.4)
5mM 5 98.5
10 mM 10 153.3
vizes 0 1.6
- 100 uM 0.1 3.8
Neutralis forma
500 uM 0.5 5.8
(pH 11)
5mM 5 27.9
10 mM 10 63.7
Stabilitasi dllanddk
Protonalt forma Neutralis forma
Metszet 4.08E-05 1.96E-06
Meredekség 0.0113 0.0051
K1:1 281 K1:1 2596

33. abra Asztemizol: oldhatésagi eredmények
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Asztemizol pH 7,4 oldhatosag
S (kM)
180.0 -
160.0 - Ky=281
140.0 - RIS
120.0 - IRTTLAA
100.0 - R S
28'8 i y = 11,312x+40,77
400 p¥" R?=0,9998
20.0 A
0-0 L] L] L] L] L] 1
0 2 4 6 8 10 12
¢ CD (mol *103)
34. abra Asztemizol oldhatésaga pH 7,4-es
Asztemizol pH 11,0 oldhatdsag
S (kM)
70.0 -
60.0 - K;:,=2596 ¢
50.0 - e
40.0 -
30.0 1 0 y =5.9822x + 1.9612
2004 e R% = 0,9909
10.0 -
*O
00 lp' L] L] L] L] L] 1
0 2 4 6 8 10 12
¢ CD (mol *103)

35. 4bra Asztemizol oldhatésaga pH 11,0-4n
Az eredményekbdl lathatd, hogy a protonalt forma esetében sokkal kisebb a stabilitasi
allando értéke, mint a neutralis forma esetében, ez megint azt bizonyitja, hogy a CD a
neutralis formdju molekulat preferalja a komplexképzés sordn. A stabilitasi allandokra kapott

értékek nagysagrendileg megegyeznek a UV-pH titralasbol szamolt értékekkel.
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Klozapin

OHPTBCD | cp (MM) | S(uM)
vizes 0 677,5
Protonalt 100 uM 0,1 610,1
forma (pH 500 uM 0,5 657,2
7.4) 5mM 5 792,0
10 mM 10 787,5
vizes 0 371,7
Neutralis 100 uM 0,1 385,1
forma (pH 500 uM 0,5 404,3
11) 5mM 5 757,9
10 mM 10 790,4
Stabilitasi dlland6k
Protondlt forma Neutrdlis forma

Metszet 0,0006 [Metszet 0,0004
Meredekség| 0,0342 |[Meredekség| 0,0771

K1:1 57 K1:1 225

36. abra Klozapin: oldhatésagi eredmények

S (uM) Klozapin pH 7.4 oldhatdsag
900.0 - y=34.153x + 622.7
800.0 - R?=09686 - .
7000 4 _ T
600.0 1
500.0 - Ky.4=57
400.0 -
300.0 -
200.0 -
100.0 -
0.0 - : : ; ; |
0 2 4 6 8 10 12
¢ CD (mol *103)

37. abra Klozapin oldhatésaga pH 7,4-en

A Klozapin esetében lathato, hogy a legnagyobb CD koncentracidhoz tartozod pont
nem esik ra az elsé hadrom pontra illeszthetd egyenesre. A diagram alapjan valosziniisithetd,

hogy a Klozapin a 2.3.3. fejezetben ismertetett Bs-tipust fazis-oldékonysagi izotermaval
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rendelkezik, igy csak az els6 A -tipust izotermaval egybeesd tartomanyon 1évd pontokbol

adhaté meg komplexstabilitasi egyiitthato.

S (uM) Klozapin pH 11,0 oldhatosag
900.0 -
800.0 4 y=77.104x + 371.85 ®
700.0 - R?=0.9992
600.0 -
500.0 -
400.0 _
300.0 - K14=225
200.0 A
100.0 -
0.0 . . . . . .
0 2 4 6 8 10 12
¢ CD (mol *103)

38. abra Klozapin oldhatésaga pH 11,0-an

A stabilitasi allandok alapjan lathato, hogy itt is a neutralis forma a kedvezményezett a
komplexalodas szempontjabol. A protonalt formahoz tartozéd eredmény eltér az UV-pH
titralas soran kapott eredményt6l, de mivel ott pK,-valtozas hianyaba nem tudtuk
megvizsgalni a neutralis format, nehéz lenne tovabbi kdvetkeztetéseket tenni. Ez a példa azt is
jol tiikr6zi, hogy nem lehet egyetlen olyan univerzalis moddszert taldlni a komplexképzés
vizsgalatara, amellyel barmely anyag esetében bizonyosan el tudjuk donteni, hogy tortént-e
komplexalddas. Erdemes tehat a modszereket egymas mellett hasznalni, és a kiilonboz6

modszerekkel kapott eredményekbdl egyiitt levonni a konkluziot.
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Diazepam

OHPrbCD Ccp (MM) S(uM)

vizes 0 689,1

Neutrélis 100 uM 0,1 555,9
forma (pH 500 uM 0,5 579,2
7.4) 5mM 5 689,9

10 mM 10 746,2

39. abra Diazepam oldhatésagi eredmények

A Diazepam esetében a neutralis formara vonatkoz6 oldhatosagi méréseket végeztiik
el, az ebbdl szamolt stabilitasi allandé meglehetésen kicsinek adodott. A protonalt forma
vizsgalatat ¢épp ezért mar el sem végeztik, hiszen az eddigiek ismeretében nagyobb
relevanciaval rendelkezd neutrdlis forma ilyen kis értéke mellett szamottevd adat nem lett
volna vérhatd. A neutralis forma esetében kapott adat egybevag azzal az eredménnyel, hogy a
harom mintavegylilet koziil a Diazepam esetében volt a legkisebb a pKj-valtozas novekvod

CD-koncentracié hatasara, itt varjuk a leggyengébb komplex képzddését, és ezaltal az

Stabilitasi allandoé

Protonalt forma

Metszet 0,000568413
Meredekség | 0,019072303
K1:1 34

oldhatosag is itt javul a legkisebb mértékben.

S (uMm)
800.0 -
700.0 -
600.0 o .goeeeec"""
500.0 -
400.0
300.0
200.0
100.0

0.0 T

y=11,312x + 40,77
R?=0,9998

Diazepam pH 7.4 oldhatdsag

4

6

¢ CD (mol *103)

12

40. abra Diazepam oldhat6saga pH 7,4-en
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5. Osszefoglalas

Tudomanyos diakkori kutatdomunkam soran gyodgyszervegyiiletek ciklodextrinekkel
képzett komplexképzését vizsgaltuk, olyan automatizal analitikai modszerekkel, melyek a
vegyiiletek fizikai-kémiai sajatossagainak megvaltozasat kovették nyomon.

Elmondhatjuk, hogy UV-pH titralast hasznalva sikeriilt egy olyan gyorsitott sziirési
modszert 1étrehozni, mely segitségével megallapithatd, hogy az egyes ciklodextrin-
szarmazékok koziill melyek lesznek azok, amelyekkel a vegyiilet komplexképzési
hajlandésagot mutat. Az igy kivalasztott vegyiiletekkel tovabbi analitikai mddszerek
segitségével a ciklodextrin ¢és vendégmolekula kozott kialakuld zarvanykomplex
stabilitdsdnak vizsgélatat is elvégeztiik.

Ezen vizsgalatok eredményei megerdsitettek benniinket abban a CD-eknél leirt
altalanos megfigyelésben, hogy az ionizalhatd gydgyszervegyiiletekkel végbemend
komplexalodas soran az egyes CD szarmazékok elsGsorban a vendégmolekuldk neutralis
formajat preferaljak, mig az adott fiziologias koriilmények kozott egyszeres, vagy tobbszoros
(pKa érték(ek) alapjan meghatarozott) ionos allapotban jelenlévd vegyliletekkel —Kisebb
stabilitas komplexek kialakitasa valoszintsithetd. Megfigyeltiik tovabba azt is, hogy az
egymastol fliggetlen modszerekkel kapott stabilitasi allandok értékében akar nagysagrendnyi
kiilonbségek is adodhatnak, amelybdl az kovetkezik, hogy a modszerek nem feltétleniil
azonos fizikai-kémiai, kélcsonhatasbeli informaciot hordoznak. Az eredmények alapjan azt is
lathattuk, hogy a komplexstabilitds részletes vizsgalatakor nem taldlunk egy univerzalis
modszert, amely minden esetben alkalmazhatd. A mddszerek csak egymast kiegészitve adnak
atfogd képet a komplexképzési folyamatokrol, némely esetekben pedig egyes moddszerek
elméleti okokbol sem hasznalhatok.

Az itt kapott eredmények 0sztonzésiil szolgalnak arra, hogy a munkankban bemutatott
vegyliletkorbdl tovabbi gyogyszerek komplexalodasi folyamatait is részletesen vizsgaljuk az
egyes CD szarmazékokkal. Terveink kozott szerepel tovabba egy 0j, a komplexstabilitdsi
allandé meghatarozasara eddig nem hasznalt médszer, a permeabilitds mérésén alapulod

PAMPA maddszer kiterjesztése CD — hatéanyag komplexalodas leirasara.

39



6. Irodalomjegyzék

[1] N. Rouge, "Drug absorption sites in the gastrointestinal tract and dosage forms for site-
specific delivery,” International Journal of Pharmaceutics, vol. 136., pp. 117-139., 1996.

[2] http://www.acidaid.info/ph-balance.html.

[3] Gordon L. Amidon, "A Theoretical Basis for a Biopharmaceutic Drug Classification
The Correlation of in Vitro Drug Product Dissolution and in Vivo bioavailability," vol.
12, 1995.

[4] ,,Prodrugs: design and clinical applications,” Nature, %1. kotet 7, pp. 255-270, 2008.

[5] Thorsteinn Loftsson, "Role of Cyclodextrins in Improving Oral Drug Delivery," vol. 2,
2004.

[6] A. Biwer, "Enzymatic production of cyclodextrins,” vol. 59, 2002,

[7] Lajos Szente, "Cyclodextrins in Analytical Chemistry: Host-Guest Type Molecular
Recognition," vol. 85, 2013.

[8] Lajos Szente, "Highly soluble cyclodextrin derivates: chemistry, properties, and trends
in development,” vol. 36, 1999.

[9] CycloLab, "Approved Pharmaceutical Products Containing Cyclodextrins,” vol. 27,
2013.

[10] Zhi Chen, "High-Throughput Phase-Distribution Method to Determine Drug-
Cyclodextrin Binding Constants," vol. 98, 2009.

[11] A. Avdeef, "Absorption and Drug Development,” Wiley-Interscience, 2003.

[12] http://chemwiki.ucdavis.edu/Physical _Chemistry/Acids_and_Bases/Buffers/Henderson-
Hasselbalch_Approximation.

[13] Vidal Salgado, ,,Spectrophotometric Determination of the pKa, Isosbestic Point and
Equation of Absorbance vs. pH for a Universal pH Indicator,” American Journal of
Analytical Chemistry, kotet 5, pp. 1290-1301., 2014.

[14] Kenneth A. Connors, "Effect of cycloamylases on Apparent Dissociacion Constants of
Carboxilic Acids and Phenols: Equilibrium Analytical Selectivity Induced by Complex
Formation,"” vol. 65, no. 3, 1976.

[15] Kenneth. A. Connors, Binding Constants: The Measurement of Molecular Complex
Stability, Wiley-Interscience, 1987.

[16] Kenneth A. Connors. T. Higuchi, ,,Phase-Solubility Techniques,” Advances in

40



Analytical Chemistry and Instrumentation, Jonh Wiley & Sons, INC, 1965.
[17] http://www.kfki.hu/~cheminfo/hun/eloado/cd/ciklol.html.
[18] http://www.sirius-analytical.com/.
[19] http://www.chemagine.co.uk/resources/pka.htm.

[20] T. Loftsson, M. E. Brewster, Pharmaceutical Applications of Cyclodextrins. 1. Drug
Solubilization and Stabilization,Journal of Pharmaceutical Sciences, 1996

[21] A. A. Dahab, D. El-Hag, Rapid analysis of NSAIDs binding to 3-cyclodextrin using the
simultaneous measurement of absorption and circular dichroism with a novel multi-
cell low-volume device, Anal Bioanal Chem, 2012

41



7. Fiiggelék

Asztemizol spektrumanak valtozasa novekvé OHPrRCD
A mellett (kétszeresen protonalt forma) pH 4,0
1
0.8
0.6
0.4
0.2
0
250 260 270 280 290 300 310 320
A(nm)
——O0pCD ——50ulCD 150yl CD ——300 ul CD —— 600 pl CD
41. bra Asztemizol: kétszeresen protonalt forma abszorbancia-valtozasa
Asztemizol spektrumanak valtozasa névekvé OHPr8CD
A mellett (protonalt forma) pH=7,0
1
0.8
0.6
0.4
0.2
0
250 260 270 280 290 300 310 320
A(nm)
——Qu CD —50ulCD 150 ulCD =300l CD =600 pul CD

42. abra Asztemizol: protonalt forma abszorbancia-valtozasa
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Klozapin spektrumanak valtozasa novekvé OHPrRCD
A mellett (kétszeresen protonalt forma) pH 2,0
1

0.8
0.6
0.4
0.2

0
250 260 270 280 290 300 310 320

A(nm)
——O0u CD ——50ulCD 150 pl CD ——300 pl CD —— 600 pl CD

43. abra Klozapin: kétszeresen protonalt forma abszorbancia-valtozasa

Klozapin spektrumanak valtozasa novekvé OHPrBCD
A mellett (protonalt forma) pH 6,0

0.8
0.6
0.4
0.2

0
250 260 270 280 290 300 310 320

A(nm)
———QulCD —50ulCD 150l CD =——300ulCD ——600pul CD

44, abra Klozapin: protonalt forma abszorbancia-valtozasa
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Klozapin spektrumanak valtozasa novekvé OHPrRCD
A mellett (neutrdlis forma) pH 10,0

0.8
0.6
0.4
0.2

0
250 260 270 280 290 300 310 320

A(nm)
——O0u CD ——50ul CD 150 pl CD ——300 ul CD —— 600 pl CD

45. dbra Klozapin: neutralis forma abszorbancia-valtozasa

Diazepam spektrumanak valtozasa novekvé OHPrBCD
A mellett (protonalt forma) pH 2,0

0.8
0.6
0.4
0.2

0
250 260 270 280 290 300 310 320

A(nm)
~———Qu CD —50ulCD 150ulCD =——300ulCD ——600 ul CD

46. abra Diazepam: protonalt forma abszorbancia-valtozasa
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Diazepam spektrumanak valtozasa novekvé OHPr3CD
A mellett (semleges forma) pH 5,0

0.8
0.6
0.4

0.2

250 260 270 280 290 300 310 320
A(nm)
—Qucb —50ucCb ——150uICD —300WICD ——600ulCD

47. 4bra Diazepam: semleges forma abszorbancia-valtozasa

Asztemizol: abszorbancia pH-fliggése

A
0.4 ——pH2,9
0.35 PH3,3
——pH3,7

0.3 P

——pH4,1

0.25
———pH48

0.2
pH 5,7
0.15 — HE3
0.1 ——pH6,8
0.05 ——pH7,3
0 ——pH81
250 260 270 280 290 300 310 30 hgo

A(nm)

48. abra Asztemizol spektrumanak pH-fiiggése

45




Klozapin: abszorbancia pH-fliggése

A ——pH 1,8
1 ——pH2,3
—pH2,7
——pH 3,0
——pH3,4
——pH 3,8
——pH4,2
—pH4,7
——pH5,7
——pHB6,3
——pH 6,8
——pH7,4
——pH 8,3
——pH9,1
250 270 290 310 PHS,5
——pH 10,0
A(nm)
49. abra Klozapin spektrumanak pH-fiiggése
Diazepam: abszorbancia pH-fliggése
A
1
0.9 —pH1,2
0.8 —pHL17
0.7 ——pH2,1
0.6 ——pH 2,5
0.5 ——pH2,9
0.4 ——pH3,3
03 H3,6
—pH3,
0.2
o1 ——pH4,0
0 ~ ——pH4.9
250 270 A(nm) 290 310

50. abra Diazepam spektrumanak pH-fiiggése
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