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Ciklodextrinek korszerii analitikaja: ciklodextrinre szabott
kromatografias alléfazisok fejlesztése

SZEMAN Julianna,” CSABAI Katalin és SOHAJDA Tamas
CycloLab Ciklodextrin Kutato-Fejleszté Laboratorium Kfi, lllatos it 7, 1097 Budapest, Magyarorszdg

1. Bevezetés

A ciklodextrinek (CD-k), foleg a ciklodextrin-szarmazékok
analitikdja sok szempontbdl kilonbozik a gyogyszer-
molekuldk vagy az egyéb szénhidratok vizsgalatatol. Az
alap ciklodextrinek (-, B- és y-CD) viszonylag egyszeriien
vizsgalhatok folyadékkromatografidval, de CD-szarmazékok
analizise mar bonyolultabb feladat.

Az alap CD-k, foleg a B-CD vizoldhatosaga alacsony,
kémiai modositasaval, pl. hidroxipropil-, szulfobutil-
vagy metil-csoportok beépitésével viszont az oldhatdsag
jelentésen novelhetd. A legelterjedtebb hidroxipropil- és
szulfobutil-szarmazékokat ~ elsésorban  gyogyszeripari
formulazasra, a hatéanyag oldhatosaganak és stabilitasanak
novelésére, bioldgiai hasznosulds javitasara hasznaljak.
A CD-szarmazékok egyéb ipari és analitikai felhasznalasa
is jelent6s, példaul kirdlis adalékként enantiomerek
elvalasztasara is alkalmasak.

A CD-szarmazékok a gyartasi eljarastol fiiggden igen
kilonbozd atlagos szubsztiticios fokuak és komponens-
eloszlasuak lehetnek, hiszen a P-ciklodextrin gyirG 21
hidroxil-csoportja cserélheté ki a kivant-oldallancra. Az
1. ébra egy egykomponensii, un. “single isomer” CD-
szarmazék, a  heptakis(2,6-di-O-metil)-B-ciklodextrin
(DIMEB) szerkezeti képletét mutatja, ahol minden egyes
gliikopirandz egység a 2-es és 6-os helyzetben metilezett,
mig a 3-as helyzetben érintetlen.
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1. Abra A DIMEB szerkezeti képlete.

A véletlenszerien szubsztitudlt CD-szarmazékok szamos
komponenst tartalmaznak, melyek a szubsztituensek
szamaban ¢és helyében kiilonboznek. Az  elméletileg
lehetséges OsszetevOk szama igen nagy (2°!), ezért
valamennyi komponens elvalasztasa még a legkorszeriibb
analitikai modszerekkel sem valodsithato meg, ¢és altalaban
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nem is cél. Ennek ellenére elengedhetetlenil fontos a
termékek komponens-eloszlasanak jellemzése, a “batch to
batch” reprodukélhatosag ellendrzése. A véletlenszerien
szubsztitualt CD-szdrmazékok széleskorlien hasznalt,
gyogyszerkonyvbenisjegyzettképviseldia(2-hidroxipropil -
B-CD (HPBCD) és a szulfobutiléter-B-CD (SBECD).

A CD-szarmazekok jellemzésére a szubsztitucios fokot €s
egyes esetekben a szubsztitiicios mintazatot szokas hasznalni.
A szubsztitucidés fok, (angol neve Average Degree of
Substitution, DS), megadja a szubsztituensek atlagos szamat
egy ciklodextrin gy(riin, melyet altaldban NMR-rel lehet
meghatarozni. Haszndljak még pl. a gyogyszerkonyvben,
a molaris szubsztitticios fokot is (Molar Substitution, MS),
amely a szubsztituensek atlagos szama a CD gytlrl egy
glikoz egységén.

A szubsztitucios mintazat a szubsztituensek elhelyezkedésére
utal a CD gytrtin, melyrol elvalasztastechnikai modszerekkel
kaphatunk informaciot.

A ciklodextrinek  ¢és  szarmazékaik ~ mennyiségi
meghatdrozasara  eleinte  nem  elvalasztastechnikai
modszereket, hanem pl. spektrofotometriat,

spektrofluorimetriat hasznaltak. Ezek a modszerek a
ciklodextrinek komplexképzd képességén alapulnak. Tlyen
pl. a fenolftalein vagy a metilnarancs szinvéltozasanak
kovetése,? a naftol fluoreszcencigjanak erdsodése’ a
ciklodextrin  koncentracio fuiggvényében. Ezekkel a
modszerekkel nem kapunk elég ismeretet a véletlenszeriien
helyettesitett CD-szarmazék komponens-6sszetételérol.

Az elvalasztastechnikai moédszerek (HPLC, CE, TLC,
GC) viszont haszndlhatok a minta komponenseloszlasanak
jellemzésére,  tovabba  biologiai  mintdkban  ¢és
készitményekben mennyiségi meghatarozasra is. A
vékonyréteg-kromatografia (TLC) bevélt azonositdsra
(gyors, olcso egyszeri) és reakciok kovetésére. Az ionos
szarmazékok jellemzésére jol alkalmazhato a kapillaris
elektroforézis (CE), bar a CD-szarmazékoknak altalaban
nincs UV elnyelése, ezért megfelelé futtatd pufferek
hasznalata sziikséges, melyek segitségével a komplexképzeés
eredményeként 1étrejové UV jel csokkenése mérhetd
(indirekt detektalas).

HPLC-vel mind az ionos és a nem ionos jellegii CD-
szarmazékok is jol vizsgilhatok. Az UV elnyelés hianya
miatt eleinte torésmutatd (RI) detektort hasznaltak, amely
az alap CD-k esetében ma is megfeleld valasztas. A
véletlenszertien helyettesitett CD-szarmazékok esetében
a komponensek tulajdonsdgai viszont jelentésen eltérnek,
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a DS wvaltozhat, pl. 1-10 kozott. Konnyen belathato,
hogy azonos olddszertartalommal — izokratikusan — ezen
vegyiiletek tobbsége nem vizsgalhatd megfelelden, az RI
detektor viszont nem hasznilhato gradiens elucidval. A
fényszorodasos detektor (Evaporative Light Scattering
detector, ELSD) elterjedésével a CD-szarmazékok
vizsgalata jelentds fejlddésnek indult, mivel ez a detektor
gradiens elucio esetén is alkalmazhato. Hatranya, hogy a
koncentracio — csucstertilet 9sszefliggés nem linearis, ezért a
mennyiségi kiértékelés nem mindig egyszerti, mindenképpen
mennyiségi referencia anyagot igényel. Hasznalhato még
korona kisiiléses (CAD), vezetoképességi, amperometrids s
tomegspektometrids detektor is, utobbinak a komponensek
azonositdsanal van nagy jelentdsége. Indirekt UV illetve
fluorimetrias detektalds is alkalmazhato a CE-hez hasonléan
megfeleld segédvegyiiletek alkalmazasaval.**

Az allofazis kivalasztasakor mérlegelni kell a vizsgalat
céljat, vagyis azt, hogy a komponenseloszlas jellemzésére
vagy mennyiségi meghatdrozasra torekszink-e. A CD-
szarmazékok vizsgdlatara a szubsztituensek mindségétol
és az analizis céljatol fuggden foként forditott fazisu
mérdmodszerek hasznalatosak. A forditott fazisi médszerek
esetében az apolaris kolcsonhatasok mellett altalaban a
zarvanykomplex-képzés is jelentds szerepet jatszik az
elvélasztasban.

Szamos CD-szarmazék vizsgalatara kielégitd elvalasztast
adnak a kereskedelmi forgalomban kaphato C18,
C8 ¢és fenil-csoporttal — szarmazékolt oszlopok.®” A
sokkomponensii,  véletlenszerien  szubsztitudlt  CD-
szarmazékok komponenseloszlasat ujjlenyomat
kromatogramokkal jellemezziik. Hasonld kromatogréfias
modszerek hasznalhatok az egykomponensii szarmazékok
esetén is a fokomponens melletti szennyezé komponensek
meghatarozasara.

Az alap szilikagélre amino-, diol- vagy mas alkalmas
csoportot kotve ¢€s nagy acetonitril-tartalmi mozgofazist
alkalmazva, jabb, mas szelektivitisu elvalasztasi
modszereket is lehet haszndlni a CD-k kromatografias
vizsgalatara (HILIC modszer).®1

A vizsgalando mintak CD-szarmazék-tartalmat
meéretkizarasos kromatografiaval hatarozzuk meg, mivel itt
egy alkalmas oszlopon - a célnak megfelelden - a mérendd
CD-szarmazék komponensei egyetlen csucsként jelennek
meg, ami lehet6vé teszi a mennyiségi értékelést.!

Az ionos CD-szarmazékok elvalasztasa egy ujabb kihivast
jelentett az analitikusok szdmara. A sokkomponensii
SBECD jellemzésére forditott fazisu ion-par kromatografiat
illetve anioncserés kromatografiat alkalmaztak sikeresen.'>!?
A célnak megfelelé HPLC oszlop kivalasztasa a
kereskedelemben kaphaté oszlopok nagy valasztéka
miatt azonban nem egyszert, illetve bizonyos feladatokra
nehéz a megfeleld allofazist megtalalni, ezért szitkségessé
valt kilonleges allofazisok fejlesztése a ciklodextrinek
vizsgalatara. Ezamunka2004-benkezd6dott megaCycloLab
¢és a BST/ChiroQuest Kft. szoros egyiittmiksdésével.

2. Ciklodextrinre szabott kromatografias alléfazisok
fejlesztése

2.1. CD-Screen® kromatografias allofazis

Szamitogépes modellezést is felhasznélva olyan allofazisokat
terveztiink, melyeknél a f6 kolcsonhatas a szilikagélre felvitt
funkcids csoport és a CD kozotti zarvanykomplex-képzés
volt. A szelektivitast novel6 masodlagos kolesonhatasokat
a funkciés csoport szilikagélhez vald kotésére hasznalt
9sszekotd csoport biztositotta. Szamos potencidlis jelolt
kozil a karbamid-csoporton keresztiilkotott 4-nitrofenil-
csoporttal késziilt allofazis adta a legjobb eredményeket. A
nitro-csoport elektron-szivo hatdsa miatt erds komplexképzés
jott létre, mig a karbamid-csoport hidrogén donor/akceptor
funkcioja a kapott allofazis szelektivitasat novelte.'* Az igy
késziilt oszlopon nem csak a CD szarmazékokrol kaptunk
jellemzd kromatogramokat, hanema bomlasukkor keletkezett
linearis maltooligomerek csoportja is jol elvalaszthato
volt a fékomponensektél (2. abra). Témegspektrometrids
detektalassal a bomlastermékeket sikerilt azonositani
(3. abra).
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2. Abra. Véletlenszertien metilezett B-CD (RAMEB) jellemzése és
bomlastermékeinek elvalasztasa CD-Screen oszlopon (Eluens: viz —
acetonitril gradiens elucio, ELS detektalas).

A felhaszndlt alap szilikagél kivalasztasa ¢és az
optimalis boritottsag vizsgalata utin ez az allofazis
keriilt kereskedelmi forgalomba ¢és kapta a CD-
Screen” markanevet. A CD-Screen” oszlop sikeres
terméknek  bizonyult, az eurépai  gyoégyszerkonyv
Hydroxypropylbetadex (HPBCD) monografidban (szama
1804) 2012-t6l a CD-Screen oszlop hasznalatan alapulo,
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3. Abra. ARAMEB és bomlastermékeinek azonositasa HPLC-MS
méréssel.
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a CycloLab-ban kidolgozott moédszert irja eld a maradék
B-CD ¢és egyéb CD-tdl fiiggd szennyezések vizsgalatara
(4. abra).”
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4. Abra. HPBCD kromatogramja az eurépai gy 6gyszer-konyvben leirt
modszerrel vizsgalva.

A CD-Screen” oszlopon ionos vegyiileteket is sikerrel
vizsgaltunk (5. és 6. abra).

5. Abra. Karboximetilezett 6G-monodeoxi, 6-monoamino-B-CD sarzsok
Ssszehasonlito vizsgalata CD-Screen® oszlopon.

A CD-Screen® oszlopon megfelel6 olddszer-gradiens
programot hasznalva a sokkomponensii CD-szarmazékok
mennyiségi meghatdrozasa is megoldhato un. one-
peak” modszerrel. Klinikai  vizsgalatok folytak a
HPBCD  hatdsossaganak bizonyitasara Niemann-Pick
betegségben szenvedd gyermekek kezelésében, melynek
soran sziikségessé¢ valt a HPBCD mérése a gerincveldi
folyadékban (liquor). Kidolgoztunk egy olyan modszert,
amellyel a HPBCD mennyiségét meg tudtuk hatarozni
igen alacsony koncentracid-szinteken ezekben a bioldgiai
mintakban'® (7. abra). Az ELS detektor alkalmazasa miatt
azonban fontos megjegyezni, hogy csak abban az esetben
kapunk pontos eredményt, ha a kalibraciohoz ugyanazt a
HPBCD-t hasznaljuk, amivel a kezelés tortént.
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8 komp

vizsgalata CD-

— Minta

HPBCD

i Kontrol liquor

7. Abra, HPBCD meghatarozasa gerincvel6i folyadékban _one-peak™
modszer hasznalataval.

A gradiens valtoztatasaval bizonyitottuk, hogy a detektalt
anyag ugyanolyan komponenseloszlasu, mint amit a
kezeléshez hasznaltak (8. abra).

Minta
AMu
/M“/ .,
-
S N N
! |

Kezeléskor hasznalt HPBCD

8. Abra. HPBCD kompc loszlasanak o onlitasa a gerincvel6i
folyadékban mérve és a kezeléskor hasznalt anyagban.

Az analitikai célra hasznalhaté 3 és 5 pm szemcseméretii
kromatografids allofazison kivil preparativ toltetet is
eldallitottunk, mely alkalmas kiilonbozé —szubsztitiicios
fok frakciok elvélasztasara pl. HPBCD-bol vagy RAMEB-
bél, illetve izomer/homolég szennyezé komponensek
elvalasztasaira az  egykomponensii ~ CD-szarmazékok
esetében.

2.2. CD-Screen®-IEC kromatografias all6fazis

Bar a fenti példak mutatjak, hogy a CD-Screen® oszloppal
bizonyos feladatok megoldhatok, elkezdodott egy wjabb
allofazis fejlesztése, mely a komplexképzé és az ion-
cserés kolcsonhatast hasznalja az ionos CD-szarmazékok
vizsgalatara. Az elsd ilyen allofazist Varga Gabor'
(ChiroQuest Kft) allitotta eld 2012-ben. A szilikagélre kotott
dimetilamino-fenil-csoport (CD-Screen-DAP) lehetové tette
a szulfobutiléter-B-ciklodextrin (SBECD) komponenseinek
szubsztitucios fok szerinti elvalasztasat. Emellett a maradék
B-CD, illetve a szintézis soran keletkezd szennyezések
(hidroxibutanszulfonsav-HBSA és ennek dimerje - DBSA)
mennyisége is meghatarozhato volt. (Az SBECD USP
monografia két kilonbozd mddszerrel vizsgaltatja ezeket
a jellemzoket.) Az allofazis eldallitasakor hasznalt reagens
azonban rendkivill mérgezo, ezért kisérletek kezdodtek egyéb
reagensek alkalmazasaval hasonlo szelektivitasu allofazisok
készitésére. Az 1j funkciés csoportok kivalasztasanak
szempontjai a kovetkezok voltak:
— afunkcids csoport pK értéke;
—  aromas gyir(t tartalmazo funkcios csoport jelenléte
a ciklodextrinnel valé zarvanykomplex-képzéshez;
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—  kevéssé veszélyes, konnyen beszerezheto reagensek
hasznalata.
A megvizsgalt funkcios csoportok koziil a ((4-dimetilamino)
aril)alkil-vegytilettel késziilt oszlopon kaptuk a legjobb
elvélasztast (CD-Screen®-IEC), sikerilt az eredeti, CD-
Screen-DAP oszlop szelektivitasat elérni'’ (9. abra).

o
Z
[=1=]

DS9

SzennyezG6k

-
=
[SE--)
@aoa

DS10

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

A kapillaris elektroforézisben kiralis elvalasztasra az ionos
- foleg az izomertiszta (single isomer) - CD-szarmazékok a
leggyakrabban hasznalt adalékanyagok. Ennek megfelelden
rendkiviil fontos ezek szintézisének kovetése, a végtermék
tisztasaganak meghatarozasa ¢és stabilitasuk vizsgélata. Vigh
Gyula ¢s munkatarsai kifejlesztettek egy vegyiiletcsaladot,
melynek tagjai a CD gyfirli ¢sszes 6-os helyzetii OH-
csoportja helyett szulfat-csoportot tartalmaznak.'®1%2 A
CD-Screen®-IEC oszlop jol alkalmazhat ezen vegyuletek
vizsgalatara is. A 10. abran lathatd, hogy a nem megfeleld
koralmények kozott tarolt heptakis(2,3-dihidroxi-6-szulfat)-
p-ciklodextrin  (H-diOHS-BCD)  bomlastermékei  jol
elvalaszthatok a fokomponenstdl.

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

3. Osszefoglalas

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

hasznalhatosagat, amit az is alatamaszt, hogy az eurdpai
gyogyszerkonyv 1804-es szamu monografija a CD-Screen®
oszlopot adja meg a HPBCD szennyez6inek vizsgalatara. A
CD-Screen” termékeket jelenleg (a feltalalo, Varga Géabor
sajnalatosan korai haldla miatt) a Bio-Sol-Dex Kft. allitja eld
¢és forgalmazza (www.cd-screen.com).
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A cikkben szerepl6 anyagok roviditései:

CD Ciklodextrin

BCD B-ciklodextrin

DIMEB heptakis(2,6-di-O-metil)-p-ciklodextrin
DBSA hidroxibutanszulfonsav dimer

HBSA hidroxibutanszulfonsav

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

HPBCD (2-hidroxipropil )-B-ciklodextrin
RAMEB Véletlenszerien metilezett B-ciklodextrin
SBECD szulfobutiléter-B-ciklodextrin
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State of art analysis of cyclodextrins: development of tailor-
made stationary phases specifically designed for cyclodextrin
analysis

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

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

Considering all options, HPLC is still the most useful tool to
characterize CDs. Of course, HPLC methods are evolving as well,
and different approaches are suitable for different aspects of the
analysis. Refractive index (RI) detectors and common columns
(RP18 and RP8, HILIC and phenol and amino bonded phases)
are well suited for investigating parent CDs and several other
derivatives, while their use is discouraged for the analysis of
multicomponent CD mixtures due to the limitation to use isocratic
elution. The introduction of evaporative light scattering detector
(ELSD), a universal detection system compatible with gradient
elution, a new era in the analysis of CD derivatives, resulting in
remarkable improvement in the HPLC analysis of CD derivatives.
Since the use of gradient elution is necessary for good separation
of the components (or component groups) in case of statistically
substituted CD derivatives, the routine RI detection could be
omitted making ELSD the dominating and highly recommended
detection method of CD analysis ever since. The main drawback
is that the detection has non-linear characteristics. Besides ELSD,
Corona Charged Aerosol detector (CAD) as well as NQAD
Aerosol detector (with Water-based Condensation Particle Counter
technology) are well suited for HPLC analysis of CDs and CD
derivatives.

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

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

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

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