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pH-metrias titralas a fizikai-kémia alapua gyogyszerkémia
szolgalataban: ciklodextrin-gyogyszermolekula komplexképzés
vizsgalata (gyors) UV-pH titralassal
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1. Bevezetés

A Richter Gedeon Nyrt. kutatdsi menedzsmentje még a
2000-es évek kozepén hatarozta el, hogy sajat kutatdsi
szervezetén belil kialakit egy olyan onallé 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 megbizasok révén mért adatként eldallo fizikai-
kémiai paraméterek meghatérozasara alkalmas modszerek
kialakitasa, beallitasa, ,Richter-komfortta” tétele volt.
Ennek megfeleléen 1-2 év alatt bedllitisra keriiltek a
vegyliletek proton-disszocidciés allandojanak (pK) és
lipofilitasanak (logP/Dp”) meghatdrozasara  szolgalod
potenciometrikus és UV-pH titralasi modszerek, a kinetikai
¢és termodinamikai oldhatésag, tovabba a kémiai stabilitas
(DMSO oldatban ¢s fiziologidsan relevans vizes alapu
pufferekben)  meghatarozasara  alkalmas, elsdsorban
96-lyuku mérdtalcan/sziirotalcan alapulé mérési moédszerek,
illetve a hatéanyagok permeabilitasat jellemzé két, vagy
szendvics elrendezésii mérétalcas 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 allé mintamennyiség, ami jellemzden
diverz szerkezeti korb6l keriil ki, illetve tovabbi kihivas
a mintdk nagy szama és a sziik iddintervallumhoz kotott
informacidigény voltak. Tekintettel a fentickben emlitett
széleskor fizikai-kémiai vizsgalatokra, illetve a jelen irdsos
mii terjedelmi korlatjara a tovabbiakban a leginkabb a
gyogyszerkémiai kutatasok 1éptékéhez igazitott, fokozottan
annak igényét kielégité, fizikai-kémiai paraméterek
meghatarozasban is altalanosan haszndlhaté modszerre
a potenciometrikus, illetve kilonbozé spektroszkopia,
jellemzéen spektrofotometrian alapulé UV-pH-metrias
titrdlasi modszerre fokuszalunk. Hasonld médon az ezen
a piacon egyeduralkodo néhany cég is a pH-metrias
technikakon alapul¢ késziilékeiken hajtott végre jelentésebb
fejlesztéseket. A fejlesztés legfontosabb iranyai (i) a pH-
metrias titralasi technika alkalmazasanak Kiterjesztése a
klasszikus pK és logP/D meghatdrozas mellett az oldhatosag
vizsgalatra, (i) a mérés anyagigényének gyakorlatilag
egy nagysagrenddel torténd csokkentése, (iii) a mérés
ciklusidejének leroviditése és igy ateresztoképességének
novelése (1. abra).

A kovetkezOkben ez utobbi két fejlesztési irany eldnyeire,
illetve az ezek altal biztositott lehetoségekre térink ki
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részletesebben. A jellemzé paraméterek valtozasat a
Sirius Analytical Inc. cég 2000-es években forgalmazott
GlpKa, illetve a par éve a piacon megjelent SiriusT3™
berendezésén mutatjuk be. Az 1. dbra alapjan jol
lathat6, hogy a mintaigény csokkenését a klasszikus pH-
metrids (potenciometrikus), illetve csak a pK  mérésnél
alkalmazhato UV-pH-metrias titrdldsoknal is a titralasi
térfogat egy nagysagrenddel torténd csokkentésével
(6-20 ml — 0,8-3,5 ml) sikerult megoldani. A masik
fejlesztési irany a mérés ciklusidejének csokkentése, amit
a mintamozgatas robotizaldsaval, illetve a reagenseket
adagold automatikus birettdk parhuzamos miikodésének
biztositasaval oldottak meg, mintanként 20-30 perces mérési
idét eredményezve. Ezen felul a klasszikus egyensulyi,
illetve termodinamikai oldhatosag mérés 24-48 oras
idoigény¢ehez képest jelentds valtozast jelentett a kifejlesztett
potenciometrikus oldhatdsag-mérési modszer, melynek
mérési ideje 60 perc/mérésre rovidiilt. A masik jelentésebb
elorelépést a ciklusidd lergviditésében egy uj, un. gyors
UV-pH-metrias titralasi modszer bevezetésével sikeriilt
a fejlesztoknek elérni (1. abra). A szamottevé ciklusidd
rovidalést (20 perc/ 3 parhuzamos méres) két, a vizsgalati
modszert érintd valtoztatassal sikerilt elérni. A klasszikus
két kuvettds modszer helyett, az azonos oldoszer hatterd
(azonos koncentracioban adagolt, azonos koszolvenssel
készitett torzsoldatbol kiindulo) mintdk esetében csak
egy referencia kiivettat alkalmaznak, ily médon a hattér
UV-vis-pH spektrumok felvétele még nagyszamu minta
esetében (akar 50 db minta) is csak egyszer sziikséges. A
masik ciklusidé roviditését eredményezé valtoztatds a
gyors pH egyensuly beallasat, illetve a teljes titralasi pH-
tartomany pufferalasat biztosito puffer oldat kifejlesztése,
ami egyiittesen biztositja, hogy a teljes pH-tartomanyban a
titralasi id6 mintegy 6-7 percre rovidult.

Fentieknek megfeleléen a kovetkezkben ez utobbi gyors
UV-pH-metrias titralassal végzett kisérletes munkéankat
szeretnénk bemutatni, amely sordn a gyogyszermolekuldk
¢és egyes ciklodextrinek kozott kialakuld kolesonhatasokat
vizsgaltuk a hatoanyagok proton-disszociacios
képességének, ionizdcios allandojanak (pKa), illetve
multiprotikus ~ vegytilet esetében az adott szerkezeti
egységre vonatkozoan szeparaltan az egyes pKa értékeinek
megvaltozasan keresztiil.

A szervezetbe keriil6, a gasztrointesztinlis (GI)-rendszeren
végighalado, per os adagolast gydgyszerek biohasznosulasat
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Meéret cskkentés!

GlpKa Sirius T3™
Titrdld fiveg: Titrald iiveg:
(25 ml) (4 ml)
Titralasi térfogat: Titralasi térfogat:
6ml -20ml 0.8 ml -3.5ml

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 pul 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 megjeldlt mintaigények 3 parhuzamos mérés mellett értendok

1. Abra. A pH-metrias titral6 berendezés fejlesztése.

nagyban  befolydsolja  felszivodasi  hajlamuk, ami
fizikai-kémiai értelemben elsésorban  oldhatosaguktol
¢és permeabilitasuktol fiigg. Ennek megfeleléen mar a
gyogyszerkutatas korai fazisaban fontos informéciot
nyerniink a gyogyszer-jelolt molekulak ezen paramétereirdl.
A gyoégyszermolekuldkat az oldhatosdguk és permeabilitdsuk
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), Ggy, mint a gyomor uriilése, az
oldhatosag, a permeabilitas, vagy ezek kombinécioja (BCS
IV. osztaly).? Ciklodextrinek (CD-ek) alkalmazasa foként
a gyogyszermolekulak oldhatésaganak novelésére iranyul,
igy elsé megkozelitésben alkalmazasukkal a II., illetve a IV.
BCS osztalyokba sorolhaté anyagok biohasznosuldsanak
novelésére lathatunk esélyt.

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

Paraméterek 1. osztaly 1I. osztaly III. osztaly IV. osztaly
Vizes oldhatosag Fokozott Rossz Fokozott Rossz
Permeabilitis Magas Magas Alacsony Alacsony

In vitro/ in vivo korrelicié Lehet jo Rossz Rossz
:e:lls;z::;:’ﬁ sebességet Gyomor urillése  Oldhatosag Permeabilitas gﬁiﬁ?ﬁs
CD-ck alkalmazdsinak Batdsa ¢ o onbei  Novelheti Csokkentheti  Novelheti

a biohasznosuldsra

Megfigyelhetd, hogy az egyes osztalyok esetén a
felszivodasi sebességet mas-mas paraméterek fogjak
limitalni (1. tablazat), ugy, mint a gyomor irilése, az
oldhatosag, a permeabilitas, vagy ezek kombinacioja (BCS
IV. osztaly).? Ciklodextrinek (CD-ek) alkalmazasa foként
a gyogyszermolekuldk oldhatosaganak novelésére iranyul,
igy els6 megkozelitésben alkalmazasukkal a IT., illetve a TV.
BCS osztalyokba sorolhaté anyagok biohasznosuldsanak
novelésére lathatunk esélyt.

2. Ciklodextrinek

A CD-ek a-p-glitkopiranoz egységek 1-4 kapcsolodasaval
kialakuld ciklikus oligoszacharidok, amelyeket keményit6bol

enzimes atalakitassal nyernek.> A gyiirik tagszama 6, 7, 8,
9 lehet, a novekvo tagszam szerint elnevezésiik o-, 8-, y-,
illetve 8-CD-ek.

A csonkakup alaku molekuldkban a henger peremén
taldlhatoak a glikoz egységek hidroxilcsoportjai, az
ireg 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, bels6 turegiikben pedig kilonbozd
apolaris  csoportot tartalmazd molekulakkal, —mint
vendégmolekuldkkal képesek reverzibilis, nem kovalens
zarvany-komplexek létrehozasara.
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Az treg mérete a gy(riitagszammal valtozik, igy eltérd
méretli molekulakat, molekularészeket képesek az egyes
CD-ek  komplexdlni. A hidroxilcsoportok  kiillonbozd
modositasaval tovabb novelhetd a CD-ek vizes oldhatdsaga,
igy szarmazékaikat is elOszeretettel alkalmazzak a
gyogyszeriparban.®

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

alkalmazasaval %% A 2. tablazatban néhany olyan példa
lathat6, ahol a CD-ek hatésara bekovetkezd biohasznosulas
novekedést, a relativ biohasznosuldst (F ) vizsgaltak,
melyeket a CD-t tartalmazo ¢s a CD-t nem tartalmazo
készitmények esetén mért plazma koncentracié idébeli
fliggését leiro gorbe alatti teriiletek (AUC) hanyadosabol
kapunk.? Lathato, hogy ciklodextrinek alkalmazasaval
néhanyszorostol akar tobb tizszeresre is sikeriilt novelni a
hatoanyag biohasznosuldsat.

2. Tablazat Példak a biohasznosulas névelésére CD-ek alkal asaval !
Hatéanyag CD* Formulalas Vizsgilt faj F,
Albendazol HPBCD Per os oldat Barany. egér =25
Karbamazepin DIMEBCD Per os "’:;’l;'lg“‘ VAEY Nyl kutya, patkdny <56
Con RSO fomsmsen g
Digoxin GCD Tabletta Kutya 54
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 <36

SBEBCD, HPBCD

* BCD: B-ciklodextrin, GCD: y-ciklodextrin, HPBCD: 2-hidroxipropil-B-ciklodextrin, DIMEBCD: dimetil-B-ciklodextrin, SBEBCD: szulfobutil-éter-8-

ciklodextrin
3. A komplexképzés vizsgalatinak médszerei

A CD-ek gyogyszerek felszivodasara, biohasznosulasara
gyakorolt hatdsanak azonositasahoz, a CD hatdanyaggal
torténd komplexképzésének vizsgalatara van sziikség. A
komplexképzés vizsgalatira alkalmas modszereket két fo
csoportba sorolhatjuk. Az els§ a szabad és a komplexalt
hatéanyagforma elvalasztasan alapuld technikak. Ide
tartoznak a kilonboz6 kromatografias, az affinitas kapillaris
elektroforézis, a dializis, és tomegspektrometrids modszerek.
A masik csoportba azok a vizsgalatok sorolhatok, melyek
a gyogyszervegyiilet, vagy a CD valamilyen fizikai-kémiai
sajatsdganak megvaltozasan alapulnak. Ilyen modszerek
a  fazis-oldhatosagon, UV-vis spektrofotometrian,
potenciometrian, NMR-en, konduktometrian, valamint
hidrolizis kinetikdn alapulé modszerek.”® Az itt felsorolt
technikak koziill munkank soran az UV-vis spektroszkopia és
potenciometria 6sszekapcsolasarévén el6allo UV-pH titralast
alkalmaztuk (2. 4dbra). Célunk egy gyors, sziirés léptékii,
a vizsgalt hatdanyag proton-disszociacids sajatsaganak,
pK, értékének megvaltozasan alapuld mérési modszer
kialakitasa volt, mely segitségével konnyen el6rejelezhetd,
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-fuggést

mutat, a mért spektrumokbol a két szélsd (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
moédon, hogy a koncentraciok hanyadosanak helyére
a mért spektrofotometrias adatokbodl, az abszorbancia-
valtozasokbdl szarmaztathaté mennyiségeket irunk, ily
modon a Henderson-Hasselbalch egyenlettel analog
osszefuiggés irhato fel, mely egy monoprotikus sav esetében
a kovetkez6."

PK, = PHAOZ((A - Ao Aenei = At ) 2

Az egyenlet bazisok és bizonyos megkotések mellett
multiprotikus  vegyiiletek esetében is analog modon
alkalmazhato. Az egyenlet felhasznalasaval, tobb
modszerrel is, mar akar egy darab atmeneti pH értékbol,
¢és a harom sziikséges abszorbancia-¢értékbol szamolhato a
pK . de napjainkban a mérés automatizaldsa kovetkeztében,
kifejezetten erre a célrairt programok is Iéteznek, melyek tobb
atmeneti pH-hoz és valaszthato hullimhossz intervallumhoz
tartozo abszorbancia-értékek sokasdaganak — méatrixabol
képesek meglehetésen nagy pontossaggal megadni az adott
vegyllet pK, értékét (pl.: RefinementPro, SiriusT3 Refine).

A modszerrel kilonbozé CD-koncentraciok mellett mérve
a proton-disszocidcios dllandét (pK -t), szamolhatok a
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komplexalédas hatasara megvaltozo, latszolagos ionizacios
allandok, K, értekek is.

Azokban az esetekben, ahol CD hozzdadasara azt
tapasztaljuk, hogy a PK, .., értéek szignifikansan eltér a
vegyllet sajit pK, érteketdl! stabil CD-gyégyszermolekula
komplex kialakuldsa feltételezhetd az oldatban. A két
ionizéacios allandd kilonbségének (pKu-pK“’W) nagysaga
a kialakuld komplex stabilitdsara utal, amit kilonbozo
CD-koncentracié mellett mérve, majd a kapott adatokat

Optikai kabel az
UV-detektor felé

Kapillarisok reagensek
adagolasiahoz

a Benesi-Hildebrand-egyenlet szerint transzformalva a
komplexstabilitasi allandok nagysaga megadhato mind a
proton-disszocidlt ¢és a disszocialatlan molekulaformara
(Kllz’ Kllb): "

1) [CDD +

Ka/(Ka.app-Ka) =(1/ (K, - K,
/(Kub_Kuﬂ))’ (3)

(K,

1la

ahol az Asztemizol piperidin szerkezeti részének bézikus
nitrogénjére vonatkozo proton-disszociaciot figyelembe
veéve (pK ), a neutrdlis molekulaforméhoz tartozo stabilitasi
allando (3. abra):

| I uveg kiivetta
(max. 4 ml)
motoros -
kever§ ——p| 4 iivegelektrod
@=3 mm
héméré
Abszorbancia pH-fiigg6 abszorbancia-valtozas Asztemizol esetében
> | on
0,10
0,08
0,06
0,04
0,02
0,00

2. Abra. Az UV-pH titralas vazlata.

K, .= y-tengelymetszet / meredekség, “)

az egyszeresen protondlt molekulaformahoz tartozo

stabilitasi allando pedig:
K, =(1 + y-tengelymetszet) / meredekség  (5)

4. Hasznalt médszerek, mintaelékészités

A méréseink soran az UV-pH titralasokhoz a Sirius Analytical
cég SiriusT3™ késziilékét hasznaltuk. A készilék gyors
mérési modjaban (Fast UV-pH) a vizes kozegben mérhetd
PK, értékek meghatdrozasara a vizsgalt anyagok 5 ul 10
erdsségl vizben titralva (kezdeti térfogat: 1,2 ml, 1=0,15
M KCl) anyagonként kb. 10-20 perc alatt végezhetiink
3 parhuzamos mérést, igy a modszer gazdasagosan

alkalmazhat6 nagyobb szami mérend anyag esetében is (3.
tablazat).

K/ Ky, app- Ky )
1,4
12 ..
e
08 e
06 et o
Neutralis forma: K, = 1482 M?
04 L °
0,2 L
0,0
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
e

lonos forma: Ky, 0 M?

3. Abra. Asztemizol-HPBCD komplex stabilitasi egyiitthatoinak
szamitasa a Benesi-Hildebrand egyenletbdl.
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3. Tablazat. A pK_ valtozast vizsgalé mérési modszerek dsszehasonlitisa

potenciometrikus titralis

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

0.8-1,5 mg szilard minta
0,8-1,5 ml kezdeti titralasi
térfogathoz
300 pl 20 mg/ml
koncentracioju CD-oldat

sziikséges anyag mennyiség

sziikséges CD mennyiség

5 ul 10 mM-os torzsoldat
0,8-1,5 ml kezdeti titralasi
térfogathoz
300 pl 20 mg/ml
koncentracioju CD-oldat

5 ul 10 mM-os torzsoldat
0,8-1,5 ml kezdeti titralasi
térfogathoz
300 pl 20 mg/ml
koncentracioju CD-oldat

A CD-ek jelenlétében végzett méréseknél az 1,2 ml kezdeti
titralasi térfogat 300 pl-ét 20 mg/ml HPBCD-es oldattal
helyettesitettik, mivel elozetes probak alapjan ekkora
CD koncentracié mellett mér szignifikans pK, véltozast
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 jelentds pK, véltozés tapasztalhato, amit a HPBCD-
el képzett komplex kialakuldsdval azonositottunk, igy
elkulonitheték azok a vegyiiletek, 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, értékeket
eltérd mértékben valtoztatta meg a CD jelenléte, ez alapjan
arra is lehet kovetkeztetni, hogy a CD-el kialakulé komplex a
vendégmolekula mely szerkezeti részét érinti. Ez azt jelenti,
hogy amelyik ionizdlhato molekularésznél nagyobb pK -
valtozast tapasztalunk, ott valdszintisithetd, hogy az adott
szerkezeti elem a CD belsé tregébe, illetve annak kozelébe

N
PKa1=5,81

/I L Kyza= 1482 M1

et ar X3

N

PKa appa= 5,76

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

A 4. tablazatban lathaté eredmények alapjan az is
megfigyelhet6, hogy a vegyiletek 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 hatassal,
visszaszoritja, igy annak savas/bazikus jellege is csokken.
A trendtdl eltérd esetekben feltételezhetd, hogy a HPBCD
komplexképzd hatasan kivil mas ok, pl. sztérikus gatlas
is fellép a disszocidbilis protont tartalmazé csoporttal, igy

1

Ky app2= 8,08

kerilt, igy a proton-disszociacido visszaszoruldsat, az
egyenstlynak a neutralis forma iranyéba torténd eltolodasat
okozza, a CD nélkiili, szabad gyogyszermolekula proton-
disszocidcids egyenstlyahoz képest. A kisebb méretékii
valtozas esetén pedig feltételezhetjiik, hogy a molekula
ionizalhat6 szerkezeti eleme a CD gyiiriin kiviil helyezkedik
el, vagy a vegyiilet nem komplexalddott, igy kevésbé van
kitéve a komplexalodasbél adddo, a proton-disszociaciot
befolyasolé hatasnak. Erre jo példa az Asztemizol-HPBCD
komplexe is, melynek négy-egyensulyat a 4. abra mutatja,
az ionos, illetve neutrdlis formakhoz tartozd proton-
disszocidcios allandok, valamint komplexstabilitasi allandok
feltiintetésével.

Tekintettel arra, hogy az alkalmazott UV-pH titrdlas pK,
értékre vonatkoztatott atlagos hibaja 0,01-0,02 nagysagu, az
eredmények kiértekeléskor a 0,1-nél nagyobb pK, véltozéast
mutaté anyagokat itéltik a HPBCD-el ténylegesen zarvany-
komplexet képzonek, hiszen igy a titrator varhatd mérési
hibajanal ezazeltérés marszignifikansan, egy nagysagrenddel
nagyobb. Néhany esetben oldhatdsagi problémak miatt (vizes
kozegben) csak a két kiivettas méréssel volt meghatarozhatd
a valodi pK, igy a kiértekelésnél az ezzel a modszerrel
kapott értékeket hasznaltuk (Asztemizol, Flufenaminsav,
Glibenklamid).
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ennek hatasa jelenik meg az eredményben (pl. Nimeszulid).
Az irodalom is megemlit néhany hasonld esetet.'>

6. Osszefoglalis

Munkank soran egy UV-pH titralason alapulo, a
gyogyszermolekuldk és killonbozé CD szarmazékok kozotti
komplexképzés vizsgalatara alkalmas sziirési modszert
alakitottunk ki. A modszer gyoégyszeripari relevancidja,
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4. Tablazat. CD hatasara bekovetkez0 pK, valtozasok

Magyar Kémiai Folyéirat - Kozlemények

vizes 300ul
kSO HPBCD SD  Apk,
y oK.,
Savas karakterii hatéanyagok

Glibenklamid 538 002 533 002 -005
Flufenaminsav 393 0.02 4.10 0.00 0.17
]:Iif:'"ﬁ"’emm' 1031 004 1057 002 026
:Ii:::lsm"’eszm" 957 0,02 978 002 021
Diflunizal pK_, 258 001 317 001 059
Osztradiol 1033 002 1032 002  -0,01
Ketoprofen 400 000 431 002 031
Fenilbutazon 433 000 448 001 015
Diklofeniik Na 397 000 417 002 020
Nimeszulid 649 001 614 003 -035()

Amfoter hatéanyagok
Piroxikim pK,, 531 001 533 000 002
Diflunizal pK_, 1285 014 1296 003 0.l
Szalbutamol pK,, 1015 0,02 1024 006  0.09
Nitrazepam pK_, 1051 001 1043 002  -0,08
ls);(‘:fa‘ﬁmi‘"“ 751 001 758 000 007
i}‘:'f“‘““‘idi“ 231 002 228 002 -003
Nitrazepim pK, 294 002 28 003  -011
Szalbutamol pK,, 9,08 0,01 914 001 006
Piroxikim pK,, 188 0.02 193 004 005

Bzikus karakterii hatéanyagok
Klozapin pK_, 766 002 768 002 002
Nifedipin 233 005 236 007 003
Asztemizol pK__, 581 001 576 004 =005
Papaverin 6,47 0,02 6,47 0,01 0,00
Ketokonazol pK,, 618 008 605 005  -0.13
Diazepim 341 002 326 003 -015
Ketokonazol pK,, 328 002 315 003  -0.13
Kodein 824 003 823 002  -001
Benzokain 254 002 213 005 -04l
Asztemizol pK , 853 006 808 008  -045
Klozapin pK_, 399 002 345 007 054
Loratadin 526 002 414 002 -LI2
Dipiridamol 620 002 613 003 -007
122.

hogy eldsegitheti a megfelelé 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 elényeként kiemelnénk, hogy nagy
érzékenységgel, minimalis anyagmennyiségbol, nagy
ateresztOképességgel képes adatokat szolgaltatni, illetve
multiprotikus  vegyiletek esetében arrol is informaciot
nyujthat, hogy a komplexképzés a molekula melyik
szerkezeti részét ¢érintette. Természetesen a kialakulo
komplex egzakt szerkezetének megallapitasara a sziikséges
a nagymiiszeres technikak (pl. NMR) alkalmazasa, ¢s habar
ezek a modszerek szolgaltatjak a legpontosabb informaciot,
szamos hatrannyal rendelkeznek a sziirési modszerrel
szemben (az NMR-pH-titrdlas kivitelezése nehézkes,
jelentdsen nagyobb mintamennyiséget, és iddt 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 thermodynamic 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 II 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 (pK, 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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