Piperazinil-kinazolin szerkezetii a-adrenerg receptor gatlok osszehasonlité
fiziko-kémiai és stabilitas vizsgalata*

Stevlik Klara gyh.!, Gyéresi Arpad?, Ludanyi Krisztina®
"Marosvasarhelyi Orvosi és Gydgyszerészeti Egyetem, Gogyszerészeti Kar, 5. év, Gyogyszerészeti Kémiai Tanszék,
*Semmelweis Egyetem Budapest, Gygyszerészeti Intézet

Studiul fizico-chimic comparativ si al stabilitatii blocantelor
a-adrenergice din seria derivatilor de piperazinil-chinazolina

Blocantele al-adrenergice selective au o importantd deosebitd in tera-
pia antihipertensiva. Scopul lucririi a fost efectuarea unui studiu anali-
tic comparativ in seria derivatilor de piperazinil-chinazolina (prazosin,
terazosin §i doxazosin) privind identificarea si separarea acestora i ana-
liza compusilor lor de degradare utilizind metode cromatografice (pe
strat subtire-CSS, de lichide sub presiune-CLP cu detectare MS) si spec-
trofotometrica in UV.
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Physico-chemical and stability study of piperazinyl-quinazoline
a-adrenergic blocking agents

The al-selective adrenergic blocking agents have been used for along time
in the treatment of hypertension. The aim of our work was a comparative
study between piperazinyl-quinazoline derivatives (prazosin, terazosin,
doxazosin), the identification and separation of these substances and the
analysis of their degradation products, using modern analitycal chro-
matographic ( TLC, HPLC-MS) and UV-spectrophotometric methods.
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Napjainkban a hiperténia egyike a leggyakrabban eld-
fordul6 sziv-érrendszeri megbetegedéseknek.A jelenlegi
gyogyszerkutatasok célja a szelektiv a;- és a,-receptorokat
bénit6 vegyiiletek eléallitdsa. Ezek kozil az o,-receptort
szelektiven bénit6 piperazinil- kinazolin szerkezet(i vegyii-
letek valtak széles korben felhasznalt gyogyszerekké [3, 4,
7]. A szakirodalom szédmos modern analitikai modszert
emlit ezen vegyiiletek vizsgalatara: UV-spektrofotometria,
IR-spektroszkopia, —vékonyréteg-kromatografia  (VRK),
NMR-spektroszkopia, tomegspektrometria [1, 2, 8, 11].

A tomegspektrometria, mint anyagvizsgalati modszer
egyre nagyobb teret hodit a muszeres analitikai kémiaban.
Rohamos elterjedését nagy hatékonysdginak koszonheti,
mivel igen kis mennyiség(i anyagrdl révid id6 alatt nagy-
szamu informdciét képes nyujtani. Nagy el6nye, hogy
elvalasztastechnikai mddszerekkel kapcsolhaté (HPLC-MS,
LC-MS, GC-MS), igy tobbkomponensti elegyek vizsgéalatara
is alkalmas.A tomegspektroszkopiai analizis sordn a vizsga-
landé anyagbdl ionokat éllitunk el6, és a keletkezett szabad
allapottl ionokat tomeg/toltés arany szerint elvélasztjuk [9].

Vizsgalati anyag és modszer

Vizsgalt vegyiileteink: Prazosin (Minipress, 2 mg tablet-
tak, Pfizer), Doxazosin (Sigma-Aldrich), Terazosin (Egis-
Budapest),valamintmetanol,acetonitril, TFA-trifluor-acetit,
etil-acetdt, dietil-amin analitikai minéségben. Alkalmazott
mddszereinkhez felhasznalt berendezések: Cary 3E UV-VIS
spektrofotométer, Agilent 1100 HPLC-MSD kromatografias
rendszer ESI (Electro Spray Ionization) moédban, Kieselgel
60 Fys4,,Merck” 20 x 20 cm-es kromatografias lemezek.

A. A vegyiiletek azonositasi és szétvalasztasi modszerei
1. UV-spektrofotometria: Az UV-spektrofotometria
az Eurdpai Gyogyszerkonyvben (E. Ph. 5.0) a Prazosin-
hidroklorid cikkelyénél, azonositasi moddszerként szere-
pel. Ezt a mddszert alkalmaztuk a hdrom rokonszerkezetii
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vegytilet vizsgalatanal.

A spektrumok felvételéhez a vegyiiletek 20 ug/ml kon-
centraciéju metanolos oldatait haszndltuk.A spektrumokat
Cary 3E, UV-VIS spektrofotométer segitségével vettiik fel a
A=220-400 nm hulldmhossz tartomanyban.

2. Vékonyréteg-kromatogrdfia (VRK): A mddszer azo-
nositasra és egyben szétvalasztdsra is szolgal. Az Eurdpai
Gyogyszerkonyvben (E.Ph. 5.0) a Prazosin-hidroklorid
cikkelynél leirt modszert tekintettitk kiinduldépontnak.
Vegyiileteink 0,4 mg/ml koncentracidju oldatait VRK leme-
zen (Kieselgel 60 Fas4, 20 x 20 cm) kifejlesztettitk 15 cm
fronttavolsagig. Kifejlesztészerként dietil-amin-etil-acetat
(5:95) v/v keverékét alkalmaztuk. A kromatogrammokat
UV-fényben (A=254 nm) értékeltiik.

1.tablazat. A vizsgélt a-adrenerg receptorgdtlok szerkezeti adatai
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1.abra. A vizsgdlt vegyiiletek UV-spektrumai ( A-Doxazosin, B- Prazosin, C- Terazosin )

3. HPLC-MS vizsgdlatok: Vegyiileteink 40 pg/ml kon-
centraciéju metanolos oldatait nagyhatékonysagti folyadék-
kromatogratba injektdltuk. Mozgofazisként acetonitril-viz
(0,1% TFA) (20:80) v/v ardnyt keverékét alkalmaztuk. A
kromatografélast forditott fazist oszlopon (15 cm x 2,1 mm, 5
pm szemeseméret(i toltet),0,5ml/perc dramldsi sebesség mellett
15 percig végeztiik. Az elegybdl torténé hatékony szétvélasztas
érdekében gradiens modszert alkalmaztunk: az olddszerelegy
Osszetételét a mérés folyaman véltoztattuk, hogy késleltessiik az
egyes anyagok levélasat az oszloprdl, amelyek igen kozeli reten-
cios id6vel rendelkeztek.

B. A Iigos bomlas vizsgalata

Kisérleteink tovabbi célja volt a vegyiiletek ligos kozeg-
ben torténé bomldsanak tanulmanyozasa. Vizsgdlataink
kiindulépontjaként Bebawy L.I. és mtsai [2] kozleménye
szolgalt. A f6 bomldsterméket egy Ordn 4t tartd ligos hid-
rolizis utdn azonositottuk. A vegyiiletek 5mg/ml oldatdhoz
50 ml 8%-0s NaOH-ot adtunk és egy 6rdn at 80 °C-os viz-
fiirdén melegitettiik [2]. Az oldatbdl 10 percenként mintét
vettiink, megfelel6 mennyiségli s6savval semlegesitettiik,
és az igy nyert mintdkat VRK lemezekre vittiik fel az ere-
deti (bomlatlan) oldattal egytitt. A bomléstermék mintak
UV-spekrumait is felvettiik és ezeket 6sszehasonlitottuk az
eredeti, bomlatlan vegyiiletek abszorbciés spektrumaival. A
bomldsvizsgalatra kidolgozott mddszer alkalmas szintézis
soran az atalakulds kovetésére, illetve az egyes vegyiiletek
esetén az alapszerkezeti egység (mint kozti- valamint bom-
lastermék) kimutatdsdra.

Eredmények

1. Az UV- spekrofotometrids vizsgalataink egyértelmden iga-
zoljak a vizsgélt vegyiiletek szerkezeti analdgidjat, mivel a
hérom abszorbcids spektrum lefutdsa azonos (1. abra).

A Prazosin-hidroklorid cikkelyénél taldlhatd spektralis
eredmények alapjan (E.Ph. 5.0) harom abszorbciés maxi-
mum értéknek kell lennie, ezek azonban kiilonb6zé
koncentracioju oldatokndl jelenitheték meg. Az Eurdpai
Gyodgyszerkonyv a kovetkezd koncentraciéju oldatok
spektralis vizsgalatat emliti:

o Prazosin 5 ug/ml oldat esetén A __ =247 nm
o Prazosin 25 pg/ml oldat esetén A _ =330 nm,\ =343 nm
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2.abra. A vizsgélt vegyiiletek szétvélasztasa VRK maddszerrel (P=Prazosin,
D=Doxazosin, T=Terazosin, E=Elegy)

2. Vékonyréteg-kromatogrdfia: VRK modszer segitsé-
gével sikeresen megvaldsitottuk a hdrom, rokon szerke-
zetli vegylilet elvdlasztdsat (2. dbra). A modszer feltételei
mellett, az Rf-értékek novekvd sorrendjében a vegyiiletek
a kovetkezéképpen kiilonitheték el: terazosin(R=0,46),
prazosin(R;=0,57), doxazosin(R=0,75).

3. HPLC-MS vizsgdlat: HPLC-MS berendezés segitségé-
vel a molekulatomeg alapjan azonositottuk a vegyiileteket. A
molekuldk el6zetes ionizdcidja utdn tomegspektrométerbe
vezettiik az ionokat, kvadrupol analizétorral szétvélasztot-
tuk és abrazoltuk tomeg/toltés (m/z) alapjan a kapott jelin-
tenzitds értékeket (3. abra).

A nagyhatékonysagu folyadékkromatografias méréshez
kidolgozott grédiens modszeriink segitségével lehetésé-
glink nyilt a harom vegyiilet szétvélasztaséra (4 .abra).

2.tablazat. A grddiens HPLC-MS mddszer vizsgalati koriilményei

Eluens 6sszetétele
Kromatografdldsi  Acetonitril Viz Aramldsi sebesség
idé (perc) % (0,1%TFA) % ml/perc
0-5 20 80 0,5
5-6 60 40 0,5
6-15 20 80 0,5
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3.abra. A vizsgalt vegyiiletek tomegspektrumai (A-Doxazosin, B- Prazosin, C- Terazosin)

Bomlds ligos kozegben: A 6 bomldstermék a — 4-amino-
2-piperazin-1-il-6,7-dimetoxi kinazolin - a tanulmdinyo-
zott vegyiileteink esetében VRK modszerrel egyértelmiien
kimutathatd (5. dbra). A 60 perces minta foltjat vizsgalva
mindharom vegyiilet kromatogrammjén a retencios faktor
értékét azonosnak talaltuk: Rf=0,12. A bomlastermék min-
tak spektrumainak lefutdsa egyezést mutatott a bomlatlan
vegytiletek abszorbcids spektrumaival, tehdt csupan a
piperazinil-kinazolin kozos szerkezeti elem jatszik szerepet
a spektrumok kialakitasdban a vizsgalt hullimhossz tarto-
manyban [5, 6].
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4.abra. A vizsqalt vegyiiletek szétvélasztasa HPLC-MS mddszerrel

3.tablazat. Az abszorbcids spektrumok jellemz6i

Elnevezés A mért abszorbciés maximumok (nm)

Doxazosin 247,40 342,30
Terazosin 247,80 342,60
Prazosin 247,60 343,0

5. abra. A bomldstermék minték vizsgalata VRK mddszerrel 1-6: az 5mg/ml
koncentrdciéju oldatbol nyert hidrolizalt mintak foltjai 10-60 percig, 7: az
eredeti oldat

Kovetkeztetések

A hérom szerkezetileg analdg piperazinil-kinazolin szar-
mazék azonositdsa és szétvalasztasa maradéktalanul meg-
valdsithaté VRK valamint HPLC-MS mddszerrel.

Az UV-spektrofotometrids modszer a vegyiiletek meg-
kiilonboztetésére nem alkalmas, mivel az acilezé rész
kromofér csoportot nem tartalmaz. A harom vegytilet ese-
tében a f8 bomladstermék a szerkezeti alapvazzal — 4-amino-
2-piperazin-1-il-6,7-dimetoxi kinazolin - azonos, amint
ezt a kromatografids és spektrdlis vizsgalataink egyarant
bizonyitjak.
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