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Ciklodextrin szarmazekok izomerjei cveLo 5
O position 2-0

() position 3-0

() position 6-0

Random/statistical substitution

Monosubstitution

Persubstitution

Disubstitution

— pseudoenantiomers
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A feladat pontos meghatarozasa mmcb

-

Mi a vizsgalandé anyaq? Milyen minéségben?

v Alap ciklodextrinek v finomvegyszer

v Ciklodextrin szarmazékok v’ alapanyag
« Semleges, ionos v’ gyogyszer segédanyag
 Random szubsztitualt vagy single-isomer v API

Mi a cél?

v’ tartalmi meghatarozas

v' szennyezések, bomlastermékek vizsgalata (egyéb ciklodextrinek, linearis dextrinek,
szintézis melléktermékek, szerves és szervetlen ionok, oldoszerek, nehézfémek)

Alkalmazott technikak Alkalmazott detektorok
v" HPLC, HPLC-MS v RI
v GC v' ELSD
v" CAD
v
CE, IC v MS

v ICP-MS o
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Ciklodextrinek analitikaja G

Alap ciklodextrinek

v ACD, BCD, GCD

v Gyogyszerkonyvi modszer (E.P. 9.3, E.P.
9.8, E.P. 10.0)

v Tartalmi meghatarozas (assay)

v' Egyéb ciklodextrinek, bomlastermékek

v HPLC-RID

v' C18 oszlop, viz/metanol eluens rendszer

N,

EUROPEAN PHARMACOPOEIA 11 Gammadex
04/2018:2769
corrected 10.1

GAMMADEX

Gammadexum

The following chromatogram is shown for information but will not be published in the
European Pharmacopoeia.

1

2 4 8 8 10 12 4 18 8 0 2 M 26 - min

1. gammadex 2. impurity A 3. impurity B

Figure 2769.-1. — Chromatogram for the test for related substances of gammadex: reference
solution (a)
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CYCLO
Random szubsztitualt szarmazékok jellemzése / DS mintazat (HPLC, CE, Cb
MALDI)

Szubsztitucids fok:
Degree of substitution (DS): Szubsztituensek atlagos szama egy ciklodextrin gydrdn

Molaris (MS): a szubsztituensek atlagos szama egy glukéz egységen
Szubsztitucidés mintazat:
A szubsztituensek elrendezddése a ciklodextrin gydrin

CD-Screen oszlop CD-Screen-IEC oszlop
H-acceptor
" H-acceptor hydrophobic
. hydrophobic O
o hydrophilic ﬁ /o —o\ hydrophilic ” T2 Tg3
®, .
_O>Si'CH2'CH2‘CH2—NH—C—NH N/ S- _O_SI'CH2'CH2'CH2—NH—C—N—(|_:|—R3 NH
/ \@ / H-donor | |
— 0 N 7 0 —O0 R CHs
H-donors dipole-dipole
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CYCLO
A /3
DS mintazat : HPBCD B@b
v’ Szubsztitucios fok: 2-10

v' CDScreen oszlop (viz/metanol) Kulonb6z6 gydgyszermolekulak oldhatdésaga vizes
ELS1 A, Signal Voltage (Z\ARCHIV2010\HPBCD\HPBCD_0330\2010-03-30\CYL1459_ASSAY_2.D) HPBCD Oldatban a Szu bSZtitl:lCiéS f0k

ELS1 A, Signal Voltage (Z\ARCHIV2010\HPBCD\HPBCD_033012010-03-30\CYL22862_ASSAY_2.D)
ELS A, Signal Voltage (Z\ARCHIV2010HPBCD\HPBCD_033012010-03-30\CYL2264_ASSAY_2.D)

™ flggveényeében

80.
70,01
F 60.0]
w50.01 Diclofenac-Na

Eso '
2 30.01 Hydrocortisone
S0 TTH—_

400
200

0

: 0.0 Voriconazole
v’ szennyezésprofil 00 | | |
ADC1 A, ADC1 (F:\DATA\HPB0524\HPBCDVS1.D)
mJ 8 g 0 5 10 15
4004 DS

3504

3004
2504
2004

FDA 2010 szeptember: Hydroxypropyl Betadex orphan drug !

1504

wo] Impurities

2.396

50
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HPACD HPGCD
mAU mV ]
20- 120
175 100
150 4 ]
. 80
125 ]
100 60-]
757 40
50 :
255 20? A
0- 0
0 é 1NO min 0 1N0 1N5 min
mAU ] 7 mv |
20 AC 15 GCD
15 ]
] 10
10 ]
5 5]
0]
_5{ ]
T T T T
2 min 4 6 8 min

cyYcLo

DS szerinti
elvalasztas a
CDScreen
oszlopon

Alap CD mint
lehetséges
szennyez0

Egyéb

bomlastermékek
detektalasa

0
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cycLo
DS mintazat : SBECD Cb
. v/ Szubsztitucios fok: 6.2-6.9
v' CDScreen-IEC oszlop (E.P. 10.3)

v' HPLC-ELSD
mV mV€
. 14
140 - 12
120 10- HOBSA
. 8] BCD DS1
100 |
1 6
80 4
60 2gﬂJ
] 0
40 o 12T
20~ bj A maodszer alkalmas a szennyez6k detektalasara is
0 A
T T T T { T T T T { T T T T { T T T T
0 5 10 15 min

DS szerinti elvalasztas (1-9)
DS meghatarozas nem lehetséges az ELSD detektalas miatt

DEXOLVE™



DS mintazat : SBECD

v' Szubsztitucios fok: 6.2-6.9
v CE-UV

v pTSA/TRIS pH=8 puffer

mAU ] 47K320922 1
1 DS 1-10 DS
.| EOF 1
. 2
] 3
4j 4
. 5
2 6
] 7
. 8
Oj 9
. 10
_2i
4
T T T T T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T
5 10 15 20 min

Area
1.52
8.71

33.39
88.99
202.83
319.36
326.55
252.95
120.62
36.75

effective length Migration time Corr Area Norm A

50
50
50
50
50
50
50
50
50
50

6.5
7.91
9.41

11.09
12.62
14.34
16.02
17.87
19.79
21.58

11.58
55.00
177.51
401.06
803.59
1113.93
1019.20
707.63
304.75
85.13

0.25
1.18
3.79
8.57
17.17
23.81
21.78
15.12
6.51
1.82

CYCLO

DS

0.25
2.35
11.38
34.28
85.86
142.83
152.47
120.98
58.61
18.19
6.27

0
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Metil-ciklodextrinek cycLo
(izomerkeverékek) B 5

+ “Ujjlenyomat kromatogramok”
» Batch-to-batch ismételhet6ség ellenbrzése
* Bomlastermékek — metil-maltooligomerek- ellenérzése

CRYSMEB® RAMER® *IRAMEB" stresszelt minta

200 ‘

150-{ | ‘

100

Jbub w N

T T T T T T 1
3 10 12 20 23 30 min | T T T T T T T T T
2 4 5 8 10 12 14 16 18,

DEXOLVE™

HPLC conditions: water : methanol gradient elution, CD-Screen (Bio-Sol Dex) stationary phase, ELS detection



DS mintazat : MALDI-TOF

1446.347

1504.274

1388.242

HPBCD DS~4.5

1330.344
1562.527
1620.893
1272.236
1678.735
1213.718 M A

1385.409

1327.310

e

1501.331

1443.424

L,

1559.306

L,

1617.264

1675.372

HPBCD DS™6

1733.659

1792.309

1850.387

CYCLO
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Izomertiszta CD szarmazékok jellemzése

CYCLO
. . . AG,5
Metil-ciklodextrinek B (&)

Metil-ciklodextrinek: Hipervitamindzis
antidétum, hemolitikus hatas, penicillin
stabilitasnovelés

J.Pitha and L.Szente: Rescue from
hypervitaminosis A or potentiation of
retinoid toxicity by different modes of

. . icr-(6-0- V_R- cyclodextrin administration, Life Sci., 32
heptakisz-(2-O-metil)-B-CD heptakisz-(3-O-metil)-B-CD heptak'sz(gw‘fgft") p-CD (7). 719-23, 1983
(2-MEB) DS=7
DS=7
m% =i m 2MEB g en
3-MEB

|

HPLC conditions: water : methanol gradient elution, Kinetex C18 (Phenomenex) stationary phase, ELS detection

DEXOLVE™




Metil-ciklodextrinek
(izomertiszta)

 ROTA, Refiscive Index Signel TRIVEB 20189543 1CYL4385-1)

00
1300

1000

000 \

Undermethylated \

impurity \ JJL

J

3-O-Me

Al

I

index detection

4 43 42 41 40 39
f1 (ppm)

HPLC conditions: water : methanol : 2-propanol isocratic elution, Kinetex C18 (Phenomenex) stati

38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27

onary phase, refractive

200
150
100

M 50
0

CYCLO
A 738
B@r‘

hexakisz-(2,3,6-tri-O-metil)-a-CD (TRIMEA)
heptakisz-(2,3,6-tri-O-metil)-3-CD (TRIMEB)

oktakisz-(2,3,6-tri-O-metil)-y-CD (TRIMEG)

DEXOLVE™



CYCLO

Acetilkolinos Nikotin Receptor, Rocuronium és a Sugammadex A (2N
oxa B\ .2
o o fo Mo Q
s OH O\ ona
NaO c:—;o S//}
(:)H ° —_—
+ o \ HO «—
02{):: i OH ot | \s«/i:a
Rocuronium Bromid Sugammadex K,=25.000.000 M
Aminoszteroid (Bridion”)

Izomrelaxans

DEXOLVE™

@ Acetilkolin @ Rocuronium



Miért ennyire draga?

+ Tobb mint 30 potencialis (szintézis uttol fuggd), ciklodextrin-eredetl szennyez6

+ 2020-ig erés szabadalmi védettség (synthetic process)

* Engedélyezés: EU-ban 2008-t6l, USA-ban csak 2015-t6l

(OH)-SGM
ey p . . SGM-S-SGM
CycloLab sajat fejlesztéstii HPLC modszere:
N

[ DAD! A.Sig=210.4 Ref=360,100 (SGM 201802-21 8rdion_2.0) (SO),-SGM M SGM

mA (epimer 2) i

(S0),-SGM i

(epimer 1)
5] SGM-S-S-SGM
U1 \l/

11.804

U2

2771
10.642

l (HOOC(CH,),SS)-SGM

13.1680

(SH),-SGM

HPLC conditions: ACN : 0.1% H,PO,/Ammonium, pH= 2.6 gradient elution, Poroshell C.5150 x 4,6 mm, 2.7 um stationary phase, UV

detection (210 nm)

CYCLO

DEXOLVE™



B)

octakis-(2,3-di-O-methyl-6-O-

carboxymethyl)-y-cyclodextrin
(ODMCM)

mvV

ODMCM
Purity: 95.5 Area %

t/min

Single CD szarmazékok analitikaja

heptakis-(2,3-di-O-methyl-6-O-
carboxymethyl)-B-cyclodextrin
(HDMCM)

CYCLO
A 728
BG)

heptakis-(6-O-sulfobutyl)-f3-
cyclodextrin (6-(SB),-B-CD)

OCH,(CH,),CH,SO,Na
0

OH
O

OH 7

6-(SB),-BCD

T

L..

6(SB)- BCD
Purity: 91.3 Area %

-

DEXOLVE™



Tartalmi meghatarozas (assay mérés)

Cél: egy csucsba ,0sszenyomni az izomereket

cycLo

» SBECD EP szerinti meghatarozasa, géloszlopon RI detektalassal

» SBECD hazon beluli mdédszer CDScreen oszlopon ELS detektalassal
» HPBCD hazon bellli médszer fenil-hexil oszlopon ELS detektalassal

nRIU ]
50000 -
40000
30000
20000

10000 |

0]

-10000

SBECD EP mddszer

N

ELSD érzékenysége
magasabb, alacsonyabb
kimutatasi hatar érhet6 el,
ezért ezek a modszerek
alkalmasak biologiai
matrixokban CD mérésére

0

T

5

10

15

min

géloszlop, puffer, RID

mV ]

200 +

450 4
400 %
350 4
300 4

250

HPBCD Cyclolab médszer

0

T
5

O
10 15min

DEXOLVE™

Fenil-hexil oszlop, viz/metanol, ELSD



Egyéb szennyez6k meghatarozasa
> szervetlen ionok meghatarozasa: CE

SBECD ionos szennyezbinek meghatarozasa

HOBSA, DIBSA

10

DIBSA

-15

20

-25

; : : : ; : : :
2 4 min

Ezzel az anionos maddszerrel tovabbi
szervetlen anionos szarmazékok szennyezdi
is meghatarozhatdak: klorid, acetat,
formiat..

BS

min|

Cl-

cycLo

0

DEXOLVE™



Egyéb szennyez6k meghatarozasa

cYcLo
> szervetlen ionok meghatarozasa: CE B(LS

SGM ionos szennyezdinek meghatarozasa
Na (kationos médszer), formiat (anionos modszer)

mAU ] mAU

OA

20

_105 -40

20 natrium 0
=<V 7] .7

] 80 formiat
-307 -100
.405 -120

] -140
-50

] ——————— -160

05 1 1.5 min ——y x
1 2 min

mAU{

203 kation mix

15

104

53

53
-10
.15% M
201 o

1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

1 2 3 min|

kation mix: K, Na, Mg, Ca, Ba, DEXOLVE™



Egyéb szennyez6k meghatarozasa cvcko |
» Maradék olddészerek meghatarozasa: GC-FID B\%J

Mindig a preparativ labor mondja meg milyen tipusu olddszereket kell mérntink

Leggyakrabban mért olddszerek : metanol, etanol, DKM, IPA, toluol, TCE, propilén-glikol

Gyogyszerkonyvi modszerek: HPBCD PG tartalom
SBECD etanol tartalom

1 FID1 B, Back Signal (SBECD_EtOH 2022-08-02\CAL1_5.D)
: A ] EtOH
[ 1 FID1B, Back Signal (BCD_ressolv 2022-06-15\B039_22 REF D 3. 903
pA soé §
] 707 @
8.25 - TCE toluol 604
8- DKE »1MeQH
775 307 e
] 20
7.5 10% j\
7.25° 5 S S S SRS
7
6.75% \ pAtl:| FID1 B, Back Signal (Roq_HPBCD 2022-10-04\REF16.D)
] 18
6.5 ' ' ' ' ‘ ' ' ' ' ‘ ' ' ' ' ‘ ' 165 EG PG
0 5 10 15 min| 145 S M
] 3} 0
12? ) g
, , 10
TCE, toluol a meghatarozandok ] N A
DKE az IST
s g o , 4
Nagy a matrixhatas!! 2
03 ' ' ' ' 3.‘5 ' ' ' ' 21 ' ' ' 'min o

DEXOLVE™



mAU

8% Measured
= | CYCLO
DryLab N A /7N
Di-OH-SGM izomerek elvalasztasa | .
ND\( §
Ho &ﬂ 0 gﬁﬂm . _/_</0 50 : : 1054 :
Vg B % %‘Q isomer AC % 0 T
o@u\ ﬁ\ /\)‘\ . ﬁ:\o" 7 8 9 10 1 12 13 min o
ﬁ/\/j\h 0 e % The gradient program was fixed during the analysis (B% .
%‘\* 1( increased 10-50%), the gradient time and temperature were
ﬁq 7\( L varied :
1. t;= 15 min ,T=30 °C Model
2. t=45min,T=30°C Chromatogram
3. t;= 15 min ,;T=60 °C
4, t;= 45 min ,T=60 °C
Model Chromatogram
Model Chromatogram %
T
£
[7]
E
o[ OH Hc%S “‘j E "
9 K
g:H isomer AD 03 o : G
% S/\)koH @
ﬁ/\/ % cHD [ :
e = : i DEXOLVE™

Measured Chromatogram Measured Enrematogram



VEGE

CYCLO
A Gh
B\ .2

DEXOLVE™



B\

Ciklodextrinek az analitikaban cvmcb

Zarvanykomplex-képzeés
Kiralis szelektor
» HPLC (eluens)
» Kapillaris elektroforézis
» Kiralis oszlop (HPLC, GC)

O @ 9
L @ @ @
» CD SPE oszlop O EU
Stabilitasi allandé meghatarozasa ® : @ : @ + ¢ = © @
> Kapillaris elektroforézis ©
9o @ @ 0

» HPLC (eluens
( ) gazdamolekula vendégmolekula komplex

» ciklodextrinek altalaban 1:1 aranyu (diasztereomer!) zarvany-
komplexeket képeznek
» K,: 10-10000 M-

K,ss: @ssziciacios allando
Kgis: disszociacios allando o

DEXOLVE™



cYCLO
CD, mint kiralis szelektor HPLC-ben, eluensben oldva - @b

A cikodextrint felépité glukdz egységek kiralis szénatomokat tartalmaznak
Az elvalasztas alapja:
- a molekula illeszkedése a gyurl uregébe
- hidrogénhidas, ionos kolcsonhatasok a CD gydrin lévé OH vagy egyéb csoportokkal

K Az allofazis kivalasztasa
[S],+[CD] _— Bn [CD.S],,

Analit figg6
2

. k' 10-15 MeOH-viz < 50%
1 Mobile phase
[S]; P [CD.S]q RP allofazisok: C18, C8, C4, CN (fenil)

Komplex stabilitasi allandok kualonbsége!!

DEXOLVE™



cycLo 5
2 4 2 e £y
Elvalasztasra hatassal van: B\ .2

Eluens Osszetétel, szerves oldoszer mennyisége-minésége (MeOH, EtOH, IPA, ACN, (THF)

v a komplex stabilitasi allandéra Corsent, hrsmatogrnte

v' analit - lléfazis kolcsonhatasra " A /\ —
Puffer hatasa e Mm}

v pH | /v\ DivED”2
v ionersség -

v’ puffer kation-anion ot

v ionparképzés és komplexképzés J\/ ¥ -
Hémérséklet szerepe . :f;; M -
CD tipusa 0,7 - T - s vebgra B

v Uregméret a, b, g oa ] / ™\ : A/mems
v' CD szarmazékok g oal A i SR S S—

v' semleges CD-k 2;2: / N m M RAMEB!
v’ ionos CD szarmazékok L 'ﬁw e e e i S———

0 2,5 5 10 20 " RAMEB/2
CMBCD [mg/ml] s
Ll . i
2y 5 £ 5 £ T o

DEXOLVE™




cycLo 5
Ciklodextrinek alkalmazasa a mozgé fazisban it

Elonyok
A szelektor mindseége és koncentracioja konnyen valtoztathato
Olcso oszlopok ill. olcsé adalékok hasznalhatok

Hatranyok

A szelektor zavarhatja a detektalast (UV, MS)
A szelektor igény viszonylag nagy
(A szelektor min6sége valtozo lehet)

O

DEXOLVE™



cycLo
CD, mint kiralis szelektor kapillaris elektroforézisben (Kiralis kapillaris elektroforézis o {:b
(vagy elektrokinetikus kromatografia) |

» Gyors, egyszerl és olcso analitikai modszer.

» Kiralis szelektorok: ciklodextrinek, koronaéterek, makrociklusos antibiotikumok,
fehérjék, micellak

> A ciklodextrinek és szarmazékaik a leggyakrabban alkalmazott kiralis puffer
adalékok.

» Tobb mint 4000 publikacio alkalmaz ciklodextrineket kapillaris elektroforézisben
(utdbbi 15-20 év).

> Nagy és névekvd szamu KIRALIS SZELEKTOROK
» Enantiomerarany és kiralis nyomszennyezés meghatarozas
» Enantiomersorrend megvaltoztatas

O

DEXOLVE™



Elektroforézis torténeti fejlodése

»1925-1930 Tiselius (1948 kémiai Nébel dij) : folyadék fazisu elektroforézis
készilék fehérjék elvalasztasara

»1950-1960: - szintetikus polimerek (poliakrilamid) gélek bevezetése
- készilékek, segédberendezések fejlesztése
»1980: elérhet6vé vdlnak a kis atmérdji kvarckapillarisok
Jorgenson és Lukacs elkészitik az els6 kapillaris elektroforézis készuléket

»1990: kapillaris elektroforézis (elektrokromatografids) modszerek
fejlesztése

CYCLO

©

DEXOLVE™



Kapillaris elektroforézis

» elektromos térben az oldott anyagok
kiilonbozo sebeséggel vandorolnak (q/m)

» vékony (25-75um) kapillaris

» elektroozmotikus aramlas (EOF)
jelenletében

» elektroozmotikus aramlas (EOF) lehetové
teszi anionok ¢és kationok egyidejl
meghatarozasat

cvcLo
i“ G 3
B \ -z

EOF kialakulasa

NV V2R VAR VAR VAR VAR VARN V)
St S1 S1 S St 51 S1 S
6 o O O O O O O
dé & & & 6 & & &

+ Elektoozmotikus aramlas (EOF) =

ANOD KATOD

® d & 6 d B D @  elektromos
O O O O O O 0O O kettosréteg
St S1 0851 St S S1oS1oS1
JINC/ZIN ZIN ZIN ZIN ZIN ZIN I

EOF

injektalas —_— detektalas

| |

ANOD KATOD
N

r o> O O ™

effektiv .
EOF mozackonysig latszolagos mozgékony sag

kation + 5 =

semleges EOF

részecske ———————> T = =

EOF
anon . = —

DEXOLVE™



CE készulék vazlatos felépitése -

B (L)
T3um X 60 cm constant temperature
Silica Capillary compartment, 20 -30° C
stection
i | _
electrolyte high veoltage
" sample & power supply
standards Sy
kapillaris feldolgozo
regisztralo
ANOD B
bemeneti pufferedény e edeny kimeneti pufferedény DEXOLVE™
I nagyfesziltségi tapegység I




Aramlasi profil: CE vs. HPLC

Az aramlasprofil keresztmetszete
Elektroozmotikus Aramlas (CE)

EOF

+ |:> -

Az aramlasprofil keresztmetszete
Hidrodinamikus Aramlas (HPLC)

Nyomas |:>

CYCLO

O

DEXOLVE™



Kapillaris elektroforézis elonyei cvcm,b

_._ s‘,‘

» nagy felbontoképesség (N > 10° — 109)

» rOovid analizis 1d0 (alt. 30°, de akar 5’ alatt)

» széles korben valtoztathatd paraméterek

(pH, c(puffer, adal¢kok), ionerdsseg, T, U)

» gyors modszerfejlesztés (kond.: 2-10")

» egyszerli mintaelOkészités

» kicsiny mintaigény (injektalva 1-50 nl)

» hidrodinamikus és elektrokinetikus injektalas

» vizes vagy nemvizes puffer

» magas szintli automatizaltsag (replenishment) o
» UV detektalas kapillarisban (v. indirekt, F, LIF, Amp., Vez.kép., MS,) DEXOLVE™



Elektroforézisen alapulo eljarasok osszefoglalasa

CYCLO

Modszer Kapillaris Az elvalasztas alapja | Alkalmazasi lehetéségek
Kapillaris modositott / nem ionmozgékonysag sokrétii alkalmazas

zonaelektroforézis (CZE)

modositott

Micelléris nem moédositott az elektrolit és a micellak sokrétli alkalmazas
elektrokinetikus kozotti megoszlas
kromatografia (MEKC)
Kapillaris modositott s a részecskék fehérjek molekulaméret

gélelektroforézis (CGE)

toltott

elektroforetikus vandorlasa
¢s a kozeg molekulasziird
hatasa

szerinti elvalasztasa

Kapillaris izoelektromos

modositott / nem

izoelektromos pont

amfoter sajatsagu anyagok

fokuszalas (CIEF) modositott elvalasztasa
Kapillaris izotachoforézis | nem modositott ionmozgékonysag hig oldatok dusitasa a CZE-t
(CITP) megel6zden
Kapillaris toltott kapillarisok | elsdsorban az allofazissal altalaban megegyezik a

elektrokromatografia
(CEC)

torténd kolcsonhatasok

HPLC-nél ismertekkel

o
@b

O
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gy s = y ug s . ” . . CYCLO
A kapillaris elektroforézis analitikai kemiai , 5

alkalmazasai

Kisméretu ionok: Nagyméretu ionok:

»Szervetlen anionok és kationok » Fehérjek

> Szerves anionok és kationok » Nukleinsavak és
fragmentjeik

» Alkoholok, fenolok, szénhidratok

» Aminosavak, peptidek,
oligopeptidek

» Nukleozidok, nukleotidok

»Vitaminok, toxinok

» Virusok és sejtek
» Nanorészecskék

» Novényvéddszerek,
gyogyszerhatdanyagok

O
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CYCLO

Ciklodextrin | Elvalaszthato| Ciklodextrin
toltése enantiomer | szarmazékok
semleges ionos a-,B-,y-CD,
acetilezett,
DIMEB,
TRIMEB
negativ ionos karboxi-alkil,
és semleges szulfatalt,
foszfatalt
pozitiv ionos amino: pri., szek.,
és semleges terc., kvat.

A szarmazékolas célja:

- a stabilitasi allandé megvaltoztatasa
- a ,belsd” szelektivitas novelése

- a mozgékonysag-kulonbség novelése a szabad és komplexalt formak kozott o

DEXOLVE™
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A kiralis elvalasztas b 5
-m r | ] "
kovetelményei h

Feltételek:

» Legalabb az egyik enantiomer esetén:

Hszabad * :ukomplex
* A kialakult komplexek mozgékonysaga jelentosen kiillonb6zzon:

Hs ipie * MR ipre (Ks7 Kp)

@ RBjH L) O

O

DEXOLVE™



Stratégia cycLo

pH kivalasztasa:

- bazis: pH 2.5-3
- sav: pH > pK,
- semleges: pH 2.5, 7.2, 9.2

Egyféle CD-t tartalmazé rendszerek:

- a harom nativ CD (a, b és g) négy-négy koncentracié pontban (uregméret kolcsonhatas
vizsgalatok)

- a latszolagos stabilitasi allandok meghatarozasa néhany uj koncentracié pontban (ha
szukséges)

- semleges CD szarmazékok (HP, acetil, metil)
1-3 koncentracié pontban

- ionizalhaté CD szarmazékok (CM, amino, szulfat stb.)
1-3 konc. pontban

Optimalizalas (pH, konc., puffer, hdmérséklet stb.) o

DEXOLVE™

CD-ek kombinalasa (dual rendszerek) vagy masik pH-an elolrol



Az elvalasztast befolyasolo b

fobb tényezok | Cb
» Ciklodextrin koncentracio (viszkozitas, felbontas, stb.)
> pH (protonaltsagi allapot, EOF mobilitas)
> Alkalmazott feszultség (mobilitas)
> Puffer koncentracié (ionerésseég)
» Hbémérséklet (viszkozitas, komplex stabilitas)

» Szerves adalékanyag (stabilitas, viszkozitas, adszorpcid)

Az elvalasztas jellemzése: felbontasi érték (Rg), szelektivitas (a) o

DEXOLVE™



Latszélagos komplex-stabilitasi allandék meghatarozasa

CYCLO

55

Mi . “free + Hcplx K [CD] (pH=9,2 Tos-Preg + HP-a-CD)
ef 1+ K[CD] ]\\
Linearizaciod (x- . A Py
reciprok modszer): /\
( ; ) 20 mM il
ﬂe?c];]lfree T K(lu::ff o lufree) + = /\ /
CDnélkiil /\ ‘ ‘ /N ‘
chplx _,Llfree) 2,5 3,0 35 4,0 45 5,0 -
i /ueff B luszabad
Abrazolas: [CD]%* |
i 0.3 -
(Meff B “free) 02
[CD] 01 -
0

0.0015 0.0025 0.0035 0.0045

O
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Stabilitasi allandék meghatarozasa

CD szarmazék

Stabilitasi allandé (M),

Atlagos
komplexstabilitasi
allando

Enantioszelektivitas

Enantiomer sorrend

felbontasi érték
RAMEB-CD K=510(1)
Ko=360 (2) Kz =590 (8\)
RAMEG-CD = -
Rg=3.32
CM-5-CD DS~3 K<5
Ks=54(5) Kz =61 (3)
CM-y-CD
R¢= 138
CE-3-CD K<5
SP-0-CD DS~2 K<5
K¢ =280 (6)Kg =310 (8)
SP-B-CD DS~4
R¢= 1,01
SP-y-CD DS~2 K<5
SHP-y-CD DS~3 K<5
SB-a-CD DS~4 K=28(1) g
/
Ks=610 (1) Kg =690 (2) 1
SB-B-CD DS~4

N4

R¢ = 0,62

CYCLO
A GN
B\ .2

DEXOLVE™



CYCLO
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Az elvalasztas CD koncentracio fuggeése

pH=2,5 (15 mM foszfat puffer) Vinkadifformin + RAMEB CD

N CCD
75 mM

50 mM

25 mM Rs=1.70

10 mM

M\
5 mM J\ Rs=0.6
\

0 mM

DEXOLVE™

10 15 20 25 30  t(pero) o
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Az elvalasztas CD koncentracio fuggése e

-
_._ @b

I
&

(pH=9,2 Tos-Preg + PA-3-CD) oo

NH
CHs

HaC

EOF Tos-Preg
50 mM PA-$-CD _/\ y
25 mM PA-$-CD /\/
l
S/
4,3

o

10 mM PA-B-CD

O

DEXOLVE™
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Az elvalasztas pH-fuggése

(Dns-preg + DIMEB-CD)

EOF
o=p=0 —_— o=s=0
Dns-Preg o o M
pH=192 > R 6 T o
. 1,11
pH=72 /J\ R,= 0,57
pH=47 R, <0,1
3.3 3,8 4,3 4,8 53
R S
SH= 2.5 R,=3,75
28 29 30 31 32 33 34 35 36

CYCLO

o
_._ @b

O
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Enantiomer sorrend megfordulas
(Vinkadifformin + RAMEB/RAMEG-CD)

75 mM RAMEB-CD

“W‘MMWM

50 mM RAMEG-CD

1.5 1,7 1,9 2,1 2.3 2.5 2.4 2.9 t(perc)

CYCLO

o
@b

O
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(Tos-preg + PA-B-CD; Alogliptin + SBE-
BCD)

Szennyezésvizsgalat

7,5

CHj
O:S|:O
NH
CHy
(S) H5C
N
HO (0]
P
7,7 7,9 8,1

8,3 id6 (perc)

0,1% enantiomer
szennyezes

0.1% impurity

S

J\

T
9,8

T
10,0

T
10,2

t/ min

T T T T 1
10,4 10,6 10,8

cYcLO

O
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Mobilitas valtozasa

(Alogliptin — SBE-BCD)

EOF
5 mM CD ﬂ NN\ Rs=4.67
EOF
4 mM CD A S Rs=3.54
EOF
3 mM CD SR Rs=1.69
\ |
EOF
2 mM CD SM\R_J Rs=1.95
S R kEOF
1 mM CD A Rs=1.56
LEOF
0.5 mM CD Rs=0.41
lEOF _
0 mM CD Rs=0
] ] ] ] ] ] |
6 8 10 12 14 16 18

CYCLO
a& GN
B\ ~4

O
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Lormetazepam enantiomerek elvalasztasa l.

» lormetazepam enantiomerek elvalasztasa fél-
}\, O preparativ HPLC-vel eluensben oldott
ff OH ciklodextrin alkalmazasaval

Cl O —N » kapillaris elektroforézis méréssel a

120

100

80

R 60

40

20

legalkalmasabb ciklodextrin kivalasztasa
O “ » HPLC modszerfejlesztés
» frakcionalas

Lormetazepam specieszek eloszldsaa pH
flggvényében

CYCLO
A GN
B\ .2

O
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Lormetazepam enantiomerek elvalasztasa Il. Cb

borsav SDS-sel, pH 8,0

Alkalmazott ciklodextrinek:

» B-CD szarmazékok — v-CD a megfelelo

» v-CD szarmazékok

Koncentracié (mM) Felbontas (Rs)

2.5 0
5 0 .
10 0.65 B
SBEGCD 20 2.83 ; | n
2.5 0 . ‘| ﬂ'
5 0 ‘ “ [h —
10 0.69 : 4 J L 1omM
CMGCD 20 2.08 : i *L"T—‘ L_ s =——
10 1.47 b e b bde2sem |
RAMEG 20 1.05 b PSR 'S PSS SR o o
10 0.71 : , .

HPGCD 20 1.91 DExoLvE™



Az optimalt modszerrel (10% etanol
10°C, 0.7 mL/perc) kapott kromatogram

O S e

e

Lormetazepam enantiomerek elvalasztasa lll.

CE vs. HPLC

5 perc ®= 25 perc
mg <= g

Gyors
paraméter
valtoztatas

CYCLO
A GN
B\ .2

O
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Nemvizes kozegu elvalasztasok cycLo

A />3
)
B\ vz
Contents lists available at ScienceDirect

Journal of Chromatography A Heptakis-2-methyl-3-acetyl-6-OH-BCD

journal homepage: www.elsevier.com/locate/chroma

OH

Comparative evaluation of the chiral recognition potential of ®Cmm
single-isomer sulfated beta-cyclodextrin synthesis intermediates in
non-aqueous capillary electrophoresis

O
Ida Fejé6s?, Erzsébet Varga®, Gabor Benkovics ¢, Andras Darcsi?, Milo Malanga®,
Eva Fenyvesi®, Tamds Sohajda®, Lajos Szente®, Szabolcs Béni®*
3 Department of Pharmacognosy, Semmelweis University, Budapest, H-1085 Ulloi tit 26, Hungary
b CycloLab, Cyclodextrin R&D Ltd, Budapest, H-1097 lllatos it 7, Hungary
< Department of Organic Chemistry, Faculty of Science, Charles University in Prague, Hlavova 8, 128 43, Prague 2, Czech Republic
- Q
20 mM MeAc
ofloxain 10 mM MeAc P N —
HO
(¢]
02\
o}
o— o
S
\ ° o | o
| — | - 0 6
) T f ; T = HO
: 0
gatifloxacin OH
20t MeAS q — A name could not be generated for this structure.
mi eAC .
10.mM Mese ‘ \ Chemical Formula: C3HggO,,
\ f\ Exact Mass: 1526,55
\ I Molecular Weight: 1527,43
" m/z: 1526.55 (100.0%), 1527.56 (70.9%), 1528.56 (33.4%), 1529.56 (11.5%), 1530.56 (2.3%), 1530.57
\ (1.1%)
\ \ Elemental Analysis: C, 49.54; H, 6.47; O, 43.99
\ i
T e DEXOLVE™




Column:CD-Screen (ChiroQuest, Hungary), mobile phase:

HPBCD samples with different DS

DS

HPLC

3.3

HPBCD

D81~y

BCD

4.6

[N

6.3

6.7

N

97

11.1

I

n

water-methanol with gradient elution, detection: ELSD

(Alltech)

Random or single?

SBEBCD samples with different DS

60

DS-2 DS-3 ps-4

5 DS‘l DS_5 DS'6 DS_7 DS~3.9
50
=¥ DS-6 DS-7
2 a0 DS-5 ~' DS-8
= DS-4 DS-9 .
FRS o DS~6.5
g 30
=

- DS~10.4

9 11 13 15 17

Migration time [min]

Electrolyte: Benzoic acid — TRIS, indirect UV detection

octakis-2,3-di-0O-methyl-6carboxymethyl-y-CD (ODMCM)

DS=7

mV

DS=5 £
ODMCM
DS=8

ODMCM
Purity: 95.5 Area %

w  tfmin

Benkovics et al., JOCA Volume 1467, 7 October 2016, Pages 445-453

t/min o

DEXOLVE™



CYCLO

Single izomer CD-k elvalaszté képessége 8(;

HDMCM

B b l, | tapentadol
laMcD | il fe e
_\__ j "

(]

oodans
i et

[
¢ . ¥
N
S
bt i
chlopheniramine tadala
M €D | 75mM CD

bl ; ketoconazole
. R e e : | mMCD
1! v i a
10mM CD —_ [ . N ]
— - 10 mM CD A N P
— maw " o
—— | “J &
i | e L I %S e |
t/min t/min |
| dapoxetine propranclol -
9 TR dapoxetine] B 1 1 25mMCD 7.0
| e Lo ! didemethyl- 7.5 mM CD
| ‘ " dapoxeine
pH2S
%_ SmM €D Q/I\/\“ T :
i — ~ | B 25uMED
’;R:L. R S j " R mephedrone AL L
e —_— .
P\ i flephedrone ' i
. rone N ]
70 s I ; MF: Ly o - atropine
seMCD J . —_— AT * or~buthylone - 25 mMCD
s N Lmaicp
8 L] 10 1 2 13 ; 0 2 u 8 3 i T [ o v & 5 r3 NEE =
t/min timin
per-6-SBEBCD
A) B)- ;
2
) e f) = A
) % , ;
R ‘ S [
l 2 i
I 1 I
| _ I
i L
. R gl JUN
6 e Hy e ) et
| 1 i .
& " / 11mM RR SS
[ IL)I 1 smv 5 ni S
il A ] ; {
: | ™
: J,__,_lgm_wt_ omm L AN DEXOLVE




CYCI:O
Tavlati tervek Cb

v" Ujonnan elallitott CD szarmazékok kiralis felismerd képességének vizsgalata
v' Novényi extraktumok stabilitasi allanddinak meghatarozasa
v' CE-MS kapcsolas megvalodsitasa

0
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PIONEERS IN B -l
CYCLODEXTRIN-BASED

INNOVATION

KOszonom

d
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