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Roviditések jegyzéke

1D: egydimenzids

2D: kétdimenzios

AcOH: ecetsav

APT: csatolt proton teszt (Attached Proton Test)
CD: ciklodextrin

CD3COQD: deuteralt ecetsav

CDsOD: deuteralt metanol

CDCls: deuteralt kloroform

CE: kapillaris elektroforézis

CH2Cly: diklormetan

CHCls: kloroform

CHD20D: részlegesen deuteralt metanol

CiD: cirkularis dikroizmus

COSY: korrelacios spektroszkopia (COrrelation Spectroscopy)
CYP: citokrom P450 (izoenzim csalad)

D20: deutérium-oxid

dezmetil-Dpx: dezmetil-dapoxetin

DIAD: diizopropil-azodikarboxilat
didezmetil-Dpx: didezmetil-dapoxetin

DMAP: 4-dimetilamino-piridin

DMF: N,N-dimetilformamid

DOSY: diffuzidkontrollalt spektroszkopia (Diffusion-Ordered SpectroscopY)
Dpx: dapoxetin

Dpx-N-oxid: dapoxetin-N-oxid
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DS: szubsztitucios fok (Degree of Substitution)

DSS: 3-trimetilszilil-1-propanszulfonsav (4,4-Dimethyl-4-Silapentane-1-Sulfonic acid)
E-CON: 1-(2E)-cinnamil-oxi-naftalin

EOF: elektroozmotikus aramlas (ElectroOsmotic Flow)

ESI: elektrospray ionizacio (ElectroSpray lonisation)

Et2O: dietil-éter

EtOAC: etil-acetat

FMOL1.: flavin-monooxigenaz 1 enzim

G: vendégmolekula (guest)

GABA: y-amino-vajsav

HMBC: tobbkotéses heteronuklearis  korrelacio  (Heteronuclear Multiple-Bond

Correlation)

HPLC: nagyhatékonysagn  folyadékkromatografia  (High-Performance Liquid
Chromatography)

HPTLC: nagyhatékonysagu vékonyréteg kromatografia (High-Performance Thin Layer
Chromatography)

HRMS: nagyfelbontast tomegspektrometria (High Resolution MS)

HSQC: heteronuklearis egykvantum korrelacié (Heteronuclear Single-Quantum

Correlation)
ICs0: a maximalis gatlo koncentracio 50%-a (half maximal Inhibitory Concentration)

ICH: Nemzetkozi Egységesitési Konferencia (International Conference on

Harmonization)

LC: folyadékkromatografia (Liquid Chromatography)
LiAlH4: litium-aluminium-hidrid

MAO: monoamin-oxidaz enzim

MCBA: meta-klorbenzoesav
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MCPBA: meta-klérperbenzoesav

MeOH: metanol

MS: tomegspektrometria (Mass Spectrometry)

MsCI: mezil-klorid

Na(CN)BHj3: natrium-ciano-borohidrid

NaH: natrium-hidrid

NaOD: deuteralt natrium-hidroxid

NMR: magneses magrezonancia (Nuclear Magnetic Resonance)
NO: nitrogén-monoxid

NOE: mag Overhauser-hatas (Nuclear Overhauser Effect)

NOESY: mag Overhauser-hatas spektroszkopia (Nuclear Overhauser Effect
SpectroscopY)

ODMCM-y-CD: oktakis-(2,3-di-O-metil-6-O-karboximetil)-y-ciklodextrin
Pd/C: palladium aktiv szénen (katalizator, 5% vagy 10% Pd tartalommal)
PDE-5: foszfodiészteraz-5 enzim

RAME-y-CD: random metilezett y-ciklodextrin

ROESY: forgd koordinatarendszerii mag Overhauser-hatas spektroszkopia (Rotating-
frame Overhauser Effect SpectroscopY)

rt: szobahdmérséklet (room temperature)
So: intrinsic oldhatdsag (intrinsic Solubility)
SeAr: aromas elektrofil szubsztiticio

Sn2: bimolekularis nukleofil szubsztiticio

SNRI: szelektiv noradrenalin visszavétel gatlok (Serotonin—Norepinephrine Reuptake
Inhibitors)

SSRI: szelektiv szerotonin visszavétel gatlok (Selective Serotonin Reuptake Inhibitors)

TCA: triciklusos antidepresszans (TriCyclic Antidepressant)
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T0: trifluormetanszulfonsav-anhidrid

THEF: tetrahidrofuran

TMS: tetrametil-szilan

TOCSY: teljes korrelacios spektroszkopia (TOtal Correlation Spectroscopy)
TOF-MS: repiilési id6 analizatorral rendelkez6 tomegspektrométer (Time of Flight)
UV: ultraibolya

UV-Vis: ultraibolya-lathat6 (Ultraviolet-Visible)

VRK: vékonyréteg kromatografia (TLC: Thin-Layer Chromatography)

Z-CON: 1-(2Z)-cinnamil-oxi-naftalin
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1 Bevezetés

c ey

az erektilis diszfunkcio kezelésére hasznalt foszfodiészteraz-5 (PDE-5) enzim gatlokat
torzskonyvezték [1]. A korai magomlés az erektilis diszfunkcio mellett a leggyakoribb
szexudlis rendellenesség, ami egyes becslések szerint a férfiak 30%-4t érinti vilagszerte
[2]. Magas gyakorisaga és a férfiak életmindségére kifejtett kedvezodtlen hatasa ellenére
csak az utdbbi idében forditottak kellé figyelmet a megfeleld terdpias stratégidk
kidolgozadsara. Az utdobbi 20-30 évben a korai magdémlés terapids megkozelitése
paradigmavaltason ment at, mivel a nem gyogyszeres pszicholdgiai és viselkedés terdpia
mellett megjelent a gyogyszeres kezelés is [3, 4]. A farmakoterapias célpontok féleg a
magomlés kontrollalasaban részt vevd neurotranszmittereket és receptorokat foglaljak
magukba Ugymint a szerotonin, dopamin, oxitocin, noradrenalin, y-amino-vajsav
(GABA) és a nitrogén-monoxid (NO) medialt jelatviteli utakat [5]. A kezelés fobb
gyogyszerei a helyi érzéstelenitok (lidokain, benzokain), a szelektiv szerotonin
visszavétel gatlok (SSRI), az opioid fajdalomcsillapitok (tramadol), a PDE-5 gatlok és az
alfa-adrenerg receptor blokkolok koziil keriiltek ki [6].

A dapoxetin (Dpx) az els6 SSRI hatoanyag, amelyet specifikusan a korai magoémlés
kezelésére fejlesztettek ki. 2009-ben torzskonyvezték, jelenleg a vildg tobb mint 40
orszagaban elérhet6, 2013-6ta Magyarorszagon is forgalomban van az eutomer (S)-
dapoxetin Priligy® néven.

Tekintettel arra, hogy a dapoxetin még egyik gyogyszerkonyvben sem hivatalos, és
generikus gyartdsa csak a 2020-as években varhato, kevés adattal rendelkeziink a
hatdanyag kémiai és analitikai tulajdonsagairol. Mar tudoményos diakkori munkam soran
elkezdtiink foglalkozni a hatdéanyag kémiai jellemzésével, melynek els6é lépéseként
eléallitottuk a racém hatéanyagot. Az (S)-dapoxetin  kirdlis tisztasaganak
meghatarozasara elsdként valdsitottunk meg egy rutinszeriien alkalmazhato, validalt
kiralis kapillaris zonaelektroforézis modszert ciklodextrinek felhasznalasaval [7]. Mindez

doktori munkam alapjaul szolgalt.
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1.1 A korai magomlés gyogyszeres kezelése

A magomlést Osszetett periférias és kozponti idegrendszeri folyamatok koordinaljak
melyek szerotonin, dopamin, oxitocin, noradrenalin, GABA és a nitrogén-monoxid (NO)
medialt jelatviteli utakhoz kotédnek [5].

Lokalis alkalmazasra Koredban torzskonyvezték a tradicionalis gyogyndvények
keverékébdl allo ,,SS kréem”-et (,,Severance Secret cream”), mely helyi érzéstelenito, és
vazoaktiv hatassal rendelkezik. Leggyakrabban a lidokain és prilokain hatéanyagot
tartalmazo aeroszolt, sprayt, krémet [8, 9] és a vazodilatatorral kombinalt
diklonin/alprosztadil helyi érzéstelenité hatasi krémeket hasznaljak. Szisztémasan a
tramadolt, egy a noradrenalin és a szerotonin visszavételét is gatlo centralis hatasu opioid
fajdalomcsillapitot, a klomipramin triciklusos antidepresszanst (TCA), az erektilis
diszfunkcio kezelésére torzskonyvezett PDE-5 gatlokat és az SSRI szereket hasznaljak
(1. abra) [6].

1981-ben Ahlenius els6ként irta le a depresszido SSRI-kel torténd kezelése soran a kezdeti
fazisban gyakori mellékhatasként jelentkezd késleltetett magomlést [10]. Azonban a
depresszid SSRI-kel torténd kezelésénél a megfeleld vérszint eléréséhez folyamatos,
naponkénti adagolasuk sziikséges, mely a korai magomlés kezelésekor szamos nemkivant
mellékhatast eredményez, mint a szdjszarazsdg, aluszékonysdg, hanyinger,
libidocsokkentés és merevedési zavar [11]. Leggyakrabban a 1. abran feltiintetett SSRI
szereket hasznaljak [12, 13].

A mellékhatasok csokkentése érdekében olyan SSRI szerkezetek kifejlesztése volt a cél,
amelyek farmakokinetikai paramétereinek koszonhetden (gyorsan felszivodik €s eléri a
terapias plazmakoncentraciot, majd gyorsan eliminalodik a szervezetbdl) csokkentik a

lehetséges mellékhatdsok kialakuldsadnak valoszinliségét.
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1.2 A dapoxetin jellemzése
1.2.1 A dapoxetin farmakolégiaja

A korai magomlés magas el6fordulasi gyakorisaga ¢€s az életmindségre kifejtett
kedvezdtlen hatasa ellenére csak 2009-ben jelent meg az els6 hatoanyag, mely a betegség
célzott kezelésére hasznalhato. A dapoxetin (Dpx), (dimetil[3-(naft-1-iloxi)-1-
fenilpropil]amin hidroklorid, Priligy®) egy 1j, gyors hatdsti, hatékony szerotonin
visszavétel gatld (SSRI), mely egyedi fizikai-kémiai és farmakokinetikai sajatsagokkal

crer

a torzskonyvezett S enantiomer 3,5-szor hatasosabb, mint az R izomer [15].

19 \20/19‘
N

2. abra. Az (S)-Dpx bazis szerkezete és a dolgozatban alkalmazott szamozasa.

Az ejakulacidt elsddlegesen a szimpatikus idegrendszer szabalyozza. Az ejakulécid
jelttvonala a gerincveld reflexkdzpontjabol ered, az agytdrzs kozvetitésével, amire
szamos agyi mag (nucleus preopticus medialis és nucleus paraventricularis) hatassal van
[16].

Korai magodmlés esetén a Dpx hatdsmechanizmusa feltételezhetden a neuronok
szerotonin-visszavételének gatlasahoz és a neurotranszmitterek pre- és posztszinaptikus
receptorokon kifejtett hatasanak kovetkezményes potencirozasahoz kotheté [17].
Patkanyokban a Dpx supraspinalis szinten gatolja az ejakulacios reflexet a lateralis
paragigantocellularis magban (LPGi). A postganglionaris szimpatikus rostok, amelyek a
vesicula seminalis-t, a vas deferens-t, a prosztatat, a bulbourethralis izmokat és a
holyagnyakat idegzik be, koordinaltan valtjak ki az 6sszehuzodasokat, ami az ejakulaciot
eredményezi. A Dpx moédositja ezt az ejakulacios reflexet [18].

Teljes biologiai hasznosithatosaga 42% (15-76%). Az atlagos SSRI-kel szemben —
melyek a cstics plazmakoncentraciot kb. 4-12 ora alatt érik el, és biologiai felezési idejiik

hossza (12-48 o6ra) — a Dpx egy gyorsan haté vegyiilet, mely a csucs

11
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készitményekkel [19]

Ezek az egyedi farmakokinetikai tulajdonsagok teszik lehetévé, hogy a hatdéanyag
szlikséglethez igazithatdan legyen adagolhato [14]. A DpX tobb mint 99%-ban kotodik a
plazmaproteinekhez, gyors megoszlas jellemezi, disztribucios térfogata 162 liter [20].

A majban és a vesében intenziven metabolizalodik, féleg a CYP2D6, CYP3A4 valamint
a flavin-monooxigenaz (FMO1) enzimeken keresztiil. A metabolizmus soran N-oxidacio,
N-demetilacio, naftil-hidroxilacio, gliikuronidacié és szulfatalas megy végbe. A keringd
plazmaban a Dpx ¢és a dapoxetin-N-oxid (Dpx-N-oxid) van jelen nagy koncentracioban.
A Dpx-N-oxid (ICso =282 nM) in vitro kisérletekben inaktivnak bizonyult. Tovabbi
metabolitjai, beleértve a dezmetil- (dezmetil-Dpx) és a didezmetil-dapoxetint
(didezmetil-DpXx), az 6sszes, keringésben jelenlévé anyagnak kevesebb, mint 3%-at adjak
(4. abra) [20].

12
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(S)-dapoxetin

CYP3A4 CYP3A4
CYP2D6 CYP2D6é

(S)-dapoxetin-N-oxid (S)-dezmetil-dapoxetin (S)-didezmetil-dapoxetin
inaktiv AKTIV AKTIV

4. abra. Az (S)-dapoxetin fazis-l. metabolizmusa.

A dezmetil-Dpx (ICso < 1,0 nM) in vitro vizsgalatban ugyanolyan hatasosnak bizonyult,
mint a Dpx (ICso-e 1,12nM), a didezmetil-Dpx (ICso =2,0 nM) hatékonysaga
hozzavetdlegesen 50%-a volt az anyavegyiiletnek. A Dpx metabolitjai elsddlegesen a
vizelettel iriilnek ki, konjugalt formaban. Valtozatlan Dpx-t nem mutattak ki a vizeletben.
Akkumulaciéja minimalis, felezési ideje 19 ora. Alkalmazasakor leggyakrabban
hasmenést, szédiilést, hanyingert, fejfajast figyeltek meg. Ellenjavallt kozépsulyos vagy
sulyos vese és/vagy majkarosodasban, CYP3A4 gatlok (ketokonazol, ritonavir,
telitromicin), tioridazin, MAO gétldk, szerotonin €s noradrenalin visszavétel gatlok

(SSRI, SNRI,) valamint orbancfii hasznalata esetén [20].
1.2.2 A dapoxetin irodalmi szintézise

A Dpx irodalmi szintéziseiben racém ¢és enantiomertiszta moddszerek egyarant
megtalalhatok [21]. Mivel a hatasosabb S izomer (eutomer) keriilt térzskdnyvezésre, a
nem sztereoszelektiv szintézis utak esetén rezolvalassal kiilonitik el a kevésbé hatékony
R izomert (disztomer) az S-t6l. Az utdbbi években viszont a koltséghatékonyabb
sztereoszelektiv szintézismodszerek fejlesztése valt meghatarozova [22-30]. Ezen

modszerek altalanos jellemz6i a természetes eredetli kiindulasi anyagok hasznalata (pl.
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fahéjalkohol, tartarat), vagy a benzilhelyzetli szénatomon 1évé kirdlis amin vagy
alkoholos funkcioscsoportnak a sztercoszelektiv kialakitasa mar a szintézis kezdeti
szakaszaban [31-34].

Leggyakrabban a kiralis benzilhelyzetii alkoholos funkcidscsoport kialakitasara keriil sor
(1), melyet (a jo tavozo csoportot képz6) mezil-kloriddal egy reakcidlépésben in situ
észteresitenek, és tovabb is alakitjak dimetil-aminnal, a mezilat (2) izolalasa nélkiil a

végtermék (S)-Dpx-né (3)(5. abra).

o
OH \\S/ \N/
H MsCI o\
Et;N H O
©/\/\O DMAP . HN(CH,), 0
—_— < (o] v
0°C ©/\/\ ‘ 0°C - rt il 'l
1 ) 2 ’ 3

5. abra. A dapoxetin szintézisében gyakran alkalmazott utols6 reakcidlépés

A mezilatot eziddig egy kozleményben jellemezték *H és 13C NMR adatok alapjan, bar
az izolalas modja hianyzik [35]. Egy masik kutatocsoport egy Uj, enantiomerszelektiv
Dpx szintézis kidolgozésa sordn szintén sikerteleniil probéalkozott a mezilat izolalasaval.
Instabilitasi problémak miatt a vegyiilet elbomlott, és a bomléastermék szerkezetét nem

tudtak meghatarozni [23].

1.3 Hatbéanyag szennyez6k, bomlastermékek

A kiilonféle szennyezdk ellendrzése a gyodgyszeripari termékekben elsddleges cél a
gyogyszerfejlesztés soran. Mivel a hatéanyagban jelenlévd szennyezdk jelentdsen
befolyasoljak a gyogyszerek mindségét €s biztonsdgos alkalmazhatosagat, szigora
nemzetkdzi szabalyozast alkottak a Nemzetkozi Egységesitési Konferencia (International
Harmonization Conference, ICH) altal kidolgozott Q3A(R), Q3B(R) és Q3C iranyelvek
formajaban [36-38]. A szennyezOk forrasait és tipusait a hatdanyageldallitas

folyamataban elhelyezve vazlatosan a 6. abra szemlélteti [39].
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Kiindulasi anyag 1
Oldoszer 1
katalizator

(Intermedier szennyezd)

Oldoszer 2
reagens

Kiindulasi anyag 2
(Kiindulasi anyag szennyez0)

6. abra. A hatéanyagszintézis folyamatanak altalanos vazlata [39]

Bar a hatéanyag bomlastermékeinek analitikdja elsddleges fontossagu, de az eldallitas
soran keletkezd egyéb szennyezoket és bomlastermékeket szintén ellendrizni kell.
SzennyezOk lehetnek a kiinduldsi anyagok, izomerek, intermedierek, reagensek,
oldoszerek, katalizatorok és a mellékreakciok termékei. Ezen potencidlis szennyezdk
vizsgalataval meghatarozhatjuk a gyartasi eljards kritikus pontjait, mely altal
megvalosithatova valhat azok eltavolitasa vagy a megengedett hatarérték alatt tartasa. A
szakirodalomban szamos tanulmany jelent meg, melyek ezen szennyezok vizsgalataival
¢s a kiilonb6zo analitikai eljarasok modszertani fejlesztéseivel foglalkoznak [40, 41].
Ezek kozéppontjaban foként a hatdéanyaghoz hasonld kémiai szerkezetli szennyezok
(rokon szennyezdk), olddszerek maradvanyai [42, 43] és a katalizatorok allnak [44].
Tovabbd a hatéanyag kiillonb6z6 fizikai tulajdonsdgokkal rendelkezé (gyakran a
gyogyszertechnologiai formulacio soran keletkez6) polimorf formait is tekinthetjiik
szennyezoknek, melyek ellendrzését egyarant biztositani sziikséges [45, 46]. A
szennyezOk egy masik, kiemelten fontos csoportjaba tartoznak a genotoxikus hatasu,
kiilonosen mérgezd vegyiiletek. Ezen szennyezdk olyan analitikai modszerek meglétét és

fejlesztését kovetelik meg, melyek még alacsonyabb kimutatdsi hatarral rendelkezve
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alkalmasak a koztitermékekbdl és a hatdbanyagbol, mint végtermékbol vald kimutatasukra
¢és tartalmi meghatarozasukra. A szakirodalomban meglehetésen kevéssé hangsulyos a
hatoanyag eldallitasahoz sziikséges kiindulasi anyagok szennyezésvizsgalata, bar ahogy
azt a 6. abra is mutatja, a kiindulasi anyagok szennyez6i is hozzéjarulhatnak a hatéanyag

szennyez6inek képzodéséhez, ezért ezeket ugyancsak ismerniink kell [41].

A hatéanyagok stabilitasvizsgalatai és a gyartasi szennyezOinek azonositasa illetve
tartalmi meghatarozasa kozott szoros kapcsolat van [47]. A bomlastermékek a
hatéanyagok kiilonboz6 hatasokra (héhatas, oldoszerek beleértve azok kémhatasat),
oxidaloszerek, mas kémiai reagensek, nedvesség, fény stb.) bekdvetkezo atalakulési
termékeinek tekinthetok. A definicio alapjan jelentds atfedés van a gyartasi szennyezok

¢s a bomlastermékek kozott. Ez okbol az ICH iranyelvek a hatdanyagban 1évd gyartasi

crer

1.3.1 A dapoxetin gyartasi szennyezdi

A Dpx gyartasi szennyez6irél kevés irodalmi adatot talalunk. Az egyetlen kézlemény,
szintén a leggyakrabban alkalmazott mezilatképzésen Kkeresztiili insitu nukleofil

szubsztitucio soran keletkezd gyartasi szennyezoket irja le (7. abra) [35].

QA
5~

7. abra. A Dpx irodalomban k6z6lt lehetéséges gyartasi szennyezoi

Ide soroljak a kiindulasi alkoholt (1), a bel6le képz6dd mezilatot (2), valamint feltételezik
egy klorozott szarmazék (4) képzOdését is, amely a mezilatképzési reakcidknal gyakran

bekovetkezd, jol ismert mono-klorozasi mellékreakceio [48-50].
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S o oe

11
8. abra. A kereskedelemi forgalomban 1évé Dpx gyartasi szennyez6k kémiai szerkezete
Tobb analitikai standard gyartonal is elérheté a Dpx és kiilonbozé metabolitjai valamint
gyartasi szennyez6i, bomlastermékei, koziilik néhany izotopjelzett formaban is. A
legszélesebb valasztékkal a kanadai székhely(i TCI Pharma rendelkezik, ahol olyan rokon
szerkezetli szennyezdk is megtalalhatok, melyek képzodését a szakirodalom ez idaig nem
irta le. A 8. abran taldlhaté szennyezOk kémiai szerkezetét nagyrészt az aromas
naftilgyliriit érint6 valtozasok jellemzik: aromas elektrofil szubsztiticio (0rto-pozicioban
(5), para-pozicioban (6, 7, 8), az éter kotés vandorlasa a-helyzetbdl B-helyzetbe (10).
Ezen kémiai atalakulasok mellett megjelenik egy, az éteres kotés hasadasabol szarmazo

crc

szennyezoje (11) ¢és geometriai E/Z izomerek egyarant (6, 7).
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1.3.2 A dapoxetin bomlastermékei

Az ICH iranyelvek szerint a hatdéanyagok szennyez0 profiljanak leirasa magaban foglalja
a stabilitasi vizsgalatok kidolgozasat valamint a szennyezOk azonositasat és
karakterizalasat. A Dpx és kombinacios készitményei esetén az irodalomban egyarant
megtalalhatok UV-Vis spektrofotometrias [51], HPLC [52, 53], kiralis HPLC [54], kiralis
CE [7] és HPTLC [55-57] modszerek. Néhany stabilitasvizsgalati modszert is kozoltek a
hatéanyag és a gyogyszerkészitmények esetén a Dpx tartalmi meghatarozasara [58, 59].
Ezek koziil egyetlen kozlemény foglalkozik a képz6dd bomlastermékek HPLC-MS/MS
azonositasaval tomegiik és fragmentaciojuk alapjan [60]. A Dpx-t hidrolitikus, oxidativ,
fotolitikus és termikus stressz koriilményeknek vetették ald mely soran hat bomlastermék
keletkezését irtak le. Ezek koziil négyet jellemeztek HPLC-MS és tandem MS
technikéval. Az altaluk azonositott bomlastermékek a 9. abran lathatok, ezek egy része

megegyezik a metabolitokkal.

\N/
12
H* Fotolizis / A
\N/

N+
NH, N\O_
O“ ©)\/\O
14 15

9. abra. A Dpx stressz-koriilmények soran képz6d6 bomlastermékei [60]
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A didezmetil-Dpx (14) és a Dpx-N-oxid (15) oxidativ koriilmények kozott képzodott.
Emellett két masik, szintén oxidacios termék szerkezetét nem sikeriilt pontosan
meghatarozniuk. Bazikus pH-n végzett hidrolizis esetén a Dpx stabilnak bizonyult, mig
semleges pH értéken dezmetil-Dpx-né (13), savas pH-n pedig R izomerré (12) alakult az
étercsoport B-helyzetbe kertilésével egyiitt. H6 hatasara szilard formaban stabil maradt,
oldatban viszont dezmetil-Dpx-né bomlott. A fotolizis soran szintén dezmetil-Dpx

képzodott.

1.4 Ciklodextrinek

1.4.1 A ciklodextrinek szerkezete, tulajdonsagaik

A ciklodextrinek (CD) ciklikus, nem redukald oligoszacharidok, amelyek o-(1,4)-
glikozidos kotésen keresztiil a-D-gliikkdzbol épiilnek fel (10. abra). A cukoregységek
szdma alapjan (6, 7 és 8 egység) a-, B- és y-CD-ket kiilonboztetiink meg.

10. abra. A nativ B-CD kémiai szerkezeti képlete és 3D kalottmodelje feliilnézetbol
(Forras: http://my.fit.edu/~nesnas/cycl.jpg)

A CD-ket alkotd gliikkopirandz egységek egy csonkakup feliiletén helyezkednek el,
henger alaku iireget hatdrolva, melynek nagysagat a gyliritagszam hatarozza meg. A
molekula belsdé iirege a hidrogénatomok és a glikozidos oxigénhidak miatt enyhén
apolaris tulajdonsagu. A csonkakup keskenyebb nyilasat primer, a szélesebbet szekunder
hidroxilcsoportok hataroljak, amelyek a molekula kiilsé felszinének polaris jellegét

biztositjak. A polaris feliileti sajatsdgoknak kdszonhetden a CD-k jol oldodnak vizben
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(kivéve az intramolekularis hidrogénhidakat képzo p-CD-ket). A CD-k vazlatos
szerkezetét a 10. dbra mutatja be, fontosabb tulajdonsagaikat pedig a 1. tdblazat foglalja
Ossze [61, 62].

1. tablazat. A nativ CD-k f&bb jellemzéi [63]

+ G
}

R &

T

~_ |

Jellemz6 a-CD pB-CD v-CD
Gliikézegységek szama 6 7 8
Molekulatomeg (g/mol) 973 1135 1297
a: az lireg amérdje (nm) 0,47-0,6 0,65-0,8 0,83-1,0
b: a perem atmérdje (nm) 1,46 1,54 1,75
C: az lireg magassaga (nm) 0,79 0,79 0,79
Az iireg térfogata (nm?) 0,174 0,262 0,427
Felvehet6 vizmolekulak szama 6-7,5 11-12 13-17
Kristalyviz tartalom (%) 10-12,7 13,2-14,5 8,1-17,7
Oldhatosag vizben 25°C-on (g/100 cm?) 14,5 1,85 23,2

1.4.2 A ciklodextrinek zarvanykomplex képzése

A CD-k apolaris irege megfelelé kornyezetet biztosithat apolaris jellegii
molekularészeket tartalmazd vendégmolekulak szamara vizes kozegben [64, 65].
Kiilonleges sajatsaguk, hogy apolaris iiregiik a hossztengelyiik mentén mindkét végén
nyitott, melybe szamos eltéré kémiai szerkezetli, az adott tiregnek megfelelé alaku és
méretli molekulékat képesek befogadni. Az a-CD 4ltalaban a kis molekulatomegti, foként
alifas oldallancot tartalmaz6 vendégmolekulak befogadasara alkalmas, a B-CD-nek ezzel
szemben az aromas ¢€s heterociklusos vegyiiletek irant legnagyobb az affinitasa, mig a y-

CD méreténél fogva makrociklusokkal, szteroidokkal is stabil komplexet képez [66]. A
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zarvanykomplex képzddésekor a CD liregének megfelelé vendégmolekula és a CD, mint
gazdamolekula kdzott nem-kovalens kolcsonhatasok jonnek létre (hidrogénhid, dipol-
dipél, egyes esetekben elektrosztatikus kolcsonhatas). A CD-K iiregében tartozkodo
energetikailag kedvezétlenebb allapotu vizmolekuldknak apolaris vendégmolekulaval
torténd helyettesitése a komplexképzés kulcslépése és hajtoereje [66]. A CD-k altalaban
1:1 sztochiometridju komplexeket képeznek, de eléfordulhatnak 1:2 vagy 2:1 aranyu,
valamint egészen valtozatos 6sszetételli komplexek is [67-69].

A CD komplexek Iétrejottének szamos elényds kovetkezménye lehet. A
komplexképzddés hatasara megnohet az egyébként vizben rosszul oldodo vegyiiletek
oldhatosaga. Megvaltozhatnak a gazda- ¢és vendégmolekula egyes spektralis
tulajdonsagai, mely jelenség szdmos analitikai modszer alapjat képezi. Ilyen valtozas az
elnyelési maximum helyének eltolédasa az UV aktiv molekuldk esetén, az NMR aktiv
magok kémiai eltolédasanak megvaltozasa NMR spektrumban, vagy az erds indukalt
Cotton effektus kialakuldsa a cirkularis dikroizmus spektrumon [70, 71]. A CD komplex
hidrofilitasa nagyobb lesz, mint a szabad vendégmolekulanak, emiatt valtozik a
kromatografids viselkedés, a toltésslirliség megvaltozasa pedig az elektroforetikus
mobilitdst befolyasolja. A legtobb esetben a komplexképzddés stabilizalja a
vendégmolekulat (védi a bomlastol, kiils6 behatdsoktol), mely megvaltozott
reakcioképességet eredményezhet. El6fordul azonban, hogy a CD, mint katalizator
felgyorsit egyes kémiai reakciokat [72]. Illékony €s oxidabilis anyagok esetén csokkenhet
a vendégmolekula diffuzidja, parolgasa, szublimacidja [73].

A CD-k szamos kiralitdscentrumot tartalmaznak, ezért bels6 iiregiik kirdlis
mikrokornyezetként funkcionalhat. Az enantiomerek eltéré CD kotédése miatt kiillonb6zo
stabilitasu diasztereomer komplexpar keletkezhet, melyek fizikai és kémiai tulajdonsagai
eltérnek egymastol, és igy az elvalasztasukra is lehetdség nyilik [74].

A CD-k gliikozegységenként egy primer és két szekunder alkoholos hidroxilcsoportot
tartalmaznak, amelyek kitlind lehetdséget nyujtanak a legkiilonfélébb szarmazékok (pl.
metil-, acetil-, hidroxipropil-, fenil- stb.) eldallitasara [75, 76]. Napjainkban szamos
hidrofil, hidrofob és ionizalhatd csoporttal rendelkezd szarmazékot hasznalnak a
kiilonboz6 fizikai-kémiai tulajdonsagok €s zarvanykomplex képz6 igények kielégitésére.
A CD-szarmazékok esetében a szubsztitiicios fok (degree of substitution, DS) azt fejezi

ki, hogy egész CD molekulanként atlagosan hany hidroxilcsoporton tortént szubsztitiicio.
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Csoportositasuk a szubsztituensek szama (mono- vagy tobbfunkcios), elhelyezkedése
(random vagy izomertiszta) és azok ionizalhatdsaga (semleges vagy ionizalhatd) alapjan
torténik. Tonizalhatd szubsztituens bevitelével allandé vagy pH-fiiggd toltéssel lathatjuk
el a CD-t. Semleges szubsztituensek lehetnek pl. kiilonféle alkil-, hidroxialkil-, acil-, aril-
, tercierbutil-dimetilszilil-, szulfonil-, halogenido- vagy azido-csoportok, mig
ionizalhatok pl. karboxialkil-, szulfoalkil-, szukcinil-, foszfato-, szulfato-, amino-,
(hidroxi)alkilamino- vagy (hidroxi)alkil-trimetilammonium-csoportok. Munkank soran a
két nativ ciklodextrinnel (B- és y-CD) és egy 10j izomertiszta karboximetil-y-CD
szarmazékkal végeztiink vizsgalatokat. Ezen szintetikus izomertiszta CD-szarmazékok
eldallitasanak ¢és felhasznalasanak szerepe egyre hangsulyosabb, hiszen kikiiszobolik a
hagyomanyos szintezéseknél sarzsonként, gyartokként valtozo DS értékbdl fakado

kiilonbségeket.

1.4.3 A ciklodextrinek felhasznalasa

A CD-k felhasznalasa — tekintettel a valtozatos szerkezetekre és a kiilonféle alkalmazasi
teriiletekre — napjainkban egyre sokrétiibb [61, 77]. Az ipar legnagyobb mennyiségben a
random metil-B-CD-t és a hidroxipropil-B-CD-t hasznalja fel foként a festékiparban
vizbazisu festékek valamint kiilonféle tisztitdo és kozmetikai szerek eldallitasara [78].
Bizonyos komponenseket ipari szennyvizekbdl CD gyantdkkal tavolitanak el, az
¢élelmiszeriparban pedig kiilonféle aromak vizoldhatobb és stabilabb B-CD komplexeit
alkalmazzak [79].

A gyogyszeriparban foként a kedvezdtlen farmakokinetikai tulajdonsagokkal rendelkez6
hatéanyagok molekularis kapszulazasara alkalmazzak a CD-ket. A CD komplexben 1évo
hatéanyag szdmos elényos tulajdonsdgra tehet szert: javulhat oldhatosaga, bioldgiai
egyéb mellékhatasok kialakulasat, valamint a gyogyszerek iz- és szagfedésére is
alkalmasak lehetnek [61, 80]. Néhany CD (a nativ o-, B-, és y-CD valamint a
hidroxipropil- B-CD) mar hivatalos az eurdpai, amerikai és japan gyogyszerkdnyvben, az
élelmiszeriparban pedig segédanyagként keriilnek felhasznalasra. Ujabban pedig
hatéanyagként is megjelentek a gyodgyitdsban, a Sugammadex (Bridion®) néven az

anesztéziaban [81] és a Niemann-Pick C betegség kezelésében [82].
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Az analitikai kémia teriiletén a CD-ket kiralis felismerdképességiiknek koszonhetéen
elsdsorban az enantioszelektiv kromatografidban ¢és a kirdlis elektroforetikus

technikakban hasznaljak.
1.4.4 A ciklodextrin-komplexek analitikaja

A CD-k zarvanykomplex-képzése kismolekulakkal olyan folyamat, amely fizikai-kémiai
paraméterekkel  torténd  jellemzése elméleti ¢€s  gyakorlati  (analitikai  ¢és

gyogyszerformulalasi) szempontbol egyarant fontos.
1441 A komplexképzodés egyensulyi leirasa

A G vendégmolekula és a CD egyensulyi reakcidjaban 1étrejovo szupramolekularis

komplex kialakulasat az alabbi egyenstlyi reakcio és egyenlet irja le altalanosan,
_ [G p 'CDq]

" [G]°[cD]*

ahol p és q az Gsszetevok sztochiometriai egylitthatoi [62]. A K stabilitasi (képzédési,

pG+qCD = G,.CD, (1)

kotddési, asszociacids) allandd a komplexkémiai gyakorlatban a termodinamikai
aktivitasok helyett az egyensulyi koncentraciokkal definialt latszolagos allando, amely
adott koriilmények (oldoszer(elegy), pH, ionerdsség, hdmeérseklet) kozott érvényes.

Az egyes komponensek analitikai (totdl) koncentracidja és az oldatban jelenlevd
részecskefajtak egyensulyi koncentracioi kozott az anyagmérleg-egyenletek teremtenek
kapcsolatot, az alabbi mdédon:

¢; =[G]+[G-CD]+[G-CD,]+2[G, -CD]+...

_[GIA+[CDI(K, + K [CD]+ 2K, (G + )} 2

Cep =[CD]+[G-CD]+2[G-CD,]+[G, -CD]+...

= [CD]L+[G](Ky; + 2K,[CD]+ K,,[G]) +...)} ®)
A komplexstabilitas kvantitativ vizsgalatara azok a modszerek alkalmasak, melyekben a
komplexképzodés foka egyértelmii kapcsolatba hozhatdo egy mérhetd fizikai-kémiai
paraméter valtozasaval (spektrometrids titralasoknal) vagy koncentraciovaltozassal
(potenciometrias titralas vagy fazis-oldhatosagi vizsgalat soran) [83]. A stabilitasi
allandok meghatarozasa csak egyensulyi modell ismeretében, vagy annak feltételezésével

lehetséges, ezért a sztochiometria vizsgalataval kezdjiik a kisérleti moddszerek

attekintését.
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1.4.4.2 A komplexek sztéchiometriajanak meghatdrozasa

A CD és egy vendégmolekula komplexképzési reakciojaban oldatfazisban leggyakrabban
1:1 moélaranyu zarvanykomplex alakul ki, de ismertek G-CD, [62, 84] és G,-CD[61]
Osszetételi komplexek is. A koncentracioviszonyoktol fiiggéen eléfordulhat, hogy akar
tobbféle komplex egyidejli jelenlétével is szamolni kell az egyensulyi elegyben. A
komplexek kozvetlen és gyors azonositasa tomeg/toltés aranyuk mérésén keresztiil a
kiméletes ionizaciot megvaldsitd elektrospray ionizéacids tomegspektrometriaval (ESI-
MS) lehetséges [85]. Adott ESI-MS mérési koriilmények kozott a kiilonbozoé osszetétell
CD-komplexek disszociacio nélkiil keriilhetnek az oldatfazisbol a nagyvakuumba, ahol
tomeg/toltés aranyuk alapjan lehet6ség nyilhat kozvetlen detektalasukra [86]. Figyelembe
véve az ESI-MS detektalasi koriilményeit, fontos fliggetlen modszerrel is
megbizonyosodni arrdl, hogy a gézfazisban detektalt komplex valdban jelen volt-e az
oldatban ¢és nem a deszolvatacid sordn keletkezett a tomegspektrométerben. A
potenciometrids vagy spektroszkdpias titralas és a fazis-oldhatosagi vizsgalat indirekt
bizonyitékot szolgéltat a feltételezett sztochiometria helyességére. A tovabbiakban a
munkank sordn is haszndlt magneses magrezonancia spektroszkdpids modszereket
mutatom be.

Egy NMR-aktiv mag (pl. tH vagy *C) mért kémiai eltolodasat (6) a kovetkezd egyenlet
irja le:

§=""Te 10° )
Vo

ahol v a kivalasztott magnak, wer egy (nullanak valasztott) refenciaanyag ugyanolyan
atommagjanak a rezonanciafrekvencidja [Hz], w a spektrométer mérési alapfrekvencidja

[MHz]. A komplexképzddés hatasainak vizsgalatahoz jelolje 5. a vendégmolekula i.
magjanak kémiai eltolodasat CD tavollétében. Ha a vendégmolekula CD hozzdadédsara
zarvanykomplexet képez, megvaltozik az i. mag kémiai kornyezete és igy a lokalis
elektronstirtisége, spektrumjele tehat (valamilyen mértékben) eltolodik. A megvaltozott
5% kémiai eltolodas két "hatarérték”, a S% és az 1:1 komplexekre jellemzé &%,
moltortekkel sulyozott 6sszege:

5% = Xe5ie + XG~CD5iG-CD (5)
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A kémiai eltolodas megvaltozasat a AS®' = 5% — 5, komplexképzddési eltolodasnak
nevezhetjik [70, 87, 88] hatarértéke ASC' =i —O0n a telies  (100%)
komplexképzddésnek megfeleld jel-eltolodast szamszerGsiti. A kémiai eltolodasok (5)

egyenlet szerinti atlagolddasa akkor kovetkezik be, ha a komplexképzddés, mint pszeudo-

elsérendii reakcid pillanatszer(i gyorsasaggal végbemegy a "kémiai eltolodas idoskalan"
k >> ASS' -v, [89]. Azokban az esetekben amikor 1:1-t81 eltéré sztdchiometriaj

részecskefajtak is keletkeznek az egyensulyi elegyben a (5) egyenlet tovabbi tagokkal
béviil. Ezzel analég definiciok ( 825, O cp, AG T, ASSP) vezethetdk be a CD spinjei
jel-eltolodasanak leirasara is.

Az NMR titralasokat tobbféle kisérletterv szerint végezhetjiik [89]. A sztdchiometria
vizsgalatara még ma is leggyakrabban Job modszerét alkalmazzak [90, 91], melynek
alapja a mérhetd A5®' valtozé és a komplex koncentraciéja (moltdrtje) kozti egyenes
aranyossag ami az (5) egyenletbdl levezethetd. Ennek meghatarozasahoz olyan

oldatsorozatot készitiink, amelyben a vendég- ¢és gazdamolekulak analitikai

kis 1épésekben 0 és 1 kozott. Ha az X - A5 értékeket X fiiggvényében abrazoljuk
szélséértéket kapunk a G - CD,, komplexnek megfelelé X; = p/(p +q) abszcisszanal.
Olyan esetekben, amikor tobb komplex egyiittes képzddésével kell szamolni, a modszer
csak a legnagyobb koncentracioban jelen levé(k)re adja meg az atlagos Osszetételt és a
sz€ls6érték helyzetének bizonytalansaga is nagyobb lesz [92].

Az NMR spektroszkopiaval végzett sztochiometria-meghatarozas egyik nagy elénye,
hogy a Job analizist a vendégmolekula tobb megfigyelt (vagy akar mindegyik) szénkotésii
protonjara is elvégezhetjiik, igy tobb fliggetlen adatsorb6l vonhatunk le
kovetkeztetéseket, és erdsithetjiik meg a komplex(ek) sztochiometridjat. A modszer
tovabbi elénye, hogy a masik reakciopartner (pl. CD-Kk) oldalardl is vizsgalhatjuk a
komplexképzddést, ekkor az X - AGC"' szorzatokat brazoljuk X., fiiggvényében és

a szélsoérték abszcisszaja a CD-re vonatkoz6 atlagos Osszetételt adja meg.
1.4.4.3 A komplexstabilitasi allandok meghatdrozasa NMR titraldassal

A Komplexstabilitas vizsgalatara hasznalt modszerek koziil legsokoldalubban az NMR-

spektroszkopia alkalmazhat6 [89], hiszen a vendégmolekula spinjeinek kémiai
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eltolodasan til relaxécios tulajdonsagaik vagy a diffizids egyiitthatdé CD jelenlétében
bekdvetkezd valtozasa is nyomon kovetheté modern NMR pulzusprogramok (DOSY)
hasznalataval. Az esetek dontd tobbségében mégis a kémiai eltolodasvaltozasabol
torténik a stabilitasi allandok kiszamitasa, mivel ez a legegyszeriibben és legpontosabban
mérhetd spektrumparaméter, bizonytalansaga a nagyteri (> 400 MHz) szupravezetd
magneseken minddssze +0,005 ppm [89] vagy még ennél is kisebb hibaérték. A
modernebb miszerek novekvé térerejének koszonhetd érzékenységnovekedés - amely
hiitott elektronikajt mérdfejjel (cryoprobe) még tovabb fokozhato - nemcsak az *H NMR
titralasok gyorsabb és/vagy kisebb koncentracional valo elvégzését teszi lehetévé, hanem

akar °C magok kémiai eltolodasanak kovetését is [83].

crer
crer

crer

dinamikus tartomanya szabta hatarig (a vendégmolekula jeleinek detektalhatosaga a
megnovekedett CD-jelek mellett). Ertékeléskor minden titralasi pontban regisztraljuk a
vendégmolekula szénkétésii protonjainak 6 kémiai eltolodasat, illetve szamitjuk annak
AS®' megvaltozasat. Az igy kapott AJS®' versus c., adatsorok (titralasi gorbék)

mindegyike az alabbi modellfiiggvénnyel illeszthetd, ha kizardlag 1:1 komplex képzddik

az oldatban:

G,
Aé‘G,i — 5G’i _5(I; — Aé‘oo K[CD] (6)
1+ K[CD]

Ha a CD nagy feleslegben van jelen, alkalmazhatjuk a [CD] = c., kozelitést, altalanos
esetben a [CD] a (2) és (3) anyagmérleg-egyenletek megoldasaval szamithato ki. Az 1:1
komplexképzés specialis esetére [CD] analitikusan is kifejezhet6 az 6sszkoncentraciokkal

[70], de szamitasahoz sziikség lesz a K stabilitasi allandora (vagy az iteraciok kezdetén

legalabb a becslésére) is:

ASS {cG +Cop+ K™ = \/(CG +Cop + K™)? —4c.Cep }
2Cq

AS® =5%" -6 = ()

ASS" értéke elvileg leolvashato a telitési gorbe "platojaként”, de ennek eléréséhez
sziikséges nagy CD-koncentraciokig a gyakorlatban nem igazan tudunk eljutni. Illyen

esetekben a K allandd és a AS®' hatareltolodas értékét legpontosabban nemlinearis
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paraméterbecsléssel adhatjuk meg titralasi gorbébdl [89]. A kiilonbozé | magok titralasi
gorbéibol kapott egyensulyi allandok gyakran kismértékben eltérnek (abban az esetben
ha ez jelentds, megkérddjelezheti a feltételezett 1:1 sztochiometria helyességét [93]), de
a titralasi gorbék szimultdn regresszidjaval pontosabb és kisebb szorasu allandot
kaphatunk. Azokban az esetekben, amikor az oldatban egyidejiileg 1:1 és 1:2 komplexek
vannak jelen, a komplexek stabilitasi allandéinak egyiittes meghatarozasara csak tobb
mag adatsoranak szimultan illesztésével van lehetség (“globdlis analizis™ [83]), ami
tovabbi matematikai-statisztikai problémakat is felvet [94-96]. A (6) egyenlet kiilonb6z6
linearizalt formai csak megfelel6 sulyozassal adnak K-ra torzitatlan eredményt [89],
viszont ha a transzformalt pontok egy egyenesre esnek az az 1:1 sztdchiometria
érvényességét mutathatja [86]. Altalaban 10 és 10* kozé esd stabilitasi allandot lehet
NMR titralassal meghatarozni, valamint a maximalis pontossag elérésére célszerl(i olyan
CD koncentracidtartomanyt valasztani, ahol a komplex moltortje 0,2 és 0,8 kozé esik
[89]. Az irodalomban fentickkel analog modon a CD, illetve mindkét reakciopartner
kémiai eltolodasainak valtozasabol is taldlunk példat egyensalyi allando(k)

szamitasara [83].
1.4.4.4 A CD-komplexek szerkezeti jellemzése NMR modszerekkel

A CD-komplexek atomi felbontasi szerkezetét szilard fazisban egykristaly-
rontgendiffrakcioval [97], oldatfazisban NMR spektroszkopiaval lehet jellemezni [93,
97], de molekulamodellezést (kvantumkémiai modszereket) is egyre gyakrabban
alkalmaznak erre a célra [95, 98].

'H NMR esetén a szerkezeti informacié legegyszeriibb forrasat a reakcidpartnerek
kiilonb6zo konstiticids helyzetli protonjainak A komplexképzodési eltolodasai (vagy
A0, hatéreltolodasai) adjak meg. A nativ CD-kben H3 és H5 az apolaris iiregben, a tobbi
metinproton viszont a konusz kiils felén helyezkedik el (11.a. abra). A H3 és HS jelentds
kémiai eltolodas csokkenése bizonyitja a vendégmolekula m-elektronokban gazdag
részletének a CD iiregbe keriilését, tehat az inkluzidos komplex létrejottét [93, 99].
Hasonloan, a vendégmolekula egyes protonjai esetén ha a tobbinél nagyobb (abszolut
értekll) As mérhetd, ez az ¢érintett molekularészlet kiemeltebb szerepére utal a
komplexképzésben [100]. Bar a szakirodalomban szamos szerzé ebbdl a molekularészlet

CD iiregébe illeszkedésére is kovetkeztet [68, 95], mégis Ovatosan kell eljarni a
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kovetkeztetések levondsa soran, mivel a kémiai eltoldodas kozvetett okokbodl is

megvaltozhat, ami példaul a vendégmolekula térszerkezet-valtozasa miatt is

bekovetkezhet.
A
H
4 S
/
H—C, H— cl:3
C C,
Ny /
H H— (l:s
R
O
\

11. abra. a) A nativ CD-k metinprotonjainak sematikus elhelyezkedése; b) Kalium-helvolat (szteroid) és

B-CD 1:2 komplexére ROESY térkozelségek alapjan ajanlott szerkezeti modell [84]

A As értékkel szemben sokkal bizonyosabb szerkezeti kovetkeztetések vonhatok le az
un. mag Overhauser hatas (NOE) mérésével [101], amelybdl protonok térkdzelségére
nyerhetiink informéciot, kalibralas utan akar kvantitativ médon is. A mérés soran egy
protonok jelén is intenzitasvaltozast okoz dipolaris keresztrelaxacio utjan. Ez az effektus
rovid hatétavolsag (< 5 A), és a protonok tavolsaganak hatodik hatvanyéaval forditottan
aranyos. Az intramolekularis NOE a CD spinjei kozott kiilon a CD (komplexbeli)
geometriajarol, a vendégmolekula protonjai kozott pedig kiilon utdbbinak a
(komplexbeli) térszerkezetérdl ad tajékoztatast. Rendkiviil értékesek az intermolekularis
NOE keresztcsicsok, amelyek molekula térkozelségeket, mint (fél)kvantitativ
kényszerfeltételeket rogzitenek a CD és vendégmolekula egyes protonjai kozott, igy
lehet6vé téve részletes geometriai modell megalkotasat is. A CD H3 és H5 protonjainak
dipolaris keresztcstcsaival példaul azonosithatjuk, hogy a komplexképzésben részt vevo
vendégmolekulanak pontosan mely molekularészlete, milyen ,,mélyen” és akar melyik
iranybdl kertilt a CD iiregébe (1asd pl. 11.b. 4bra).

A NOE mérésére szolgalo kiilonféle pulzusprogramok [101] kozti dontést befolyasolja a
szupramolekularis komplex ,,forgasanak” korrelacios ideje (). Ez azt jelenti, hogy 500-

600 MHz-es protonfrekvenciaju (an) késziiléken pozitiv NOE-t (gyors mozgas, oz >>

1) kb. 1 kDa alatti, negativat (anze << 1) pedig csak joval 5 kDa f6l6tti moltomegii
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vegyiiletekre varhatunk. Mivel az 1:1 CD-komplexek moltomege altalaban az dtmeneti
tartomanyba esik, itt a NOE eldjelet valt, ezért az 1D vagy 2D NOESY spektrumok alig
tartalmaznak  intermolekularis  keresztcsticsokat.  llyen  esetben a  forgd
koordinatarendszerben értelmezett Overhauser spektroszkopiat (ROESY) érdemes
hasznalni, mivel a keverési id6 (mixing time) alatt nem a z tengely mentén, hanem egy
X,y-komponenseket is tartalmazo effektiv tengely mentén (és a spektrométer an-tol eltérd
et frekvencianal) torténik a keresztrelaxacid, igy ROESY 1D és 2D spektrum
felvételekor gyakorlatilag tetszéleges molekulaméretre detektalhatunk mag Overhauser
novekményeket. A 7z az oldat viszkozitasaval szintén befolyasolhatd, ndvelésével
lassithaté a molekularis forgas.

A bemutatott A vagy NOE alapt szerkezetvizsgalatok alapfeltétele, hogy a CD jol
megkiilonboztethetd, éles jeleket adjon. A nativ vagy perszubsztitualt CD-k a szimmetria
miatt néhdny egyszerli jelcsoportot adnak, amelyek egyértelmiien szénkotésii
protonokhoz  rendelheték [93]. Az izomertiszta, —monoszubsztitualt CD-k
jelhozzarendelése a szimmetria megsziinése miatt sokkal bonyolultabb, de bizonyos
esetekben megfeleld mérési koriilmények kozott, kombinalt méréstechnikak altal
elvégezhetd, és intermolekuldris NOE vizsgalatok Gtjan részletes 3D térszerkezeti modell
megalkotésa is lehetséges [98]. Mivel a random szubsztitualt CD-szarmazékok (CD-
1izomerkeverékek) 1igen sokféle kémiai kdrnyezetli metilén- és metinprotont tartalmaznak,
igy a 3-4, valamint a 4,5-5 ppm tartomanyokban zstufolodo, atfedd, széles multiplettjeikre
mutatd intermolekularis NOE-k csak a komplexek durvabb ,.felbontasu”, kozelitd

szerkezeti leirasat teszik lehetévé [68].
1.4.45 Cirkularis dikroizmus elméleti alapjai

Kiralis molekulak esetén optikailag aktiv kdzegben a jobbra és balra cirkulalo
fénykomponenseknek nemcsak a terjedési sebessége tér el, hanem azok abszorbanciaja
IS. Ezt a jelenséget cirkularis dikroizmusnak nevezziik, amelynek oka a fénykomponensek
¢s az anyag kozott kialakulo diasztereomer kdlcsonhatas. Ebben az esetben az elektromos
térerdsség vektorok ereddi nem egy egyenesre esnek, hanem ellipszist irnak le. A
1étrejovo elliptikusan polarizalt fény az ellipszis tengelyeivel jellemezhetd, amelyek az
abszorbanciak osszegével, illetve kiillonbségével egyenldk (em + ep és em — ep) (12. abra).

Az ellipticitast (¥ [fok]) a kis és nagy tengely hdnyadosanak arcus tangensébdl kapjuk
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meg, amely ardnyos a koncentracioval (¢ [g/ml]), az abszorbancia kiilonbséggel (Ag) és a

rétegvastagsaggal (| [dm]) (12. abra).

£y —Ep

S.t! + HP

W =lkonst-c-1-Ag = arctg

12. abra. Az optikailag aktiv kdzegben elliptikusan polarizalt fény és az ellipticitas

A detektalhato ellipticitashoz nem elegendd, ha a molekula kiralis (optikailag aktiv),
egyuttal a mérési tartomanyba esd abszorpcidval rendelkezd csoport megléte is
elengedhetetlen. Centralis kiralitas esetén akkor a legintenzivebb a cirkularis dikroizmus
jel, ha a kiralitadscentrum a kromofor csoport része. Akkor is mérheto6 ellipticitas, ha nem
kiralis a kromofor, viszont a kiralitascentrum elég kozel helyezkedik el a kromoforhoz,
igy az kiralisan ,,zavarja”, perturbalja. Ilyen esetekben kirdlisan perturbalt kromofor
csoportokrol beszéliink [102-105].

Emellett a cirkularis dikroizmus mérésével a zarvanykomplexek stabilitasi allandoi is
meghatarozhatok, valamint szerkezeti informaciét is szolgaltathat, pl. a CD-k

molekulakomplexei esetében is [106, 107].
1.4.4.6 Fazis-oldhatosag Vvizsgalat

Az egyik legszéleskoriibben alkalmazott médszer CD komplexek stabilitasi allandoinak
meghatarozasara a Higuchi és Connors altal kidolgozott fazis-oldhatdosagi vizsgalat [83].

Ennek soran feleslegben, azonos mennyiségii szilard vendégmolekulat juttatunk

crer

crer
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srer

tengelymetszetének értékébol (So-intrinsic oldhatosag) a stabilitasi allandd kiszamithato
[83, 108, 109]. Tovabbi elénye, hogy a tengelymetszet megadja a vendégmolekula

intrinsic oldhatésagat (So) komplexképz6t nem tartalmazo oldoszerben.
1.4.4.7 Kirdlis kapillaris elektroforézis (CE) alapjai

Az elektroforézis technika Iényege, hogy az ionizalt részecskék az elektromos térerd
hatasara az ellentétes polaritasu elektrod felé mozdulnak el, az elvalasztas a részecskék
eltér6 elektroforetikus mozgékonysagan (mobilitas, u) alapul [110]. A kiralis anyagok
kapillaris elektroforézissel torténd elvalasztasanal kiralis szelektort kell a pufferhez
adagolni. A kiralis vegyiiletek enantiomerjeinek toltéssiriisége megegyezik, igy azok
elektroforetikusan nem lennének elvalaszthatok. Ezért sziikséges egy kiralis szelektor,
mellyel az enantiomerek sztereoszelektiv kolcsonhatasba 1épnek és ennek kovetkeztében
torténhet meg az enantiomer elvalasztas. Az oldott kiralis szelektort pszeudo-all6fazisnak
is nevezik, mivel az enantiomerek véandorlasi sebessége kiillonboz6 szabadon és
ideiglenesen képz6dott asszociatumként.

Az enantiomerek mozgékonysag kiillonbsége (Au) az alabbi egyenlettel szamithatd ki
[111]):

:Uszabad + :ukaxR KRC _ Hszabad + :ukplxs KSC
1+KiC 1+K,C ®)

Au=pg = g =

LR €és us az enantiomerek effektiv mozgékonysagai, Kr és Ks a szelektor-enantiomer
komplexek stabilitasi allanddi [M™], uszabad €s tapix @ szabad és a szelektorhoz kotott
enantiomer effektiv mozgékonysdgai, C a pufferben oldott kiralis szelektor
koncentracioja [M].

A szabad enantiomerek mozgékonysaga megegyezik (urR=us=(szabad). AZ enantiomer
elvalasztashoz sziikséges, hogy a két enantiomer komplexének mozgékonysaga eltérd
legyen (ukpixr # ukpixs). Abban az esetben, ha az enantiomerek mind szabad, mind
komplexalt formdban semlegesek, vandorlasi sebességilk megegyezik az
elektroozmotikus aramlas (EOF) sebességével, vagyis nem tapasztalhaté elvalas
fiiggetlentil a két enantiomer komplexstabilitasi alland6ja kozotti kiilonbségtdl. A szabad
¢s komplexalt forma kozotti mozgékonysag kiilonbség a kdlcsonhatas erdsségétdl fiigg.
Amennyiben ellentétes toltésli a szelektor és az elvalasztandé anyag, ionos kdlcsonhatas

is erGsitheti az interakciot [112, 113].
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2 Célkituzések

Munkénk sordn célul tiiztiik ki a Dpx kémiai és analitikai jellemzését kiilonds tekintettel
a hatéanyag szintézisének, bomlasi tulajdonsagainak illetve ciklodextrinekkel kialakitott

kolcsonhatasainak a vizsgalatara.

Célként fogalmaztuk meg a Dpx szintézise soran keletkezé melléktermék izolalasat,
szerkezetmeghatarozasat és képzdodésének kémiai magyarazatat, amely nagymértékben
hozzéajarulhat a hatdéanyag szintézisének optimalizalasahoz, a kritikus paraméterek
monitorozasahoz, a gyartasi szennyezOprofil bovitéséhez. Megfelelé analitikai
modszerek felhasznaldséval ezen szennyezOk kimutatdsa és mennyiségi meghatirozasa

biztositja a gyogyszerkészitmény megfeleld mindségét €s a kezelés biztonsagat.

A hatéanyagok bomlastermékeinek meghatarozasa és képzOodésik magyarazata
hozzédjarulhat a gyogyszerkészitmény stabilitdsi problémdinak megoldasahoz, igy
eltarthatosdganak €s biztonsagos alkalmazhatdsdganak fenntartasahoz. Tovabbi célunk
volt tehat a Dpx ezidaig alig tanulményozott bomlasanak vizsgalata, a bomlastermékek
szerkezetmeghatarozasa, illetve keletkezésiilk magyarazata. Mivel a kémiai bomlasi
folyamatok a hatéanyag in vivo metabolizmusaval is gyakran parhuzamba allithatok, igy
az Ujonnan azonositott bomlastermékek toxikologiai kérdéseire és kimutatasi illetve

meghatarozhat6sagi lehetdségeinek fontossagara is felhivhatjak a figyelmiinket.

Célunk volt tovabba a Dpx nativ CD-kel kialakitott komplexeinek részletes
tanulmanyozasa ortogonalis analitikai technikdk (NMR, cirkuléris dikroizmus/UV
spektroszkopia, tomegspektrometria és fazis-oldhatosagi vizsgalatok) segitségével. Ezen
eredmények felhasznalasaval terveztik egy 0j, izomertiszta per-karboximetil-y-CD-
szarmazék pH-fiiggd kiralis elvalasztoképességének vizsgalatat zonaelektroforézissel,

melyben a Dpx-t és aktiv metabolitjait modellvegyiiletként hasznaltuk fel.
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3 Modszerek

Ebben a fejezetben a felhasznalt vegyiiletek ¢és az alkalmazott analitikai mddszerek

bemutatasa mellett a vegyiiletek szintézisét is ismertetem.

3.1 Felhasznalt vegyszerek

A szintézishez hasznalt reagens minéségli vegyszereket a Simga-Aldrich-tdl rendeltiik,
¢s tovabbi tisztitds nélkiil hasznaltuk. A nyerstermékek tisztitdsara standard flash
oszlopkromatografiat (Kieselgel 60, Merck, 40-63 um), valamit pereparativ. VRK-t
(Kieselgel 60 Fass rétegvastagsag: 1 mm, méret: 10/20 x 20 cm) alkalmaztunk. A
reakciok menetét és az oszlopkromatografiasan gyijtott frakciok egységességét VRK-val
(Silica gel 60 F254 aluminiumlemezen, Merck) kovettiik.

Az analitikai és LC-MS mérésekhez HPLC mindségii metanolt (Merck, Darmstadt,
Németorszag) hasznaltunk. A méréseink soran a Millipore Milli-Q Direct 8 (fajlagos
vezetdképesség: 1,1 uS cm™?) viztisztitoval eldallitott vizet hasznaltuk.

Az NMR mérésekhez nehézvizet (VWR International Kft.), CD3OD-t, CDCls-ot (Sigma-
Aldrich és VWR International Kft.) és CD3COOD-t (Cambridge Isotope Laboratories
Inc.) hasznaltunk, melyeknél a deutériumtartalom minden esetben 99,8% feletti volt.

A felhasznalt ciklodextrinek (B-, y-, RAME-y-, és ODMCM-y-CD) analitikai
tisztasdguak, voltak melyeket a Cyclolab Kft-tdl (Budapest, Magyarorszag) kaptunk.

3.2 Dapoxetin és metabolitjainak elallitasa

Az analitikai vizsgalatainkhoz az altalunk eldallitott racém és enantiomertiszta Dpx-t
illetve a racém Dpx metabolitokat hasznaltuk fel. Az enantiomertiszta Dpx eldallitdsahoz
kereskedelemben kaphatd enantiomertiszta kiinduldsi vegyiiletet hasznaltunk fel. A

vegyiiletek szintézisét a 13. abran foglaltam Ossze.
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13. abra. A dapoxetin és aktiv metabolitjai eldallitasanak Osszefoglalasa és a dolgozatban hasznalt
szamozasuk

3-amino-3-fenilpropionsav (17)

Etanolban (100 ml) oldottunk malonsavat (60,4 mmol), ammonium-acetatot (80,4 mmol)
¢és benzaldehidet (16) (60,0 mmol) majd a reakcioelegyet 22 6ran at forraltuk. Fehér
csapadékos oldat keletkezett, melyet hiités utan sziirtiink, majd etanollal (25 ml) és Et,O-
rel (20 ml) mostunk. Levegdn valo szaritas utan 4,2 g, (42 %) fehér kristalyt (17) kaptunk
(13. &bra).

IH NMR (600 MHz, D;0), 8(ppm): 7,34-7,40 (m, 5H, CeHs), 4,54 (m, 1H, ArCH),
2,81 (M, 1H, ArCHCH,), 2,71 (m, 1H, ArCHCH,).

13C NMR (150 MHz, D;0), 8(ppm): 40,41; 52,69; 126,87; 129,21; 129,24; 135,96;
177,19;

3-amino-3-fenilpropan-1-ol (18)
Nitrogén-atmoszféra alatt bemértiink 3-amino-3-fenilpropionsavat (17) (5,6 mmol) és
vizmentes THF-t (20 ml). A keletkez6 szuszpenziot 0°C-ra hitottiik, majd intenziv
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kevertetés kozben részletekben LiAlHs-et (18,4 mmol) adtunk hozza. 2 éran at tartd
forralds utan a reakcié végbemenetelét VRK-val ellendriztiik. Hitést kovetden a reagens
hidrid feleslegét cseppenként adagolt vizzel bontottuk el. Az intenziv gazfejlédést
kovetden sziirke szuszpenzio keletkezett, amit celiten sziirtiink és EtOAc-tal mostunk. A
szerves fazist NaSOg-on  szaritottuk, majd beparoltuk. A  nyersterméket
oszlopkromatografiasan tisztitottuk MeOH-t hasznalva eluensként, igy 0,785 g, (91 %)
sarga olajszerii anyagot (18) kaptunk, mely késobb kristalyosodott (13. abra).

IH NMR (600 MHz, CDCls), §(ppm): 7,37-7,22 (m, 5H, CeHs), 4,11 (t, 1H, J = 5,59 Hz,
ArCH), 3,78 (t, 2H, J=5,39 Hz, ArCHCH,CH>), 2,77 (s, 3H, NH2és OH), 1,92—
1,85 (m, 2H, ArCHCH)>)

13C NMR (150 MHz, CDCls), 8(ppm): 146,0; 128,5; 127,0; 125,6; 61,7; 56,0; 39,6;

3-(N,N-dimetilamino)-3-fenilpropan-1-ol (19)

Bemértiink 3-amino-3-fenilpropropan-1-olt (18) (23 mmol), hangyasavat (4 ml) és
formaldehidben (25 ml) oldottuk. A reakcidelegyet 18 oran at forraltuk, majd lehiilés utan
2 M HCI-dal a pH 1-re allitottuk, mely soran sarga csapadék valt ki. A csapadékos oldatot
Et20 (2 x 5 ml) extrahaltuk, a vizes fazis pH értékét 2 M NaOH-dal pH 14-re allitottuk,
mely soran ismét sarga csapadéklevalast tapasztaltunk, a szuszpenzids oldatot EtOAc-tal
(3x 6 ml) extrahaltuk. Az egyesitett szerves fazist NaxSOs-on szaritottuk, majd
beparoltuk. A kapott  nyersterméket = EtOAc:MeOH (9:1)  eluenssel
oszlopkromatografiasan tisztitottuk és végiil 1,92 g, (74 %) sarga olajszer(i anyagot (19)
kaptunk (13. abra).

IH NMR (600 MHz, CDCls), 3(ppm): 7,38-7,17 (m, 5H, CeHs); 3,86-3,80 (m, 2H,
ArCHCH,CHy): 3,74 (dd, 1H, J = 10,49 Hz, J = 3,77 Hz, ArCH); 2,47-2,34 (m, 1H,
ArCHCH,); 2,18 (s, 6H, N(CHa)2); 1,71-1,62 (m, 1H, ArCHCH,);

13C NMR (150 MHz, CDCls), 8(ppm): 136,1; 128,8; 127,9; 127,4; 70,1; 63,4: 41,0; 32,1;

N,N-dimetil[3-(naft-1-iloxi)-1-fenilpropil]amin (3) ((R/S)-Dapoxetin)

Nitrogén-atmoszféra alatt bemértiink 3-(N,N-dimetilamino)-3-fenilpropan-1-olt (19)
(5,6 mmol), 1-naftolt (11,8 mmol) és vizmentes THF-ban (80 ml) oldottuk. Az oldatot
0°C-ra hiitottiik €s hozzaadtuk a trifenil-foszfant (11,7 mmol) és DIAD-ot (11,2 mmol).
A reakcioelegyet nitrogén-atmoszféra alatt, szobahdmérsékleten 3 napig kevertettiik. A

nyersterméket szilikagéllel oszlopkromatografidsan tisztitottuk. A tisztitdst EtOAc
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eluenssel kezdtik, majd a MeOH térfogatardnyat folyamatosan ndveltik 10 %
MeOH/EtOAc eluens 0Osszetételig. Nem értiink el megfeleld tisztasdgot, igy ujabb
oszlopkromatografias tisztitast végeztiink 5 % MeOH/CHCIl; eluenssel. Végiil 0,85 g,
(50 %) szintelen, olajszerii terméket (3) kaptunk (13. abra).

HRMS (ESI): C21H2NO [M+H]*  szémitott: 306,1852 mért: 306,1842.

IH-NMR (600 MHz, CDCls), 6(ppm): 8,23 (dm, 1H, J = 6,9 Hz, H15); 7,77 (dm, 1H,
J=6,9 Hz, H12); 7,47 (m, 1H, H13); 7,46 (m, 1H, H14); 7,37 (d, 1H, J = 8,26 Hz, H11);
7,31 (M,2H, H6 és H6); 7,28 (M, 1H, H10); 7,27 (m, 2H, H5 és H5°); 7,26 (m, 1H, H7);
6,64 (d, 1H, J = 7,6 Hz, H9); 4,06 (m, 1H, H3); 3,90 (m, 1H, H3); 3,60 (dd, 1H, J = 9,3;
5,4 Hz, H1): 2,63 (m, 1H, H2); 2,27 (m, 1H, H2); 2,25 (s, 6H, H19 és H19°).

13C NMR (150 MHz, CDCls), d(ppm): 155,3 (C8); 140,2 (C4); 135,1 (C17); 129,3 (C5
és C5); 128,9 (C6 és C6%); 128,1 (C12), 128,0 (CT7); 127,0 (C13); 126,5 (C10);
126,3 (C16); 125,7 (C14); 122,7 (C15); 120,7 (C11); 105,2 (C9); 68,3 (C1); 66,3 (C3);
43,5 (C19 és C19°); 33,7 (C2).

Az enantiomertiszta (S)-Dpx-t a bevezetd rész 5. abrajan bemutatott reakcioutvonal
alapjan allitottuk el a kereskedelemben beszerezhetd enantiomertiszta (R)-3-klor-1-

fenil-propan-1-ol felhasznalasaval [26].
(S)-Dpx szintézise

(R)-3-(1-naftiloxi)-1-fenil-propan-1-ol (1)

Nitrogén-atmoszféra alatt NaH-et (2,9 mmol) szuszpendaltunk vizmentes DMF-ben
(2,3ml). A fehér szuszpenziét 0°C-ra hitottiik, majd heves pezsgés kiséretében
cseppenként hozzaadtunk vizmentes DMF-ben (2,3 ml) oldott 1-naftolt (2,9 mmol). A
keletkez6 z61d szuszpenzidhoz 2 ora elteltével hozzaadtunk vizmentes DMF-ben (4,6 ml)
oldott (R)-3-klor-1-fenil-propan-1-olt (3,1 mmol). A s6tétbarna szuszpenzids oldatot egy
¢jszakan at szobahémérsékleten kevertettiik, a reakcid végbemenetelét VRK-val
ellendriztiik (n-hexan:EtOAc 9:1 eluenssel, kiindulasi anyag R~=0,21; termék Rs=0,14).
10 ml vizre Ontéttiik, majd razotdlesérbe mostuk és EtOAc-tal (3 x 25 ml) extrahaltuk.
Az egyesitett szerves fazist vizzel mostuk (30 ml), NaOH-oldattal (2 x 20 ml, 1 M)
extrahaltuk, majd a szerves fazist vizzel (2 x 30 ml) mostuk, Na,SOs-on szaritottuk,

szurtlik, beparoltuk. 0,84 g nyerstermékhez jutottunk, melyet oszlopkromatografiaval

36



DOI:10.14753/SE.2017.2042

tisztitottunk n-hexan:EtOAc (9:1) eluenssel, igy 0,58 g, (70,2 %) barna olajszerii anyagot
(1) kaptunk.

HRMS (ESI): C21H2sNO; [M+Na]* szamitott: 301,1199  mért: 301,1204

IH NMR (CDCls, 600 MHz), & (ppm): 8,29-8,24 (m, 1H); 7,85-7,80 (m, 1H); 7,54-7,48
(m, 2H); 7,47-7,42 (m, 3H); 7,41-7,35 (m, 3H); 7,31 (t, = 7.3 Hz, 1H); 6,81 (d, J = 7,6
Hz, 1H); 5,14 (dd, J = 8,2; 4,9 Hz, 1H, ArCH), 4,38-4,33 (m, 1H, ArCHCH:2CHy), 4,23~
4,18 (m, 1H, ArCHCH.CHy); 2,46-2,39 (m, 1H, ArCHCHy); 2,37-2,30 (m, 1H,
ArCHCHy).

13C NMR (CDCls, 151 MHz), & (ppm): 154,57; 144,30; 134,63; 128,74; 127,84; 127,67;
126,54; 126,00; 125,96; 125.71; 125,40; 121,96; 120,55; 104,93; 72,28; 65,51; 38,65.

(S)-N,N-dimetil[3-(naft-1-iloxi)-1-fenilpropil]amin (3) ((S)-Dapoxetin)

Nitrogén-atmoszféra alatt bemért (R)-3-(1-naftiloxi)-1-fenil-propan-1-ol (1) (2,6 mmol),
EtsN (4,5 mmol) és DMAP katalizator (8,2 umol) THF-0s (10 ml) oldatdhoz 0°C-on
részletekben hozzaadtuk a MsCI-t (3,8 mmol), és 2 éran at kevertettiik, majd dimetil-
amin gazt buborékoltattunk 4t ugyanezen a hdmérsékleten 3 oran at. Szobahdmérsékleten
kevertettiik tovabb 11 o6ran at. A reakcidhoz, végbemenetele utan (VRK-val ellendriztiik,
CH2Cl2:MeOH (10:1) eleggyel) dimetil-amin oldatot (25 ml, 40 %-0s) adtunk és 1 éran
at kevertettiik. Vizmentes NaxSOs-on szaritottuk, sziirtiik, és beparoltuk. A kapott 1,25 g
nyersanyagot szilikagéllel oszlopkromatografiasan tisztitottuk CH2Cl.:MeOH (10:1)
eluenssel, mig wvégil 0,379, (46 %) tiszta végtermékhez (3) jutottunk. A
szerkezetigazolashoz hasznalt HRMS és NMR adatok megegyeznek a racém Dpx
adataival. Az enantiomertisztasagot a kutatécsoportunkban korabban kifejlesztett validalt

kiralis kapillaris elektroforézisen alapul6 eljarassal ellendriztik RAME-y-CD-vel [7].

A dezmetil-metabolitok esetén csak a racém format allitottuk elé (13. abra). A 6
metabolit Dpx-N-oxid szintézisét (S)-Dpx-bdl kiindulva valositottuk meg, melyet az

eredmények fejezetben ismertetiink (19. abra).
Didezmetil-dapoxetin szintézise

Benzil-N-(3-hidroxi-1-fenilpropil)karbamat (20)
Bemértiink 3-amino-3-fenilpropropan-1-olt (18) (3,0 mmol), vizet (3,5 ml) és Na,COz-ot
(3,0 mmol). A keletkezett szuszpenziot 0°C-ra hitéttiik, majd benzil-oxi-karbonil-

kloridot (3,0 mmol) adtunk hozza, és szobahémérsékleten 16 orat kevertettiik. A reakcid
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végbemenetelét VRK-val ellendriztik (MeOH eluenssel), majd a reakcidelegyet
razotolesérbe mostuk és CH2Clo-nal (3 x 20 ml) extrahaltuk. Az egyesitett szerves fazist
Na;SOs-on  szaritottuk, ¢és beparoltuk. A nyersterméket o0szlopkromatografiaval
tisztitottunk n-hexan:EtOAc (1:1) ecluenssel. Végiil 0,562 g, (51 %) fehér kristalyos
anyaghoz (20) jutottunk.

HRMS (ESI): C17H20NO3z [M+H]" szamitott: 286,1438  mért: 286,1431

'H NMR (CDCls, 600 MHz), § (ppm): 7,34-7,26 (m, 10H, Ar); 584 (d, 1H,
NH, J = 7,89 Hz); 5,18-5,06 (m, 2H, BnCH); 4,95 (m, 1H, ArCH); 3,74-3,68 (m, 2H,
ArCHCH2CHy); 3,32 (s, 1H, OH); 2,08-2,01 (m, 1H, ArCHCHy); 1,91-1,83 (m, 1H,
ArCHCHy);

13C NMR (CDCls, 151 MHz), 6 (ppm): 156,3 (C=0); 141,6; 136,1; 128,5; 128,3; 127,9;
127,9; 127,2; 126,1 (12C, Ar); 66,7; 58,8; 52,4; 38,6;

Benzil-N-[3-(naft-1-iloxi)-1-fenilpropil| karbamat (21)

Inert nitrogén-atmoszféra alatt bemértiink benzil-N-(3-hidroxi-1-fenilpropil)karbamatot
(20) (1,5 mmol), vizmentes THF-t (20 ml), ¢és 1-naftolt (2,3 mmol). 0°C-ra hiités utan
hozzaadtuk a trifenil-foszfant (2,3 mmol) ¢és a DIAD reagenst (4,6 mmol). Nitrogén-
atmoszféra alatt szobahOmeérsékleten kevertettiik 3 napig. Beparoltuk, a nyersterméket
oszlopkromatografiaval tisztitottuk CH2Cl> eluenssel. gy 0,150 g, (32 %) barna
kristalyos anyagot (21) kaptunk.

HRMS (ESI): C27H2sNO3 [M+Na]* szamitott: 434,1727  mért: 434,1739

'H NMR (CDCls, 600 MHz), 6 (ppm): 8,22 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 7,78 (d, J = 8,4 Hz, 1H);
7,51-7,27 (m, 14H); 6,69 (d, J=7,2Hz, 1H); 5,62-5,59 (s, 1H); 5,18-5,01 (m, 3H,
ArCH; BnCHy); 4,20-4,05 (m, 2H, ArCHCH2CH>); 2,50-2,39 (m, 2H, ArCHCH>);

13C NMR (CDCls, 151 MHz), § (ppm): 155,9; 154,5; 141,8; 136,7; 134,7; 129,0 (2C);
128,7; 128,3; 127,8; 127,7; 126,6; 126,0; 125,8; 125,6; 122,1; 120,8; 104,9; 67,0; 65,3;
53,7; 36,2;

3-(naft-1-iloxi)-1-fenilpropan-1-amin (14) (didezmetil-Dpx)

Nitrogén-atmoszféra alatt bemértiink 10 % Pd/C (32 mg) katalizatort és 5 ml MeOH-t. A

katalizatort Hz-gazzal telitettiik, majd csepegtet6tolesérbél hozzaadtunk 0,35 mmol 21-
et. Hidrogén-atmoszféra alatt kevertettiik 1 napig, majd celiten sziirtiik, beparoltuk. A
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nyersterméket oszlopkromatografidsan tisztitottuk CH2Cl:MeOH (20:1) eluenst
hasznalva 0,093 mg, (96 %) barnas olajszerii anyagot (14) kaptunk.

HRMS (ESI): C1gH20NO [M+H]*  szamitott: 278,1539 mért:  278,1542

IH NMR (CDCls, 600 MHz), & (ppm): 8,27 (dm, J=7,4 Hz, 1H, H15); 7,80 (dm,
J=7,4Hz, 1H, H12); 7,49 (m, 2H, H14 és H13); 7,41 (t, J = 8,2 Hz, 1H, H7); 7,39 (d,
J=8,3Hz, 2H, H5/5°); 7,34 (m, 3H, H6/6> és HI0); 7,26 (m, 1H, HI1); 6,75 (d,
J=7,5Hz, 1H, H9); 4,36 (t, J=6,9 Hz, 1H, H1); 4,22 (ddd, J=9,4; 6,4; 5,3 Hz, 1H,
H3): 4,09 (ddd, J = 9,4; 7,2; 5,3 Hz, 1H, H3’); 2,34 (dtd, J = 14,3; 7,2; 5,3 Hz, 1H, H2):
2,26 (dtd, J = 14,3; 6,6; 5,2 Hz, 1H, H2’).

13C NMR (CDCls, 151 MHz), & (ppm): 1547 (C8); 146,1 (C4): 1346 (C17):
128,8 (C6/67); 127,6 (C12); 127,3 (C11); 126,50 (C13); 126,49 (C5/5°); 126,0 (C10);
125,8 (C16): 125,3 (C14); 122,1 (C15); 120,3 (C7): 104,7 (C9); 65,7 (C3); 53,8 (CL):
39,1 (C2).

Dezmetil-dapoxetin szintézise

3-(naft-1-iloxi)-1-fenilpropan-1-on (23)

Nitrogén-atmoszféra alatt NaH-et (5,9 mmol) szuszpendaltunk vizmentes DMF-ben
(4,6 ml). A fehér szuszpenziot 0°C-ra hiitottiik, majd heves pezsgés kiséretében
cseppenként hozzaadtunk vizmentes DMF-ben (4,6 ml) oldott 1-naftolt (5,9 mmol). A
keletkez6 z61d szuszpenzidhoz 2 ora elteltével hozzaadtunk vizmentes DMF-ben (4,6 ml)
oldott 3-kloro-1-fenilpropan-1-ont (22) (5,9 mmol). A sotétbarna szuszpenzios oldatot
18 6ran at szobahémérsékleten kevertettik, a reakcid végbemenetelét VRK-val
ellendriztiik (CH2Cl eluens). Viz (20 ml) hozzacsepegtetése utan fehér csapadék valt le,
tovabbi viz (60 ml) hozzaadasaval a szuszpenzidt razotolesérbe mostuk, és EtOAc-tal
(2 x 50 ml) extrahaltuk. Az egyesitett szerves fazist vizzel (60 ml) mostuk, NaOH-dal
(2 x 40 ml, 1 M) extrahaltuk, majd a szerves fazist vizzel (2 x 60 ml) mostuk, Na>SO4-on
szaritottuk, szlrtilk, beparoltuk. 1,460 g nyerstermékhez jutottunk, melyet
oszlopkromatografiaval tisztitottunk n-hexan:EtOAc (9:1) eluenssel. igy 0,350 g, (21 %)

barna olajszerli anyagot (23) kaptunk.

HRMS (ESI): C1oH170; [M+H]* szamitott: 277,1223  mért: 277,1228
IH NMR (CDCls, 600 MHz), & (ppm): 8,15-6,89 (m, 12H, Ar), 4,63-4,60 (t, 2H,
ArCHCH2CH;) 3,63-3,60 (t, 2H, ACHCH>).
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13C NMR (CDCls, 151 MHz), § (ppm): 197,74; 154,3; 136,78; 134,4; 133,33; 128,64;
128,14; 127,37; 126,29; 125,81; 125,5; 125,06; 121,89; 120,4; 104,8; 63,62; 38,08.

Metil[3-(naft-1-iloxi)-1-fenilpropil]amin (13) (Dezmetil-dapoxetin)
3-(naftalén-1-iloxi)-1-fenilpropan-1-ont (23) (2,5 mmol) oldottunk MeOH-ban (15,0 ml),
majd cc. AcOH-at (1,0 ml) és 33,3 m/m%-os etanolos metil-amint (2,4 ml) mértiink a
reakcidelegyhez. Szobahdmérsékleten 20 perc kevertetés utan tobb részletben
hozzaadtuk a Na(CN)BHs-et (11,6 mmol), majd a reakcioelegyet 7 napig
szobah6mérsékleten kevertettiik. Telitett NaHCOs-ot (25 ml) adtunk hozza és CH2Cl»-
nal (3 x 35 ml) extrahaltuk, az egyesitett szerves fazist NaxSO4-on szaritottuk, sziirtiik,
beparoltuk. A kapott nyersterméket oszlopkromatografiasan tisztitottuk CH2Cl,:MeOH
(9:1) eluenssel. Igy 0,075 g (20 %) barna kristalyos anyagot (13) kaptunk.

HRMS (ESI): C20H22NO [M+H]* szamitott: 292,1646 mért: 292,1680

H NMR (CDCls, 600 MHz), 5 (ppm): 8,19 (m, 1H, H15); 7,71 (m, 1H, H12); 7,40 (m,
2H, H14 ¢és H13); 7,32 (d, J=8,2 Hz, 1H, H11): 7,26 (m, 4H, H5/5°6/6°); 7,23 (t,
J=7,9Hz, 1H, H10); 7,18 (m, 1H, H7); 6,75 (dd, J = 7,6 0,9 Hz, 1H, H9): 4,05 (dt,
J=9,5; 5,5Hz, 1H, H3); 3,90 (ddd, J=9,6; 8,1; 5,1 Hz, 1H, H3"); 3,83 (dd, J=7,9;
6,1 Hz, 1H, H1): 2,37 (ddt, J = 13,9; 8,2; 5,8 Hz, 1H, H2): 2,26 (s, 3H, H19) 2,12 (dd,
J=13,5; 8,0; 5,3 Hz, 1H, H2).

13C NMR (CDCls, 151 MHz),  (ppm): 154,6 (C8); 146,7 (C4); 134,6 (C17); 1287
(C6/67); 127,5 (C12); 127,5 (C7); 127,4 (C5/57); 126,4 (C13); 126,0 (C10); 125,7 (C16);
125,2 (C14); 122,1 (C15); 120,2 (C11); 104,7 (C9); 65,4 (C3): 62,8 (CL): 37,2 (C2):
34,4 (C19").
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3.3  Analitikai modszerek
3.3.1 Fazis-oldhatosag vizsgalatok

A B-, y- és RAME-y-CD Dpx bazisra kifejtett oldhatésagnoveld hatasat Higuchi és

Connors modszerével vizsgaltuk [83]. A mérésekhez 7,4-es pH-ja foszfat puffert

crer

crer

spektrofotometridsan hataroztuk meg Jasco-V550 késziiléken.
3.3.2 Tomegspektrometrias mérések

Az MS méréseket Agilent 1260 Infinity HPLC rendszerhez kapcsolt, repiilési id6
analizatorral rendelkezé (TOF) spektrométeren végeztiik, elektrospray ionizaciot (ESI)
alkalmazva, pozitiv ion detektalasi modban. Izokratikus mozgofazist alkalmaztunk, mely
0,1 % vizes hangyasavoldatot és szerves fazisként metanolt vagy acetonitrilt tartalmazott,
legalabb 50:50 % aranyban 0,5 ml/perc aramlasi sebesség mellett. A mérés soran a
tomegkalibraciohoz 121.050873 ¢és  922.009798 m/z  kozotti  tartomanyban  1évo
referenciatomegeket hasznaltunk. A tomegspektrumok Kiértékelését Agilent MassHunter

B.02.00 szoftverrel végeztiik el.
3.3.3 NMR mérések és kiértékelésiik

Az NMR mérések tobbségét a Semmelweis Egyetem 600 MHz-es Varian DDR NMR
spektrométerén (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) 5 mm IDPFG méréfejjel
végeztiik el. A mintdkat deuteralt oldoszerekben oldottuk és 5 mm atmérdjli standard
NMR csovekbe helyeztik. Az adatgylijtés Vnmr] 3.2C szoftverrel tortént, a
ChemPack 5.1-ben szerepld standard pulzusprogramok hasznalataval. Az elGallitott
vegyiiletek, valamit a Dpx és a CD komplexek teljes *H és 13C jelhozzarendelését (teljes
asszignacio esetén) egy- és kétdimenzios homo- és heteronuklearis kisérletek (1D *H, 13C,
1D TOCSY, H-'H gCOSY, zTOCSY, H-3C gHSQCAD (*Jcu = 140 Hz), H-3C
gHMBCAD ("Jcn = 8 Hz)) alapjan végeztiik el. Az *H és °C kémiai eltolodas skalat TMS
belsé standardot tartalmazd olddszer esetén 0,00 ppm-re, illetve a CDCls és CDsOD

(TMS mentes) oldoszerek esetén az 'H kémiai eltolodas skalat a nyomokban jelenlévd
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CHCls-ra (*H: 7,21 ppm) és CHDOD multiplettjére (*H: 3,34 ppm), mig a °C skalat a
megfeleld oldoszer °C jelére (CDCls, 3C: 77,16 ppm; CDsOD, !3C: 49,00 ppm-re)
kalibraltuk. A CD-kel végzett titralasoknal (sztochiometria és komplexstabilitasi allando
meghatarozas) DSS mentes D20-ban 20 uM-nyi koncentracioban hozzaadott MeOH-t
hasznaltunk referenciaként (3,32 ppm), hiszen a DSS nemkivant kolcsonhatasba 1ép a
CD-kel [70].

3.3.3.1 Sztochiometria meghatarozasa

A Dpx B-, és y-CD-kel képzett komplexeinek sztdchiometriajat Job-modszere [89, 90]
szerinti 'H NMR titralassal hataroztuk meg — a Dpx bazis rossz vizoldhatdsaga miatt —
nem pufferelt savas (40 mM CD3sCOOD) D,0-os oldatokkal 25 °C-on. A két komponens
teljes molaris koncentraciojat allando, ccp + Cppx = 3 mMM-0s értéken tartottuk, de a Dpx
moltortjét Xppx = Cppx / (Copx + Ccp) folyamatosan valtoztattuk 0,1 egységnyi 1épésekkel

0,0-t01 1,0 értékig. Néhany, jol leolvashato (i darab) Dpx H mag kémia eltolodasat & Dpx.

leolvastuk, és a szabad komponens kémiai eltoléddsahoz 5,ijpx képest e magok
komplexképzés sordan mutatott monoton elmozdulasabol AGP* =5Dpx’i—5DLX

kiszamitottuk a kémiai eltolédasvaltozasuk abszolat értékét ‘Aé‘ Dpxi

, melyet a Job

fliggvények megszerkesztéséhez hasznaltunk fel. Hasonld modon szamitottuk, és

abrazoltuk a CD-k néhany valasztott protonjat is.
3.3.3.2'H NMR titrdldasok

Mivel Job-modszere nem feltétleniil biztositja a legjobb kisérlettervet a stabilitasi allando
megadasara [89], ezért ennek minél pontosabb meghatarozasara egy kiilon titralast
terveztiink hasonlé koriilmények kozott (10 mM CDsCOOD oldat NaOD-dal pH™ 5,2-re
allitott pufferoldatban (pH” jeldlés arra vonatkozik, hogy a pH-t D2O-ban mértiik, de az
elektrodot elézetesen a megfelel6 standardok HoO-s oldataval kalibraltuk), 25 °C-on), de
ez esetben a cppx-t allando értéken tartottuk novekvé CD koncentraciot mellett. Az
oldatok elkészitése soran 1 mM-os Dpx torzsoldatban oldottuk az analitikai pontossaggal
kimért CD-ket (B-CD: 0,1-t61 12,0 mM-ig; y-CD: 0,1-t61 25,0 mM-ig), majd NMR
csdvekbe juttattuk és az egyensuly bealltaig 24 6ran at allni hagytuk a tH NMR méréseket

megeldzden.
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A Job-mérések eredményei alapjan esetiinkben a szamitasi eljaras egy olyan Osszetett
rendszert feltételez, ahol a Dpx-CD ¢és 2Dpx-CD részecskék egyiittesen vannak jelen az
egyensulyi oldatban. A 2Dpx-CD részecskék kialakulasanak masodik 1épése az alabbi
egyenlettel és Kz1 egyensulyi allandoval jellemezheto:

[2Dpx-CD]

Dpx-CD + Dpx = 2Dpx-CD -
[Dpx-CD] [DpX]

(9)

21

A szamitashoz [CD] és [Dpx] egyensulyi koncentracioit minden titralasi pontban a Ccp €s
Copx Osszkoncentraciokbol szamitottuk a tomeghatds torvénye alapjan, az alabbi
egyenletek szerint:

C.p =[CD]+[Dpx-CD]+[2Dpx-CD] =

, (10)
[CD] 1+ K, [DpX] + K ,K,,[DpX]°)

Cppx = [DPpX] +[Dpx-CD]+ 2[2Dpx-CD] =

[Dpx] A+ K;,[CD]+2K,,K,,[CD][Dpx]) -

A komplexképzésre kinetikai szempontbol ,,gyors csere” jellemez a kémiai eltolodas

idoskalan 600 és 800 MHz-en egyarant [89]. Ilyen koriilmények kozott az adott magok

. oy Dpxiy . . i
mért kémiai eltolodasa (O pXI) minden titralasi pontban a kiilonboz8 részecskék ( Sppy ,

5ng.CD , 52iDpX,CD) egyedi kémiai eltolédasanak moltortekkel sulyozott atlaga:
Dpxii i i '
o = ZDpx5ll3px + IDpxCDé‘lIDpXCD + ZZZDPX‘CDé‘ZIDpX'CD -

5Ii3px + [CD](é‘IiDpx-CDKll + 52iDpx~CD 2K11K21[Dpx]) (12)
1+[CDI(K,; + 2K K,,[DpX])

crcr

esetén hasonld osszefiiggés figyelheté a j-edik CD proton kémiai eltolodasa (5% ')

esetén is:
CD,j _ i ] j _
0 = YcpOep + szx»CDé‘Dpx-CD + zZDpX<CD52Dpx~CD =

égD + 5I§px~CD Kll[DpX] + é‘Zijx-CD KllKZl[DpX]2 (13)
1+ Ky, [DpxX] + K, K, [Dpx]?

A 5|i3px és 5J, szabad komponensek kémiai eltolodasa konnyedén meghatarozhatok a
Dpx- és a CD-tdrzsoldat spektrumabdl, masrészt a komplexekre jellemzd egyedi kémiai
eltolodasok iteracioval szamithatok az egyenstlyi allandokkal egyiitt a kisérletes titralasi

adatsorok (12) és (13) egyenleteket felhasznald szamitogépes illesztésén keresztiil [69,
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84, 96, 114]. Mig ez az illesztés az 1:1-es komplexeknél altalaban egyszeri, addig
magasabb sztochiometria esetén nehéz, sb6t akar lehetetlenné is valhat (nincs
konvergencia), kivéve, ha a kezdeti paraméterek kell6en kozelitik a valés megoldast[84,
96]. A kiértékelési nehézségek forrasaként a spektralis és egyensulyi paraméterek erds
pont felvételével €s a titralasi adatsorok egyidejli illesztésével a lehetd legnagyobb szamu
vendég (és gazda) proton adatsoranak bevonasa mellett [84, 114]. Az értékelést igy
globalis analizissel, mint kemometriai modszerrel végeztiik el, mely tobbvaltozos
statisztikai modszerként bemeneti értékként tartalmazza a cppx és Ccp teljes
komplexképzésre leginkabb érzékeny Dpx és CD protonok komplexképzddés indukalta
kémiai eltolodasvaltozésait. Az egyenstlyi allandok meghatdrozésa érdekében az
adathalmazokat a (12)-es és (13)-as egyenletekre a legkisebb négyzetek modszerével
illesztettiik. Ehhez az OPIUM szamitogépes programot (M. Kyvala, Ivan Lukes, 1995;
elérhetd: http://www.natur.cuni.cz/~Kyvala/opium.html) hasznaltuk. A kiértékelés soran
az egyes magok esetén mért komplexspecifikus kémiai eltolodasokat is bevontuk a
szamitasba. A legmegfelelobb egyensulyi modell kivalasztdsa szamos sztochiometriai
modell (1:1, 2:1, 1:2 stb.) vizsgalata, valamit kemometriai szempontok és kémiai
megfontolasok alapjan tortént. Az eredményiil kapott komplexstabilitdsi allandokbol a
részecske-eloszlas gorbék megszerkesztéséhez a Hyss programot hasznaltuk, az illesztett

NMR titralasi gorbéket Microsoft Excelben abrazoltuk [115].
3.3.3.3 NOE mérések

A komplexképzés térszerkezeti viszonyainak megallapitasahoz nuklearis Overhauser-
effektuson (NOE) alapul6 méréseket végeztiink két mintarol: 1,5 mM B-CD/1,5 mM Dpx
és 2,1 mM y-CD/0.9 mM Dpx koncentracidéaranyu, savas (40 mM CD3COOD) D,0O-o0s
oldatokban. A NOE két, egymassal térben elég kozel 1évé (<5 A), nem ekvivalens
magspinek Kkeresztrelaxacioban valé megnyilvanuldsa, melynek intenizitdsa r-°-nal
aranyos, ahol r a protonok atlagos tavolsagat jel6li [93, 116].

Mivel a CD komplexek oldatbeli mozgasat jellemz6 = korrelacios id6 600 MHz-en a
NOE-t rendkiviil rosszul detektalhatova (akar zérussa) teszi, a NOE keresztcstucsokat

ROESY mérésekkel kerestik. A 2D ROESY spektrumok 512 inkrementummal
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késziiltek, 0,3 s-os keverési idovel, 2,2 kHz-es spinlock alkalmazasaval.

A 600 MHz-en egymast atfedd0 NOE jelek elkiilonitéséhez, szelektiv 1D NOESY
méréseket inditottunk ugyanezen mintdkrél a Richter Gedeon Nyrt. 800 MHz-es
harmasrezonanciara alkalmas H{*3C/**N} krio méréfejjel felszerelt Varian tipusi NMR
spektrométerén. A magasabb frekvencian a NOE-k a negativ tartomanyba esnek ami igy
tisztabb spektrumot ad, a megfelelé 1D ROESY mérésekhez képest. Elvégeztiik minden
CD proton jelének szelektiv inverzidjat 50 Hz széles q3 pulzusok 72 ms-ig tartd
alkalmazasaval. Mivel 800 MHz-en a Ti relaxacids id6k hosszabbakka valnak, ezért a
keverési id6t 400-t61 900 ms-ig terjedé tartomanyban alkalmaztuk. Korabbi
megfigyelésekhez hasonléan a NOE-t tmix = 0,6 s (B-CD esetén) és 0,9 s (y-CD esetén)
keverési idok alkalmazasaval vizsgaltuk, és értelmeztiik [116].

Az ODMCM-y-CD és a racém Dpx kolcsdnhatasat *H, és 2D ROESY NMR mérésekkel
1s vizsgaltuk. Az oldatokat a CE mérésben hasznalt oldatokkal megegyezden készitettiik
el deuteralt oldoszer alkalmazasaval. 20 mM KH»POs-ot oldottunk D,O-ban, az oldatot
két részre osztottuk, majd pH” 2,5-re és pH" 7,0-ra allitottuk be 20 m/m% DCl és 1 M
NaOD felhasznalasaval. Az oldatokban 4 mM-nyi mennyiségben oldottuk az ODMCM-
v-CD-t, majd a pH-t ujbol beallitottuk, és ezekben az oldatokban oldottuk a racém Dpx-t
(~1:4 Dpx:ODMCM-y-CD aranyban oldédott). Az H NMR spektrumban az
enantiomerek jelhozzarendelését a racém oldathoz utélagosan adott (S)-Dpx segitségével
végeztiik el.

3.3.4 Cirkularis dikroizmus és UV spektroszkopias mérések

A cirkularis dikroizmus €s UV abszorpcids spektrumokat termosztalt koriilmények kozott
(25 £ 0,2°C) JASCO J-715 spektropolariméterrel regisztraltuk. Minden spektrumot
folyamatos pasztazasi médban 190-350 nm-es tartomanyban, 100 nm/perc sebességgel,
0,2 nm-es 1épésekben, 1 s-os valaszadasi idével, négyszeres spektrum akkumulacioval,
1 nm savszélességgel és 1 cm-es Uthosszal rendelkezd kvarc kiivettdban (Hellma, USA)
vettiink fel. A (S)-Dpx és a (S)-Dpx—CD komplexek spektrumait vak oldattal korrigaltuk.
A titralas soran CD torzsoldatokat (B-CD: 15 mM; y-CD: 70 mM) adagoltunk a Dpx vizes
oldatdhoz (1,8 ml: 23 és 30 uM). A cirkularis dikroizmus mérése soran az ellipticitast
(‘®’) millifok egységekben mértiik, majd atalakitottuk molaris cirkularis dikroizmus
abszorpcios egyiitthatova (As: Mlem™) a Ae = ®/(33982cl) egyenlet alapjan, ahol ‘c’ a

Dpx molaris koncentracioja és ‘1’ az optikai Githossz cm-ben kifejezve.
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3.3.5 Molekulamodellezés

A szamitasokat a SYBYL 7.2 programmal végeztiik [117]. A kiindulasi CD modellek (-
CD: 3CGT; y-CD: 1P2G) a Brookhaven fehérje adatbazisbol (PDB) szarmaznak [118-
120]. A szerkezetek optimalizalashoz MMFF94 erdteret hasznaltunk [117]. A kiindulasi
szerkezetek geometria-optimalizalasat BFGS algoritmussal végeztiikk, az optimum
feltételeként az energiagradiens vektor normajanak (RMS gradiens) a < 0,01 értéket
szabtuk meg. A dielektromos allandonak a viz megfeleld értékét allitottuk be
tavolsagfiiggben (e=78,3). A nem-kovalens kolcsonhatisokat 8,0 A hatotavolsagig
vettlik figyelembe. A hidrogén-hid képz6 atomok esetében a Van der Waals sugarakra
0,7-es szorzotényez6ét alkalmaztunk. A molekuladinamikai szamitasok esetében a
részecskeszam, a térfogat, és a homérséklet (T = 298 K) alland6 volt (NVT, kanonikus
kornyezet). A szimulacié idétartama a CD komplexek esetében 1000 fs, a Dpx esetén
5000 fs volt (1,0 fs 1épéskozzel és 5,0 fs-kénti mintavétellel). Az igy kapott szerkezeteket
az egyes komplexekre — amelyek a vendégmolekula és a CD kiilonb6z6 konformacioit
ill. azokon belil a vendégmolekula kiilonboz6 térbeli orientacidos lehetdségeit
reprezentaljak — és a vendégmolekulat nem tartalmazé CD-kre (minden esetben 201
szerkezetet) a kiindulasi szerkezetekkel azonos feltételek szerint ujra optimalizaltuk. Az
optimalast elvégeztiik a Dpx 1001 db konformerére is. Az optimalizalt szerkezetek
energiaértékei alapjan a kolcsonhatasi energiak szamitasahoz a legalacsonyabb
energiajuakat vettiik figyelembe. A grafikus megjelenitéshez UCSF Chimera szoftvert
hasznaltunk [121].

3.3.6 Kapillaris elektroforézis vizsgalatok

A CE méréseket diodasoros detektorral felszerelt Agilent 7000 (Agilent Technologies,
Waldbornn, Németorszadg) kapillaris elektroforézis késziilékkel végeztiik el, az
eredmények kiértékeléseéhez Chemstation szoftvert hasznaltunk. Az elvalasztashoz
kezeletlen szilika kapillarist (50 um bels6é atméréji, 58,5 cm teljes és 50 cm effektiv
hossz; Agilent) hasznaltunk. Az 1j kapillarisok kondicionalasat 1 M NaOH- (30 perc),
majd 0,1 M NaOH-oldattal (30 perc) végeztik el. Minden egyes mérés el6tt
prekondicionalasként 0,1 M NaOH-oldattal (2 perc), vizzel (2 perc) végil pedig a
megfeleld hattérelektrolittal (3 perc) mostuk a kapillarist. A kapillaris homérsékletét
20 °C-ra allitottuk be. A mérések soran 30 kV fesziiltséget alkalmaztunk, a jeleket
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200 nm-es hulldmhosszon detektaltuk. A mintdkat hidrodinamikus injektalasi modban
(40 mbar x 3 s) juttattuk a kapillarisba. Futtatd pufferként 20 mM-os foszfat-puffereket
alkalmaztunk, pH 2,5-6n (késziilt: 20 mM foszforsav- (85 %) és 1 M-os NaOH-oldattal)
és pH7,0-en (20mM NaHPO4 oldat foszforsavoldat (85 %) hozzaadasaval). A
hattérelektrolit 1-10 mM-os koncentracioban tartalmazott ODMCM-y-CD-t. Az oldat
pH-jat a megfeleld mennyiségli CD hozzaadasa utan ismét be kellett allitani. A racém
Dpx és dezmetil-metabolitjai felhasznalasaval 1 mg/ml-es metanolos torzsoldatokat
készitettiink, melyet vizzel 6tszordsére higitottunk, €s igy hasznaltuk fel a CE mérések

soran.

A csucsfelbontast (Rs) az alabbi képlet alapjan szamitottuk:

Rs — Z(tR _ts) (14)
Wy + W

ahol tr és ts az enantiomerek migracios id6i, Wr és Ws az enantiomerek csucsanak

extrapolalt szélessége az alapvonalon.
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4 Eredmények

4.1 A dapoxetin Gj gyartasi szennyezoje

A szakirodalomban a Dpx szintézisének utolso 1épését altalaban a bevezetdben emlitett
mezilatképzési reakcion (5. abra) keresztiil valositjak meg. A reakcidlépés nagy elénye,
hogy az N-dezmetil-szarmazékok eléallitasara is alkalmas, hiszen ugyanazon
reakciokoriilmények — kozott dimetil-amin  helyett metil-amint vagy ammoniat
alkalmazva — a megfelel6 dezmetil vegyiiletekhez juthatunk. Kezdeti célunk volt tehat a
mezilat (2), mint k6z0s intermedier izolalasa, és a felvazolt reakcio szerint a dezmetil-

metabolitok eléallitasa.
4.1.1 Szintézis és izolalas

Nitrogén-atmoszféra alatt bemért 3-(1-naftiloxi)-1-fenil-propan-1-ol (1) (1,9 mmol),
EtsN (2,9 mmol) és DMAP katalizator (8,2 umol) CH2Cl»-0s (8 ml) oldatahoz 0°C-on
hozzaadtuk részletekben a MsCI-t (2,5 mmol) és 2 6ran at kevertettiik ugyanezen a
hémérsékleten, majd — az intermedier izolaldsa miatt az irodalomtdl eltéréen—
szobahOmérsékleten, tovabbi 19 oran at. A reakcid végbemenetelét VRK-val ellendriztiik
(n-hexan:EtOAc (9:1) eleggyel). A kiindulasi alkoholhoz (1) képest a VRK-n jol
megfigyelhetéen egy sokkal apolarisabb terméket kaptunk magas retencios értékkel
(kiindulasi anyag Rf = 0,12; termék Rf=0,64). A reakciohoz tovabbi CH.Cl>-t (30 ml)
adtunk, ¢és extrahaltuk HCl-oldattal (2 x 20 ml, 0,5 M), majd telitett NaHCOs-oldattal
(2 x 20 ml) és vizzel (2 x 20 ml) mostuk. Vizmentes Na>SO4-on szaritottuk, sziirtiik, és
beparoltuk. A kapott 0,65 g nyersanyagot szilikagéllen oszlopkromatografiasan
tisztitottuk n-hexan:CH2Cl, (9:1) eluenssel, mig végil 0,349 (67,3 %) tiszta
végtermékhez jutottunk, amirél MS és NMR spektrumokat készitettiink.

4.1.2 Szerkezetfejtés

A nagyfelbontast TOF-MS mérés eredménye alapjan (m/z = 261,1282) a vegyiilet
molekulaképlete [M] = C19H160-nak feleltetheté meg. Ennek tomege megegyezik a Dpx
illetve metabolitjai f6 fragmensionjanak tomegével, mely egy alkil-amino/aminocsoport

semleges vesztésével magyarazhatd. [122, 123]. Az MS adatokbol arra
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kovetkeztethetiink, hogy a kiindulasi alkohol (1) C1 szénatomjan torténhetett valtozas.
Bér a tervezett mezildt (2) molekulaionjat nem detektaltuk, mégsem zarhattuk ki a
[M]* = C1gH170  Osszegképeletli, pozitiv modban jol detektalhatdo fragmension
keletkezne.

A pontos szerkezet megfejtéséhez ezért NMR vizsgalatokat végeztiink. Az izolalt
vegyiilet 'H NMR spektrumaban a mezilat karakterisztikus metil-jele (s, 3H) nem jelent
meg (14. abra). A képzddott vegyiilet tH spektrumat 6sszevettiik a kiindulési alkoholéval,
(1) (14. abra) és megallapitottuk, hogy az alifas tartomanyban a metinproton kémiai
eltolodasa 0,84 ppm-mel lecsokkent. Ezt a valtozast az elektronszivo hidroxilcsoport
hianya okozhatta. A kiindulasi alkohol (1) tehat egyértelmiien atalakult a reakcioban, de

nem a tervezett mezilatta (2).

OH

Il

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5
1H (ppm)
14. abra. A A) kiindulési alkohol (1) és a B) mezilezési reakcié termékének *H-NMR spektruma

Az H spektrum aromads tartomanyaban szintén eltérést talaltunk, mivel — a mezilat
alapvazat feltételezve — 12 aromas hidrogén helyett csak 11 aromas jelet lathattunk. Ez
az aromas molekularészek érintettségét jelenti a szerkezeti atalakulasban. Az APT
spektrum segitségével egy aromas CH hianyat és 117,78 ppm-nél egy 0ij aromas kvaterner
szén jelét detektaltuk. NMR méréseink alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy

ezen szerkezeti valtozasok egy gytriizarasi reakcidval lehetnek 6sszhangban, mely soran
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egy uj szén-szén kotés alakul ki az alifas oldallancban 1évé metin és a naftilgytirii orto-
helyzetii szene kozott.

A gytirtizart termék szerkezetét HMBC-spektrummal igazoltuk (15. abra), ahol intenziv,
tobb kotésen keresztiili *H-3C korrelacié figyelheté meg az alifas H-3 metilén-
hidrogének és a naftilgytiriic C-5-6s (3Jcn) helyzetii szénatomja kozott, illetve két- és
harom kotésen keresztiili korrelacio figyelhetd meg az alifas H-4 metinproton ¢és a
naftilgytiri C-5-6s (2Jc,n) és C-14-es (3Jc 1) szene kozott.

H-4

117

S| . : ° |hus
119
— 120

H 121

F122
3 (@) 123
-124

4 1125
[ -126
H/ 127
N, 128
129

13C (ppm)
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(o]

JH[‘
Q-

-

£

T T T T T T T T T T T T T

4.3 3.9 3.5 3.1 2.7 2.3
1H (ppm)

15. 4bra. 'H-3C gbsHMBCAD  spektrumrészlet, mely a 4-fenil-2H,3H,4H-nafto[1,2b]piran

szerkezetfejtése szempontjabol legfontosabb, tobb kotésen keresztiili korrelaciokat mutatja be.

Az elvégzett kétdimenzids mérések segitségével egyértelmiien bizonyitottuk, hogy a
képzo6dott termék a 4-fenil-2H,3H,4H-nafto[ 1,2b]piran (24), melynek teljes proton és

szén jelhozzarendelése az 2. tablazatban lathato.
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2. tablazat. A dapoxetin gyartasi szennyezdje, a 4-fenil-2H,3H,4H-nafto[1,2b]piran (24) szdmozasa és
teljes 'H és °C NMR jelhozzarendelése CDCls oldészerben, 600 MHz-en (m: multiplett; d: dublett; t:
triplett).

Sorszam  'H, 6 (ppm, multiplicitas) 13C, ¢ (ppm) APT
2 4,39-4,35 (m, 1H)

4,35-4,32 (m, 1H) 03,95 CH2
3 2.47-2,41 (m, 1H)

2.18-2,12 (m, 1H) SL97 Ch2
4 4,30 (t, 1= 6,1 Hz, 1H) 41,05 CH
5 i 117,78 C
6 i 150,50 C
7 i 125,37 C
8 8,28-8,19 (m, 1H) 121,85 CH
9 7,50-7,44 (m, 1H) 125,44 CH
10 7,50-7,44 (m, 1H) 126,15 CH
11 7,78-7,71 (m, 1H) 127,57 CH
12 i 133,61 C
13 7,28 (d, J = 85 Hz, 1H) 119,79 CH
14 6,95 (d, J = 8,5 Hz, 1H) 128,45 CH
15 i 146,04 C
16 7,15 (d, J = 7,2 Hz, 2H) 128,90 2CH
17 7,29 (t, J = 7.4 Hz, 2H) 128,57 2CH
18 7,22 (t, 3= 7.2 Hz, 1H) 126,58 CH
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4.2 A dapoxetin aj bomlastermékei
4.2.1 Izolalas

A 3.1.1 fejezetben ismertetett modon eldallitott szintelen, olajszerii Dpx bazist néhany
héten at szabad levegdn ¢és szobahOmérsékleten taroltuk. A tisztasag ellendrzését VRK
vizsgalattal végeztiik el (CH2Cl2:MeOH; 10:1 eluenssel). A rétegen a Dpx foltja mellett
néhany uj, UV fényben jol lathatdé bomlastermék savja jelent meg, ahol a fétermék
Rt értéke 0,9-nek adodott. Az oszlopkromatografias tisztitas utan (CH2Cl2:MeOH; 10:1
eluenssel) ennek a bomlasterméknek, mint egy, a tarolas soran is keletkezd szennyezdnek

az analitikai jellemzését tiiztiik ki célul.
4.2.2 Szerkezetfejtés és a bomlasi reakciout bizonyitasa

A tisztitas utan TOF-MS méréseket végeztiink a vegyiilet pontos tomegének ¢és elemi
Osszetételének a megallapitasara. A pozitiv ionizacidés modban felvett nagyfelbontasa MS
spektrum alapjan a fajlagos tomeg [M+H]" =261,1274 m/z-nek adddott, ami az
[M] = C19H160 molekula 6sszegképletének volt megfeleltetheté. Ez az Gsszegképlet
megegyezik a Dpx és dezmetil-metabolitjainak valamint a Dpx-N-oxid [14] jellemz6
fragmensionjanak Osszegképletével, ami a dimetil-aminocsoport semleges vesztésével
jon létre az ionizacio soran [122, 123]. Az MS adatok alapjan a Dpx 1-es pozicidja
mindenképpen részt vesz az bomlastermék kialakuldsdban, de nem zéarhattuk ki a
[M]" = C19H170 6sszegképlettel rendelkezd, igy konnyen kimutathato benzilkationt sem,
miitermékként. A Dpx MS spektrumat Osszehasonlitva az ismeretlen vegyiilet
spektrumaval tovabbi megallapitasokat tehetiink: a szennyezd spektrumabol hidnyzott a
Dpx molekulaionjanak megfeleltetheté csucs [M+H]* = 306,1842 m/z értékénél, és a
korabban emlitett, kozos [M+H]" =261,1274 fragmensionként jelentkezd cshics
intenzitasa is sokkal alacsonyabb volt a Dpx ugyanezen fragmensének intenzitasahoz
képest. A dimetil-aminocsoport hianyanak bizonyitasara, és a bomlastermék
szerkezetének megfejtéséhez NMR méréseket végeztiink.

Az izolalt vegyiilet 'H NMR spektruma megerdsitette a dimetil-aminocsoport hianyat,
mivel — a Dpx *H NMR spektruméval dsszehasonlitva — nem tartalmazott N-metil jelet,

mely Dpx esetén 2,24 ppm-nél 6H intenzitasu szingulettként jelentkezett (16. abra).
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16. abra. A Dpx (A) és izolalt f6 bomlastermékének (B) *H NMR spektruma MeOD-ds-ben felvéve
Ezen kiviil tovabbi jelentds eltérések figyelhetdk meg a bomlistermék ‘H NMR
spektrumaban: a Dpx H1 jelének (3,70 ppm) hidnyat, valamint a két diasztereotop metilén
csoport eltiinését, és egy 10j, nem diasztereotop metilén csoport megjelenését 4,89 ppm-
nél. Az 4 CHz-csoport magas kémiai eltolodésa feltehetéen az aromas rendszerhez vald
kozelségnek koszonhetd. Az 0j vegyiilet spektrumanak aromas tartomanyaban 14 db
protont talalunk szemben a Dpx 12 db aromas jelével, ami az aromas részek atalakulasban
vald érintettségére utalhat. A két j aromas proton 6,85 ppm (dt) és 6,59 ppm-nél (dt)
jelentkezett a spektrumban, legnagyobb 3Jun csatolasi allandojuk egyarant 16 Hz.
Mindkét proton csatol tovabba a magas eltolédastu metilén csoporttal 1,6 Hz (*Jup) és
5,7 Hz (3Jun) csatolasi allandoval. A haromtaga spinrendszert a csatolasi allandokon tal
a COSY spektrum is megerésitette. Ezek a spektralis valtozasok egy olyan eliminacios
reakcidval lehetnek dsszhangban, amely soran egy 0j szén-szén kettds kotés keletkezik a
Dpx C-1 és C-2-es szenei kozott, a 16 Hz-es csatolasi allandd alapjan transz
geometriaval. A feltételezett eliminacios szerkezet megerdsitésére HSQC és HMBC
méréseket végeztink. A HSQC spektrumban szintén 14 aromis CH egységet
detektaltunk, a HMBC spektrumban pedig korrelaciokat mutattunk ki az éteres metilén

és a lancban jonnan megjelend C-3 (3Jc ) és C-2 (3Jc ) szenek kozott, valamint ezen 0

53



DOI:10.14753/SE.2017.2042

CH jelek korrelacioit a fenilgytiri C-5 ((Jc-s43) és C-4-es (PJc-am2) szeneivel,

megerdsitve ezzel egy 0j kettds kotés kialakulasat az alifas szénlancban (17. ébra).
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e i +70
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17. 4bra. *H-3C gbsHMBCAD spektrumrészlet, amely a bomlastermék szerkezetfejtése szempontjabol

legfontosabb, tobb kotésen keresztiili korrelaciokat mutatja be.

Az elvégzett kétdimenzids mérések segitségével egyértelmiien bizonyitottuk, hogy a
képz6dott termék az 1-(2E)-cinnamil-oxi-naftalin (E-CON, 25), melynek teljes proton és

szén jelhozzarendelése a 3. tablazatban lathato.

54



i

DOI:10.14753/SE.2017.2042

3. tablazat. A dapoxetin és bomlastermékeinek a dapoxetin-N-oxidnak és az E-CON-nak a teljes *H és *C jelhozzarendelése 600 MHz-en CD3OD oldészerben.

19 9 19 19 59 19
N N+
N _N
3 5 3 1
6 ! (1)8 6 4 \/\(1)8
15 2 8 15 2 8 15
16 1 7 5 9 16 14 7 5 9 L 14
6' 6'
10 e 13 10 7 13 10 23 13
1 12 11 12 11 12
Dapoxetin bazis (3) Dapoxetin-N-oxid (15) 1-(2E)-Cinnamil-oxi-naftalin (E-CON, 25)
Sorszam o'H (ppm) oBC (ppm)  4*H (ppm) OoBC (ppm)  4*H (ppm) oC (ppm)
1 3,70 (dd, J = 10,5; 4,5 Hz, 1H) 69,23 4,68 (dd, J = 11,6; 3,1 Hz, 1H) 81,92 4,89 (dd, J=5,7; 1,6 Hz, 2H) 69,94
2 2,64 (m, 1H) 33,73 3,22 (m, 1H) 29,67 6,59 (dt, J = 16,0; 5,7 Hz, 1H) 125,82
2,31 (m, 1H) 2,77 (m, 1H)
3 4,04 (m, 1H) 66,55 4,17 (m, 1H) 66,34 6,85 (dt, J = 16,0; 1,6 Hz, 1H) 133,87
3,79 (m, 1H) 3,83 (m, 1H)

4 - 139,66 - 135,23 - 138,09
5,5 7,30 (m, 2H) 130,02 7,62 (m, 2H) 131,86 7,47 (m, 2H) 127,59
6,6’ 7,31 (m, 2H) 129,44 7,43 (m, 2H) 130,01 7,33 (m, 2H) 129,65
7 7,27 (m, 1H) 128,84 7,44 (m, 1H) 130,99 7,24 (m, 1H) 128,86
8 - 155,71 - 155,45 - 155,67
9 6,62 (d, J=7,6 Hz, 1H) 105,63 6,65 (d, J=7,6 Hz, 1H) 105,60 6,96 (d, J =7,5 Hz, 1H) 106,37
10 7,25 (dd, J =8,2; 7,6 Hz, 1H) 126,93 7,25 (dd, J =8,3; 7,6 Hz, 1H) 126,85 7,37 (dd, J =8,3; 7,5 Hz, 1H) 126,98
11 7,35 (d, J=8,2 Hz, 1H) 121,11 7,35 (d, J=8,3 Hz, 1H) 121,36 7,43 (dd, J = 8,3; 1,0 Hz, 1H) 121,35
12 7,76 (dm, J = 7,7 Hz, 1H) 128,45 7,75 (dm, J = 8,1 Hz, 1H) 128,37 7,80 (dm, J = 7,5 Hz, 1H) 128,48
13 7,45 (m, 1H) 122,83 7,45 (m, 1H) 127,32 7,45 (m, 1H) 126,10
14 7,43 (m, 1H) 126,01 7,40 (m, 1H) 126,04 7,47 (m, 1H) 127,32
15 8,15 (dm, J = 7,9 Hz, 1H) 127,28 8,02 (dm, J = 8,3 Hz, 1H) 122,93 8,29 (dm, J = 7,8 Hz, 1H) 122,94
16 - 126,91 - 126,77 - 127,12
17 - 135,98 - 135,92 - 136,10
19 43,03 3,19 (s, 3H) 58,99 - -
19 2,245, 6H) 43,03 3,03 (s, 3H) 55,40 - -
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Az E-CON szerkezetének megfejtése utan feltételeztik a Z geometriai izomer
kialakulasat is, ami képz6édhet az E-CON-nal val6 egyensulyi reakcioban, vagy ha az
NMR és HSQC spektrumon sikeriilt azonositani a kis mennyiségben jelen 1év6 Z izomert
is. Az 'H NMR spektrumban 4,99 ppm-nél jelentkezik a minor izomer karakterisztikus
metilénjele, amely mind multiplicitasaban (dd), mind csatolasi allandéiban (6,4 és
1,6 Hz) Osszevetheté volt az E-CON 4,89 ppm-nél talalhaté jelével (18. abra). A
spinrendszer tovabbi protonjanak feltérképezésére és a sztereoizoméra igazolasara 1D
TOCSY kisérletet végeztink a 4,99 ppm-nél taldlhatdé metiléncsoport szelektiv
besugarzasaval (18. abra). A TOCSY spektrumon a H-3 és H-2 kozotti 2Jun csatolasi
allando értéke — az E-CON-nal mérthez képest alacsonyabbnak — 12 Hz-nek adodott, ami

a cisz geometriat egyértelmiien bizonyitotta (18. abra).
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18. abra. Az E-CON H NMR spektrumanak részlete (A), valamint @ Z-CON H-1 protonjanak szelektiv
besugarzasaval nyert 1D TOCSY spektruma (B) kiemelve a geometria meghatarozdsa szempontjabol
fontos Z-CON H-2-es protonja a csatolasi allandokkal.

A szerkezetek megfejtése utdn a bomldsi reakcid magyardzatat és kisérletes
alatdmasztasat kivantuk elvégezni.

Az leggyakoribb amin-eliminaciés reakciok Hofmann illetve Cope eliminacioként

ismertek a szakirodalomban [124, 125]. A klasszikus korilmények kozott végzett
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Hofmann eliminacio6 soran az aminokat el6szor kvaterner ammonium-jodid sova alakitjak
metil-jodiddal végzett ,kimerité metilezés”-sel, majd E2 eliminaciés mechanizmus
szerinti reakcidban eziist-oxiddal torténd hevités soran alkén és tercier amin termékek
keletkeznek [124]. A Cope eliminacio pedig tercier aminokbdl eldallitott N-oxidok
regioszelektiv syn eliminacios reakcioja (Ei), amiben — altalaban melegités hatasara —
alkén és hidroxil-amin képzddik [125]. A tercier amin oxidalasahoz leggyakrabban meta-
klorperbenzoesavat (MCPBA) hasznalnak. A Cope eliminacié végbemehet hokozlés
nélkil is, akar szilard fazisban szobahémérsékleten, vagy THF-0s illetve DMSO-0s
oldatban egyarant [126]. A tercier amin funkcioval rendelkez6 DpX esetén a Hofmann
eliminacioval (a szerkezeti feltételek és a reakciokoriilmények hidnya miatt) nem
szamolhattunk, viszont a Cope eliminacié megvalosulhat a Dpx levegdn val6 oxidacioja
soran Dpx-N-oxid képzédésén keresztiil a dimetil-hidroxil-amin szobahOmérsékleten
bekovetkezd spontan eliminéacidjaval.

A feltételezett bomléasi utvonal bizonyitdsdhoz az irodalomban altalanosan hasznalt
MCPBA segitségével elsé alkalommal allitottuk el6 a Dpx-N-oxidot, és jellemeztiik
NMR-rel (3. tablazat).

Dapoxetin-N-oxid (15) szintézise

>
(o]
__MCPBA _ o
15

(80%)

19. abra. A Dpx-N-oxid szintézise

(S)-Dpx-t (62 umol) oldottunk CHClsz-ban (2 ml), majd 0°C-ra hiitottik és lassan,
cseppenként hozzaadtuk az mCPBA (99 umol) CHCIz-0s (3 ml) oldatat. A reakcidoelegyet
24 oran at szobahomérsékleten kevertettiik, majd az reakcio végbemenetelét VRK-val,
CH2Cl2:MeOH (10:1) eluensben futtatva ellendriztiik (Rmpx = 0,0; Rfpopx-N-oxid = 0,1;
Rfmcea =0,5). A nyers keveréket 0,5 ml-re beparoltuk, majd preparitiv. VRK-val
tisztitottuk CH2Cl2:MeOH (10:1) eluens alkalmazasaval. Az elkiiloniild két fo terméket
(Rfopx-N-oxid = 0,2; Rimcea = 0,6) a rétegrél lekapartuk és a szilikagélrél zsugoriivegszlirén
at CHCls-mal lemostuk. Beparlas utan 16,8 mg (80 %) kékes szinii olajos anyagot (15)
kaptunk (19. 4bra). A részletes *H és 3C NMR adatokat a 3. tablazat tartalmazza.

HRMS (ESI): C21H23NO2 [M+H]" szamitott: 322,1880  mért: 322,1885
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A f6 bomlasterméket (E-CON) egy fliggetlen reakcio tton szintén elballitottuk a
szintetizalt és az izolalt E-CON spektrumainak osszehasonlitasahoz, a szerkezetfejtés

fliggetlen megerdsitéséhez és standardként valo felhasznélashoz.

1-(E)-cinnamil-oxi-naftalin (E-CON, 25) szintézise

oH K,CO,
Nal

Aceton

(84%)

Cinnamil-bromid 1-naftol
20. abra. Az E-CON szintézise

1-naftolt (3,0 mmol), cinnamil-bromidot (3,6 mmol), vizmentes K2COs-ot (9,0 g) és Nal-
ot (0,24 g) forraltunk 8 6ran at vizmentes acetonban nitrogén-atmoszféra alatt. A
reakcioelegyet lehiitottiik, megszirtiik, és az oldatot beparoltuk. A reakcid feldolgozasa
soran a nyersterméket CH2Cl>-nal (2 x 25ml) és vizzel (2 X 25ml) razotolesérben
extrahaltuk, majd az egyesitett szerves fazist vizmentes MgSOs-on széritottuk, szlirtiik,
és  beparoltuk. A  szilikagélen n-hexan:CH2Cl>  (9:1)  ecluenssel  végzett
oszlopkromatografias tisztitas utan 0,66 g (84 %) fehér kristalyos anyaghoz (25) jutottunk
(20. abra).

HRMS (ESI): C19H160 [M+H]* szamitott: 261,1274 mért: 261,1269
Az izolalt E-CON-nal megegyezd H és 3C NMR kémiai eltolodsokat a 3. tablazat

tartalmazza.

A 21. A 4bran a frissen eldallitott Dpx-N-oxid *H NMR spektrumanak részlete lathato,
mig a 21. B abra a néhany napig szobahémérsékleten tarolt minta spektrumat mutatja. Jol
lathatd, hogy a tarolas soran a Dpx-N-oxid teljesen atalakult E-CON-na, és a kis
mennyiségli Z-CON geometriai izomer jelenléte i1s igazolhatd volt (kék kordk). A
keletkez6 bomlastermék spektruma teljesen megegyezett a szintetizalt E-CON

spektrumaval (21. C 4bra).
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21. abra. (A) A frissen szintetizalt Dpx-N-oxid *H NMR spektruménak részlete, (B) a két hét levegdn és
szobahOmérsékleten valo tarolas utani spektrum, mely egyértelmiien jelzi a Dpx-N-oxid E-CON-na és kis
mennyiségben Z-CON-n4 alakulasat (kék korok). (C) a szintetizalt E-CON *H NMR spektruma.

A Dpx-N-oxid szerkezeti instabilitasat egyértelmiien alatimasztja az, hogy mar a frissen
szintetizalt minta 'H NMR-spektruman is megjelennek a bomlastermék E-CON
karakterisztikus jelei (21. A abran fekete korok).
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4.3 A dapoxetin ciklodextrinekkel kialakitott kolcsonhatasanak
jellemzése

A dapoxetin és ciklodextrinek kdlcsonhatasa a szakirodalomban igen kevéssé ismert,
mindossze két kiralis elvalasztastechnikai példat talalunk. Srinivasan és munkatarsai
enantioszelektiv Dpx szintézisek kovetésére B-CD alapu Chiradex HR Lichrocart 250-4
kiralis HPLC oszlopot hasznaltak [31, 32]. Ide sorolhat6 tovabba a kutatdocsoportunkban
2012-ben kidolgozott RAME-y-CD-alapt kiralis CE maddszer is, ahol Rs = 7 felbontasi
értéket sikertilt elérni @ Dpx enantiomerjeinek elvalasztasa soran [7]. A DpX nativ B- és
v-CD-vel kialakitott zdrvanykomplex-képzését mar akkor sikeriilt kimutatnunk, de azota
sem torténtek a komplexképzés egyensulyi és szerkezeti részleteit feltard vizsgalatok.
Tekintettel arra, hogy a Dpx CD komplexei szamos elonyds tulajdonsaggal
rendelkezhetnek (megnovekedett oldhatdsag, kémiai stabilitas, biohasznosithatdsag), a
tovabbiakban a Dpx CD-kel kialakitott komplexképzésének vizsgalataval folytattuk
munkankat.

Figyelembe véve a Dpx szerkezetét, a CD-k vendégmolekulat befogadoé iiregének méretét
¢s korabbi CE vizsgalataink eredményeit, dontden a nativ - és y-CD-t, valamint a kiralis
elvalasztast legsikeresebben megvalositO RAME-y-CD-t (csak fazis-oldhatsaghoz)

valasztottuk ki a vizsgéalatainkhoz.
4.3.1 Fazis-oldhatosagi vizsgalatok

A CD-k Dpx-re gyakorolt szolubilizacio-noveld hatasat Higuchi és Connors modszerével
vizsgaltuk (lasd: 3.2.1 fejezet). A 22. abran bemutatott UV-spektrumok jol illusztraljak a

novekvé CD-koncentracio hatasara bekovetkezd oldhatosagnovekedést.
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kalibracios egyenesre volt sziikség. Az ehhez sziikséges kalibral6 oldatok pH 7,4-en nem
készithetok el a Dpx rossz oldhatosaga miatt. A kalibralos egyenest ezért a Dpx metanolos
oldataival készitettiik. A Kalibracios egyenes segitségével a pH 7,4-es kdzegben mért
abszorbancia adatokat moléris koncentraciokra szamoltuk at, és a 23. abran lathato fazis-

oldhatosagi diagramokat szerkesztettiik meg mindharom vizsgalt CD-re.

*10-6
180 - RAME-y-CD
y = 0,0034x + 6E-06
160 4 R* =0,9998
140 +
120
100 -

Dapoxetin (M)
[e=]
o

D
o
I

B-CD

y = 0,005 + 6E-06
40 | R2=09897

i -CD
20 y =0,0024x + 5E-06 ¥
) R? =0,9970
0 -———— T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
CD (M) *10°

23. abra. A Dpx fazis-oldhatdsagi diagrammijai nativ - és y-CD, valamint RAME-y-CD esetén pH 7,4-en
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A nativ CD-k haszndlatakor a Dpx oldhatésaganak monoton novekedése egy
meghatdrozott koncentracio érték felett megszlint, mert az oldatbol a megkezdédott Dpx-
CD komplex kivalasa. Ez a jelenség gyakran megfigyelheté a szubsztitualatlan CD-k
zarvanykomplexei esetén [127]. Az oldhatosag a szubsztitualt RAME-y-CD esetén tobb,
mint harmincszoros volt ¢és linedris (in. Ar-tipusi gorbe) a  vizsgalt
koncentraciotartomanyban. A nativ CD-k esetén Bs-tipusti gorbéket kaptunk, melyek a
maximumuknal a B-CD esetén hatszoros, a y-CD esetén pedig 6tszords oldhatosag-
novekedést mutattak. Az Ap-tipusu gorbe meredeksége és a Bs-tipusi gorbék kezdeti
linearis szakaszanak meredeksége egyaran kisebb mint egy, ami mindharom esetben 1:1-
es sztochiometriara utalt [83]. A Dpx 1:1 sztochiometriaji CD komplexeinek stabilitasi
allandojat (K11) a kovetkez6 egyenlet segitségével szamithatjuk ki a fazis-oldhatosagi
diagrambol [83]:
tga

K,=—— 15
. CDpxo (1_ tga) ( )

ahol c,,, atengelymetszeten leolvashaté Dpx intrinsic oldhatosaga pH 7,4-en, tga pedig

az egyenlet meredeksége. A legmagasabb stabilitasi allandoval a B-CD komplexek
rendelkeztek (K11=886 M), majd ezt kovette a RAME-y-CD (K11=594 M) és a y-CD
(K11=420 M) komplexeinek stabilitasi allando értékei, melyek jol egyeznek a hidrofob,
aromas gyuri(ke)t tartalmazé vendégmolekulak CD-kel képzett komplexeire kozolt
korabbi adatokkal. Azonban a fazis-oldhatdsagbol szamitott Kii értékek altaldban
latszolagosak, mivel a vendégmolekula oldhatosagat szamos tényezd befolyasolja a
zarvanykomplexképzés mellett, ugymint a rosszul o0ldéd6 vendégmolekulak
komplexképzésen alapuld kolcsonhatasok, esetleg micellaképzédés [127]. A RAME-y-
CD esetén a K11 latszolagossagahoz még az is hozzajarul, hogy a RAME-y-CD kiilonb6z6
metilezettségi foku és szerkezetli CD-k keveréke. Ezért a stabilitasi allandd pontosabb
meghatarozasdhoz és a komplexképzés részletesebb tanulmanyozéasahoz MS, NMR,
cirkularis dikroizmus és UV spektroszkopiai vizsgalatokat végeztink a nativ CD-k

esetén.
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4.3.2 Tomegspektrometrias vizsgalatok

A Dpx-CD komplex sztochiometridjanak tovabbi vizsgalatara el6szor ESI-MS méréseket
végeztiink. A szamunkra fontos 1200-2800 m/z spektrumtartomanyban az legintenzivebb
1:1 sztochiometriagju komplex (1441,7243 m/z) csucsa mellett a 1:2 komplex
(2577,1510 m/z) fajlagos tomege is megtalalhatd, ami feltételezi, hogy a fenil- és a
naftilgytiri is képezhet komplexet egy-egy CD molekulaval (24. abra).

x10 3 +ESI
4.25] 14417243
41 B-CD-
i dapoxetin
3,75 p ~

3,5 N

2272,96
3,259 v (B-CD) 0

3,
2,751 o
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2,25+

2]
1,751 /
1,54 ¥

v

1,251 2577,1510
1] 1845,8955 (B-CD) , -
051
0,25 |
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m/z

0,75+ dapoxetin
"Ly |||| 1 (AT LI
24. abra. A Dpx-B-CD oldat pozitiv médban felvett tomegspektrumanak 1200-2800 m/z tartomanya
Annak megerésitésére, hogy az ESI-MS koriilmények kozott, gazfazisban detektalt 1:2
sztochiometridji komplex valos, oldatfazisban is 1étezd részecske (és nem a deszolvataciod

soran keletkezett), fliggetlen modszerként oldatfazisat NMR vizsgalatokat végeztiink.
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4.3.3 A dapoxetin nativ CD-kel képzett komplexeinek NMR vizsgalata

Az NMR vizsgalatokat a Dpx H NMR spektrumanak jelhozzarendelésével kezdtiik

enyhén savas, D20-s oldatban metanolt alkalmazva referenciaként (3,32 ppm).

2,92 2,76
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IR BN
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25. abra. 3 mM-os Dpx oldat *H NMR spektruma és jelhozzarendelése savas D,O-ban (40 mM CD3COOD-
at tartalmazo), 25°C-on, 600 MHz-en

A Dpx 'H NMR spektruma és homo-, illetve heteronuklearis 2D NMR mérésekkel
megerdsitett jelhozzarendelése a 25. abran lathatd. A naftilgy(iri aromas protonjai (H9,
H12 és H15), az alifas H1 metinproton, valamint a H19 és H19” metil protonok kémiai
eltolodasa CD-k jelenlétében is konnyen leolvashatd. Tekintettel arra, hogy a fenil- és a
naftil molekularészek *H NMR jelei a molekula kiilonbozé, CD-vel esetlegesen
kolcsonhato részein képesek ,,érzékelni” a kémiai kornyezet valtozasat ezért a fenilgytliri
H5, H6 és H7 protonjainak kémiai eltolodasat az erdsen atfedé multiplettek miatt a joval
id6éigényesebb zTOCSY ¢és/vagy HSQC mérésekkel hataroztuk meg minden titralasi

pontban.
4.3.3.1 Komplexképzédés y-CD-vel

A komplexképzés jellemzését y-CD esetén a komplex sztochiometridjanak vizsgalataval
kezdtiik Job modszere szerint (26. abra) [90]. A Dpx H3’ és H15 protonjainak gorbéin az
Xopx = 0,5 értéknél talalunk maximumot, ami az 1:1 gazda : vendég Osszetételti komplex
képzodésére utal. A Dpx H9 protonjanak gorbéje viszont Xppx = 0,67-es moltortnél

rendelkezik maximummal, ami a 2Dpx-CD komplexre jellemz6 szélséérték. A koztes
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tartomanyban maximummal rendelkez6 H12 és H13 protonok szintén ezt erdsitik meg. A
kémiai eltolodas ilyen jellegl valtozadsanak magyarazatara egy olyan modell szolgalhat,
amit kétféle komplexrészecske {Dpx-CD és 2Dpx-CD} egyiittes jelenléte hozhat Iétre.
Ezen eredmények tehat nem erdsitik meg az ESI-MS mérések alapjan kezdetben
feltételezett {Dpx-CD, Dpx-2CD} egyenstlyi rendszert, mely a tomegspektrométer
nagyvakuumaban jellemzd.

A {Dpx-CD és 2Dpx-CD} egyiittes jelenlétét feltételez6 egyensulyi rendszert a
komplementer mdédon megszerkesztett CD protonok Job gorbéi is alatdmasztjak, ahol

szintén szélséérték maximumot talalunk a 0,33 < Xcp < 0,50 tartomanyban.
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26. abra. A Dpx (A) és a y-CD (B) néhany protonjanak jellegzetes Job gorbéi

A sztdchiometria meghatarozasara iranyuld méréseink utan *H NMR titralast végeztiink
el annak érdekében, hogy a Dpx y-CD rendszerben jelenlévd részecskék stabilitasi
allandoit meghatarozzuk, és ezaltal a vizes kozegben uralkod6 sztochiometriat is
pontosithassuk. A Dpx aromas protonjainak kémiai eltolodasvaltozasat y-CD-vel torténd
titralas soran a 27. dbra szemlélteti.

A minél megbizhatobb stabilitasi allandé meghatarozasanak érdekében a lehetd legtdobb,
a tobbvaltozos értékelésbe bevonhatd proton kémiai eltolodasvaltozasat igyekeztiik
kovetni. A Dpx H3, H2, H2°, H6, H7, H12, H13, H14, H15 protonjait és a y-CD H3’
protonjat vontuk be az kiértékelésbe. Kezdetben, a kiértékelésb6l mindkét molekula
esetén kihagytuk az 4tfedd tartomanyban nagy bizonytalansdggal leolvashatd protonok
titraladsi adatsordt valamint a nem monoton gorbét mutaté (27. é&bra, H9) és a

komplexképzésre szinte érzéketlen protonok adatsorait.

65



DOI:10.14753/SE.2017.2042

Cy.co ! Copx 7
H12 H15 H8 H9

25,0
23,0
20,0
17,0

MM
MM
__NM
14,0 %’\A
il
™

11,0
8,0

7,0
6,0 J

sl
4

N
> M MM
4,0
30 A AN M
20 MM \ M
M
M
M
M
M.
M
U

1,5 N\.M
1,0 MM
0,8 JUL_J\A
0.6 MM
0,4 J\UIL
0.2 MM
0,1 — LML
0,0 __.’UL_AA M

H15 H12

7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 73 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7
1H (ppm)

27. dbra. A Dpx 'H NMR spektruméanak aromés tartoméanya kiilonboz6 y-CD/Dpx koncentraciéaranyoknal
A legnagyobb kémiai eltolodasvaltozast mutatdo Dpx H12 proton tirtalasi gorbéjét és négy
kiilonb6z6 (a késébbiekben részletezendd) egyenstlyi modell: {Dpx-CD}; {2Dpx-CD};
{Dpx-CD, 2Dpx-CD}; {Dpx-CD, Dpx-2CD} alapjan torténd kiértékelését a 28. abra
mutatja be. Az illesztett gorbék alapjan megallapithato, hogy ez az adatsor nem irhato le
megfelelden a csupan egy részecskét feltételezd {Dpx-CD} vagy {2Dpx-CD} egyensulyi
modellekkel. Amennyiben a Job gorbék elemzésén alapulo kétféle komplex részecske
{Dpx-CD, 2Dpx-CD} egyiittes jelenlétét feltételezve illesztjiik a mért adatsorokat, szinte
tokéletes illeszkedést kaptunk. Az illeszkedés josagat a 4. tablazatban bemutatott
statisztikai mutatok is meggydzden alatamasztottadk. A megfelelé modell kivalasztasa a
4. téblazatban bemutatott stabilitasi allandok és statisztikai jellemzOk egylittes

figyelembevételével tortént az aladbbi megfontolasok szerint.
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28. abra. A Dpx H12 proton kémiai eltolodasvaltozasa a y-CD-vel vald titralds soran és az OPIUM
programmal illesztett négyféle egyenstlyi modell (folytonos vonalak), illetve a megfeleld illesztett gorbék
rezidualis szorasa

4. tablazat. A Dpx/y-CD rendszer NMR titralasanak OPIUM programmal tortént kiértékelésének
eredményei, melynél az egyensulyi modellek rangsorat két, az illeszkedés josagat mutaté kritérium alapjan
adtuk meg (mindkét statisztikai indikator alacsonyabb értéke jelzi a globalisan jobban illeszkedd
modelleket)

Egyenstilyi modell Az iteralt egyensulyi Hamilton- Akaike-féle
allando(k) féle informacios kritérium
+ szorasuk R faktor
{Dpx-CD, 2Dpx-CD}  log Ku1 2,82 +0,04 0,0733 824,97
log (K11K21) 5,47+ 0,09
{Dpx-CD, Dpx-2CD}  log Ku1 3,63 £0,09 0,0871 914,30
log (K11K12) 6,0+ 0,1
{Dpx-CD} log Ku1 2,78 £ 0,01 0,2053 1332,37
{2Dpx-CD} log K21 5,48 + 0,01 0,2191 1366,07
{Dpx-2CD} log K12 6,12 + 0,05 0,5249 1820,49
A Hamilton-féle R faktor deﬁniCiéja: R = \/Z(ykisérleti,k - yszéml’tott,k )2 Z yiisérleti,k
k=1 k=1

n
Akaike-féle informécios kritérium definicioja: AIC=n In(Z(yk,,sér,eﬁ,k - yszémimtt,k) / n] +2m
k=1
ahol yx a mért vagy a modell altal szamitott kémiai eltolodas a k-adik titralasi pontban, n az adatpontok

szama és m a becsiilt paraméterek szama [128].
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Az irodalomban taldlunk példakat olyan vendégmolekula-CD komplexekre, ahol a
vendégmolekula térben tavoli hidroféb molekularészletei kiilon-kiilon komplexaldédnak
két ciklodextrinnel [129]. Mivel a Dpx is rendelkezik két komplexképzésre alkalmas
(egymastol egy flexibilis alifas lanccal elvalasztott) aromas molekularészlettel, csupan
szerkezeti megfontolasok alapjan illesztettiik a {Dpx-2CD} és a {Dpx-CD, Dpx-2CD}
modelleket, bar az MS mérésekkel szemben ezt az oldatfazisra jellemz6 Job mérések nem
tamasztottdk ala. Mig az elébbi egyrészecskés {Dpx-2CD} modell nem volt
Osszeegyeztethetd a kisérleti adatokkal, addig a hipotetikus {Dpx-CD, Dpx-2CD} modell
esetében meglepd modon jo illesztést sikeriilt elérni, a Hamilton-féle R faktor és az
Akaike-féle informacios kritérium értékének enyhe romlasa mellett (4. tablazat). A Dpx
HI1, H3, H3’, H13, H15 és a CD H3’ protonok szimultan illesztett gorbéibdl is ugyanerre
a kovetkeztetésre juthatunk. Fontos megjegyezniink, hogy a Dpx H2, H2’, H5, H6, H7 ¢és
H14-es protonjaira mind a négy egyensulyi modell egyarant jol illeszthetd, igy a helyes
modell kivalasztasa kevésbé lett volna megbizhato, ha csak ezeket a protonokat kdvetjiik
a titralas soran. Ezek az eredmények Osszhangban vannak azzal a szakirodalomban is
megfogalmazott megallapitassal [69, 84, 96], miszerint az egyensulyi rendszereket
Kiértékel6 programok nem hasznalhatok univerzalisan minden egyenstlyi kémiai
probléma megoldasara, mert bizonyos esetekben (majdnem) ugyanolyan jo
illeszkedéseket lehet elérni egy kémiailag valosziniitlen modell alkalmazasaval is.
Egyetlen y-CD gazdamolekuldnak két vendégmolekulaval vald komplexképzése igazédn
ritka a szakirodalomban [67-69, 130, 131]. Esetiinkben a szokatlan, {Dpx-CD,
2Dpx-CD} sztochiometriat a kovetkezé megallapitasokkal indokoltuk:

Bar az egyrészecskés {Dpx-CD} vagy {2Dpx-CD} modellek a legtobb proton esetén nem
irjak le megfelelden a kisérleti adatokat, az ezekbdl szamitott Ki1 és Ka1 allandok jo
egyezést mutatnak a legjobbnak szamito kétrészecskés modellel (1asd 4. tablazat). Ezzel
szemben a {Dpx-CD, Dpx-2CD} rendszer esetén a K11 “matematikailag” 6,5-szeresére
novekedett, egy egyidejlileg jelenlévé Dpx-2CD komplex ‘hozzaadasa’ utan, ami
szerkezeti szempontbdl valosziniitlen (vo. propranolol [132]).

Az eddig még nem targyalt H9 proton nem monoton (“kétfazisu”) lefutasu titralasi gorbét
mutat, amit természetesen nem lehet illeszteni egy egyszerti 1:1 modellt feltételezve
(29. abra kék és zold gorbék). A {Dpx-CD, 2Dpx-CD} egyensulyi modellel szamitott
részecskeeloszlasi diagramon lathatjuk (28. abra), hogy a 2Dpx-CD komplex

crer
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szintén ugyanott, ahol a HO titraldsi adatsoranak minimuma talalhat6. Mivel HO titralési
adatsora (szandékosan) kimaradt a globalis analizisbol, ezért egy kiilon illesztést
végeztiink a legjobb modellre kapott Ki1 és K1 rogzitett értékekeivel és iteralando
paraméterként a 555 . € Sy, cp felhasznalasaval. Igy a {Dpx-CD, 2Dpx-CD} modell
esetén szinte tokéletes illeszkedést sikertilt elérni. A hipotetikus {Dpx-CD, Dpx-2CD}
modell szintén leirta @ minimumértéket, de az illeszkedés romlott.
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29. abra. A Dpx H9 protonjanak titralasi gorbéje y-CD-vel. Az kisérleti adatsor négy egyensulyi modellel
tortént illesztése és a mért kémiai eltolodasoknak az illesztett gorbétél mért atlagos eltérése (reziduuma),

valamint alul a megfelel6 részecskeeloszlas diagram
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A kisérletekkel alatamasztott {Dpx-CD, 2Dpx-CD} modellnek megfelelé egyensulyi
allandokat a 4. tablazat tartalmazza, mig az egyes protonokra jellemz6 komplexképzés
hatasara bekovetkezé kémiai eltolodasvéltozasokat (Ad') a Dpx-CD és a 2Dpx-CD

komplexek esetén a 30. abra foglalja Ossze.

Kék értékek ppb-ben: Voros értékek ppb-ben:
[ Gl [ i N i
A5Dpx- CDh — 5Dpx- cD = YDpx A52Dpx- CD — 52Dpx- CD Dpx
CD
H3C\ /C H 3 -18
N -448
+331
-260

-668

- -249
-115 = +664 -413
H +434 -33 O
0
_714 '129 _362 '172
224 -175 299 272
-394
172

30. abra. A Dpx protonjainak komplexképzés hatdsara bekdvetkezé kémiai eltolodasvaltozasai (Ad') a

Dpx-y-CD (kék) és 2Dpx-y-CD komplexekben (voros) szabad Dpx-hez képest. (Az adatokat OPIUM-
programmal szamitottuk).

A A értékek a lokalis elektronsiirliség véltozasait tiikrozik a komplexképz6dési folyamat
soran. A Dpx aromas protonjai esetén megfigyelt negativ eldjel 6sszhangban van azzal a
hipotézissel, hogy mindkét aromas gytirli a-y-CD iiregében van. A y-CD H3, HS és
(kisebb mértékben) a H6 protonjai nagy kémiai eltolodas csokkenést (upfield
complexation-induced shift) mutatnak a tobbi proton Ad értékeihez képest. Ez a
gylrtiaram hatdsanak és/vagy a komplexalodd vendégmolekula hidroféb hatdsanak
koszonhet6 [69]. Azonban a Adi csupan az elektronsiiriiség valtozast jelzik a megfeleld
pozicidkban, igy nem mindig jelent egyértelmli segitséget a kialakulé komplexek
geometridjanak a meghatarozasaban. Erre a célra a dipolaris kereszt-relaxaciokon alapuld
(NOE) nyujt6 mérésekre van sziikség. A Dpx--y-CD rendszer geometriai jellemzésére 2D
ROESY méréseket végeztiink.

A 2D ROESY spektrumban (31. abra) a y-CD belsd iiregében talalhaté H3 és H5 protonok
egyarant mutatnak NOE keresztcsucsokat a naftil- és fenil-molekularészletek aromas

protonjaival.
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31. abra. A 0,9 mM-os Dpx-t (vizszintes tengelyen jelhozzarendeléssel) és 2,1 mM-os y-CD-t (fiiggbleges
tengelyen jelhozzarendeléssel) tartalmazo oldat 2D ROESY spektrumanak részlete

A spektrum 7,3 ppm kornyékén még 600 MHz-en is meglehet6sen zsufolt volt, ezért a
NOE jelek megfigyeléséhez a jobb felbontasu szelektiv 1D NOESY spektrumokat
vettiink fel 800 MHz-en. A y-CD H2, H4 illetve H6 protonjainak invertalasat kovetden
nem detektaltunk szignifikans NOE-ket a Dpx protonok esetén, igy tehat a Dpx molekula
kiils6szféras komplexképzésrol [68] ez esetben nem beszélhetiink. A y-CD belsé lirege
felé mutato H3 és HS5 protonjainak invertalasakor viszont a Dpx mindkét aromas

gyirijének a protonjai megjelentek a spektrumban (32. abra).
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7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 71 7.0 6.9 6.8 6.7 ppm

32. abra. A 0,9 mM-os Dpx és 2,1 mM y-CD koncentraci6j oldat 1D NOESY spektrumainak részlete
(aromas tartomany) 800 MHz-en, 0,9 s keverési idével. (A) a y-CD H3; (B) és a y-CD H5 protonjanak
invertalasaval késziilt spektrum. (C) A komplexképzés soran kdlcsonhatdo molekularészletek, mely soran a
CD komplexalja vagy a Dpx fenil- vagy a naftilgytrijét, mig a 2Dpx-CD esetén két Dpx molekula
tartézkodik a vendégmolekula ugyanazon iiregében

A NOE-k alapjan a Dpx naftilgylirlijének mélyebb beékelddésére kovetkeztethetiink a
CD szekunder nyilasa feldl, hasonléan a fenilgylirthdz. Ezen eredményeknek egyik
lehetséges magyarazata az aromas gytiriik egyidejii illeszkedése a CD bels¢ iiregébe. A
szamitott részecskeeloszlas alapjan az 1D NOESY méréshez hasznalt mintdban az dsszes
Dpx 44%-a Dpx-CD, 15%-a 2Dpx-CD formaban van jelen, melyben a megfigyelt NOE-
k kialakulasdhoz az 1:1 komplex kétféle izomere (vagy a fenil- vagy a naftilgylirii

komplexalodasa) egyarant hozzajarul.

4.3.3.2 Komplexképzédés p-CD-vel

A kisebb tiregmérettel rendelkezé6 B-CD és Dpx kozott 1étrejott zarvanykomplex
jellemzését szintén a komplex sztdchiometriajanak meghatarozasaval kezdtiik. A 33.
abran feltiintetett Job gorbék széls6értékei alapjan megallapithato, hogy a Dpx B-CD

egyensulyi rendszerben sokkal dominansabb az 1:1-es sztochiometria, mint a nagyobb
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tiregmérettel rendelkezd y-CD-t tartalmazd rendszer esetén.. A Dpx H3, H9, H10 és H13

protonjainak Job gorbéin egyarant Xppx = 0,6-0S érték felé tolddd maximumot talalunk,

ami a 2Dpx-CD részecske jelenlétére utal.
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33. abra. A Dpx (A) és a B-CD (B) néhany protonjanak jellegzetes Job gorbéi

A sztochiometria meghatarozasa utan a stabilitasi 4llandok szamitasdhoz H NMR

titralast végeztiink (34. abra). A minél megbizhatobb stabilitasi allandok meghatarozasa

érdekében, a tobbvaltozos értékeléshez hét Dpx proton és 6t B-CD proton kémiai

eltolodasat kovettiik 19 kiillonbozo gazda/vendég koncentracidaranynal.
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34. abra. A Dpx 'H NMR spektruméanak aromas tartomanya kiilénbdz6 p-CD/Dpx koncentracidaranyoknél
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A titralasi adatsorok kiilonbozé egyenstlyi modellekkel torténd illesztésének
eredményeit az 5. tablazat foglalja 6ssze. Ebben az esetben is azt tapasztaltuk, hogy a
kisérleti adatsorok globalisan legjobb illesztése a {Dpx-CD, 2Dpx-CD} modell
alkalmazasakor valosult meg, mivel — ha csekély mértékben is — az illeszkedés jobb volt,

mint a hipotetikus {Dpx-CD, Dpx-2CD} modell esetén.

5. tablazat. A Dpx/pB-CD rendszer NMR titralasanak OPIUM programmal tortént kiértékelésének
eredményei, melynél az egyensulyi modellek rangsorat két, az illeszkedés josagat mutato kritérium alapjan
adtuk meg (mindkét statisztikai indikator alacsonyabb értéke jelzi a globalisan jobban illeszkedd
modelleket, definiciojukat 1asd a 4. tablazatban)

Egyenstilyi modell Az iteralt egyensulyi Hamilton- Akaike-féle
allando(k) féle informacios kritérium
+ szorasuk R faktor
{Dpx-CD, 2Dpx-CD} log K11 2,96 + 0,09 0,0473 482,08
|Og (K11K21) 5,40+ 0,25
{Dpx-CD, Dpx-2CD} log Ku1 34+0,1 0,0516 521,24
log (K11K12) 57+0,3
{Dpx-CD} log Ku1 3,06 +0,01 0,0668 613,15
{2Dpx-CD} log K21 5,62+ 0,02 0,0893 745,75
{Dpx-2CD} log K12 7,31+0,09 0,1846 1076,7

A csupan egyféle részecskét feltételezd {Dpx-CD} vagy {2Dpx-CD} modellek esetén a
gorbeillesztés rendre romlott, a {Dpx-2CD} modell hasznalata pedig szamos proton
esetében igen rosszul modellezte a kisérleti adatsorokat. A Dpx H1, H2’, H12 és H15
protonjainak, és a CD H1-es és HS5-0s protonjainak illesztett adatsorai esetén nem
mutathat6 ki szamottevo kiilonbség a {Dpx-CD}, a {Dpx-CD, 2Dpx-CD} és a {Dpx-CD,
Dpx-2CD} egyensulyi modellek kozott.

A kétféle részecskét feltételezd modellek esetén viszont szignifikdnsan jobb illeszkedést
kaptunk (a tobbi proton adatsorat is figyelembe véve) a mért adatpontokra. A kemometriai
mutatok ez esetben is a {Dpx-CD, 2Dpx-CD} modellt részesitették (csekély) elényben a
{Dpx-CD, Dpx-:2CD} modellel szemben. Figyelembe véve a Job mérések
sztochiometridra vonatkozé eredményeit, az elézdleg is kivalasztott {Dpx-CD,
2Dpx-CD} modellt talaltuk a legmegfelelobbnek a Dpx p-CD-vel valo
komplexképzésének egyenstlyi jellemzésére. Az igy meghatarozott egyensulyi allandok
értekeit az 5. tablazat tartalmazza, mig a {Dpx-CD, 2Dpx-CD} egyensulyi modellel

szamitott részecskeeloszlas diagrammot a 35. abran mutatjuk be.
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35. abra. A Dpx B-CD-komplexek HysS programmal szamitott részecskeeloszlas gorbéi, amelyhez az

NMR titralas adatsorainak OPIUM programmal meghatarozott stabilitasi allandoit hasznaltuk fel

Az CD komplexek tiregméretfiiggd sztdchiometridjara az irodalomban is taldlunk
példakat: a metoprolol 2:1-es komplexet képez y-CD-vel és 1:1-es komplexet 3-CD-vel
[69], feniraminok esetén pedig a karboximetilezett B-CD-kel keletkeznek 2:1 és 1:1-es
sztochiometriaji komplexek keverékei [67].

Mivel a B-CD iirege kisebb méretii a y-CD-nél, ezért a 2Dpx-B-CD komplex
keletkezésének lehetOsége vizsgalataink egyik varatlan eredménye volt. A feltételezett
sztochiometria mellett a Dpx-CD ¢és 2Dpx-CD komplexek szerkezetének jellemzését a
Dpx kémiai eltolodasvaltozasainak vizsgalataval kezdtiik (36. abra).

Kék értékek ppb-ben: Voros értékek ppb-ben:

i _ i i i _ i i
A5Dpx- CD _5Dpx-CD ~ YDpx A52DpX< CD _52Dpx-CD Dpx

-249
-413

-62
-117

36. abra. A Dpx protonjainak komplexképzés hatasara bekovetkezd kémiai eltoloddsvaltozasai (Ad') a
Dpx-B-CD (kék) és 2Dpx-B-CD (voros) komplexekben szabad Dpx-hez képest. (Az adatokat OPIUM-
programmal szamitottuk)
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A y-CD-hez hasonloan a legnagyobb valtozasokat ez esetben is a propillanc H2-es
protonja esetében kaptuk, mig szinte minden naftil-proton Ad értékei a y-CD-nél
tapasztaltak felének adodtak. Mivel a fenil-protonok jelei 7,4 ppm-nél még 600 MHz-en
is jelentOs atfedést mutattak a tobbi aromas proton jelével, a titralas soran ezeket a jeleket
nem tudtuk kovetni. A B-CD esetében a komplexképzés indukalta kémiai eltolodas
csokkenés (upfield shift) haromszor nagyobb mértékii volt a belsé H3, H5 protonok és a
primer nyilashoz kézeli H6 proton esetén a CD tiregén kiviil elhelyezked6 H4-hez képest.
Ez a Dpx hidrofob részeinek a B-CD iiregbe keriilését jelzi.

A komplexképzés geometridjara vonatkozo tovabbi (atomi szint(l) informaciok
megszerzés¢hez NOE Kkisérleteket végeztiink. A 2D ROESY 37. abran bemutatott
spektrumrészlete megerdsiti, hogy kizarolag a B-CD belsé H3 és HS5 (gyengén a H6) ad
intermolekularis keresztcsucsokat a Dpx naftilgyliriijének aromas protonjaival,
megerdsitve a naftilgyiiri bekertilését a CD tiregébe.

11
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37. abra. A 1,5 mM-os Dpx-t (vizszintes tengelyen jelhozzarendeléssel) és 1,5 mM-os B-CD-t (fiiggbleges
tengelyen jelhozzarendeléssel) tartalmazo oldat 2D ROESY spektrumanak részlete

A 7,3-7,5 ppm kozotti zsufolt spektralis régid nem tette lehetdvé, hogy megbizhato
kovetkeztetéseket vonjunk le a fenilgyliri komplexképzésben vald részvételére

vonatkozoan. Ezért a NOE jelek megfigyeléséhez a jobb felbontasu szelektiv 1D NOESY
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kisérletet 800 MHz-es késziiléken végeztiik el (38. abra), ahol gyenge NOE kolcsonhatast
sikeriilt kimutatnunk a Dpx H6 és a B-CD belsé H3-as protonjai kdzott.

H15 H14
H12
B H13
H9
H11
A H6 H10
SN, . A A S ML
8.0 7.8 7.6 74 72 7.0 6.8 ppm

38. abra. A 1,5 mM-o0s Dpx és 1,5 mM B-CD koncentracioju oldat 1D NOESY spektrumainak részlete
(aromas tartomany) 800 MHz-en, 0,9 s keverési id6vel. (A) a B-CD H3; (B) és a B-CD H5 protonjanak
invertalasaval késziilt spektrum. (C) A komplexképzés soran kolcsonhaté molekularészek, mely soran
a-CD vagy a Dpx fenil- vagy a naftilgyiiriijét komplexalja, mig a 2Dpx-CD esetén két Dpx molekula
tartozkodik a vendégmolekula ugyanazon iiregében

Az er6s NOE-k a naftilgytirti B-CD tiregébe torténé mély beékelodését jelzik. Mig a Dpx
H12, H13, H14 ¢és H15 protonjai a CD H5 protonjanak jelével mutatnak er6s NOE-Kat,
addig a Dpx naftilgytirtijének H11 és H10 protonjai a CD H3-as protonjanak jelével adtak
téren keresztiili korrelacidt. A szamitott részecskeeloszlas alapjan az 1D NOESY
méréshez haszndlt mintaban az Osszes Dpx 37%-a Dpx:CD és csupan 15%-a van
2Dpx-CD formaban , ezért a y-CD-esetén a NOE mérések alapjan az aromas gytrik
komplexalodéasara levonhato kovetkeztetések itt is érvényesek. Az alifas protonok esetén
az altalunk elvégzett NOE kisérletek egyikében sem talaltunk dipolaris korrelaciokat a

CD protonjaival.
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4.3.4 Cirkularis dikroizmus és UV spektrofotometrias mérések

4.3.4.1 A dapoxetin UV és cirkularis dikroizmus spektroszkopias tulajdonsagai

A Dpx UV spektrumara féleg a naftalingyiirti n-n" atmenetei jellemzék. (39. dbra).

18 4 s \e _ Oldoszer T
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39. abra. Az (S)-Dpx vizes oldatanak (pH ~ 4) cirkularis dikroizmus (fels6) és UV abszorpcids (also)
spektruma 25°C-on, a megfeleld n-n~ gerjesztések szimmetria megnevezéseivel. Feliil: az irodalomban
k6zolt a-, B-szubsztitualt kiralis naftilszarmazékok, fentrdl lefelé haladva az (S)-naproxén [133], az (R)-
2,2-dimetil-3a-naftilbutan [134], az (S)-4-dimetilamino-2-(naft-2-il)-butan-2-ol [135], és az (S)-4-
dimetilamino-2-(6-metoxinaft-2-il)-butin-2-ol Agmax értékeivel. [135].

Az UV spektrumban 250 nm felett megjelend két erésen atfedd, hosszu hullamhossza
savot a szimmetriatiltott L, és L. atmenetekhez rendeltik. A 319 nm-nél 1évé
alacsonyabb energiaji cstcs tartozik az 'Lp-hez, mig a 291 nm-nél 1év6 szélesebb sav az
!, tmenethez. Az a-naftol irodalomban ismertetett spektralis adatai alapjan a megfeleld
dtmeneti dipolmomentumok polarizaltak a naftilgytiri révid (*La) és hossztengelye (*Lb)

mentén. [136, 137].
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Ezekhez a gyenge sdvokhoz képest viszont egy sokkal intenzivebb abszorpcids cstcs
figyelheté meg a spektrum rovid hullamhossza oldalan (Amax=211 nm) egy 230 nm-nél
1év6 vall altal kozrefogva (39. abra). Egy ilyen vall, vagy egy hatarozott abszorpcios
maximum egy a-helyzetben [138, 139] 1év6 elektronkiildé csoportra jellemzd, és
karakterisztikus a hasonléan szubsztitualt naftil-szarmazékok esetén is. Mindkét atmenet
elektromos dipdl megengedett és polarizalt a naftilrész hossztengelye mentén [136, 138].
Itt meg kell jegyezniink, hogy a Dpx UV spektrumahoz a fenilgyiiri hozzajarulasa
elhanyagolhato, a dipdl tiltott, alacsony intenzitast 'Ly és La 4tmenetei miatt [140].

A szabad Dpx CiD spektruménak lefutasa és a CiD savok helyzete hasonlit a Dpx UV
spektrumahoz (39. dbra). Az 1Ly és 1L, dtmenetek aszimmetrikus zavarasa (perturbéacidja)
jelentkezik egy gyenge, pozitiv jel megjelenésével 250 és 330 nm kozott. A nagy
energiaju Atmeneteket tartalmazd spektralis régidban egy pozitiv cstcs (1Bp,
Amax=216 nm) és egy azonos eldjelli részben felbontott savot lathatunk (Amax=233 nm). A
216 nm-en 1évé molaris cirkularis dikroizmus abszorpcids egyiitthatd (Aemax) értéke
Osszehasonlithato, vagy nagyobb, mint a naproxén irodalomban megtalalhat6 adata [141],
vagy mas, a kiralitdscentrumhoz kozvetleniil a- vagy B-pozicioban kapcsolodo
naftilszarmazék esetén leirtak [133, 142] (39. abra). Ezekkel a vegyiiletekkel
Osszehasonlitva a DpXx szerkezetét, ez utobbi esetén a kiralitdscentrumot négy
szigmakotés valasztja el a naftilegységtol. Ebbol arra kovetkeztethetnénk, hogy ez az
oldallanc kiilonféle konformaciokat vehet fel, igy kiilonboz6 kiroptikai hozzajarulasokat
okozva, melyek nagyrész kioltjak egymast, és egy sokkal alacsonyabb Aemax értéket
eredményeznek. Ezzel szemben a viszonylag intenziv By CiD jel olyan konformécios

részecskek gyakorisagara utal, melyeknek donté hozzajarulasa van a forgatoképességhez.
4.3.4.2 A dapoxetin - és y-CD-vel kialakitott kélcsonhatasanak vizsgalata

A Dpx/CD kolcsonhatésanak vizsgalatdhoz CiD/UV spektroszkopias titralast végeztiink
tomény B- és y-CD torzsoldatok vizes (S)-Dpx oldathoz valo adagolasaval. A y-CD
koncentracio novekedésének hatasaraa 211 nm-nél 1€v6 emax értéke fokozatos csokkenést

mutatott (40. abra).
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40. abra. 30 uM-o0s (S)-Dpx oldat (pH~4) y-CD-vel valo titralasa soran bekovetkez6 CiD és UV spektrum
valtozasa

A hipokromia kialakulasaval egyidejiileg az alacsony energigja vall fokozatos
voroseltolodast szenved, ami végiil egy hatarozott cstucs kialakulasat eredményezi
232 nm-es Amax-nal. A 211 nm-nél 1évo legintenzivebb UV sav spektralis helyzete a
titrdlds soran valtozatlan marad. Az abszorpcios spektrumban 233 nm-nél egy
izobesztikus pontot talalunk, ami a szabad és a CD-hez kotott Dpx kozotti egyensulyt
jelzi (40. abra). A B-CD-s titralas spektrumai a y-CD-hez hasonlo, bar kevésbé kifejezett
valtozasokat mutatnak, a y-CD-hez képest 1ényegesen gyengébb hipokromiaval (az emax

csokkenése 2500 vs. 4200 M cm™?).
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Naftolok és naftil-aminok irodalomban kézolt UV spektroszkopias adatai alapjan ismert
[134, 139], hogy ha az a-pozicié egy elektronkiildé csoportot tartalmaz, akkor az a By
savnak a kiindulasi naftalin molekuldhoz képest két OsszetevOore vald hasadasat
eredményezi, melyekhez egy alacsonyabb 'Agq és egy magasabb By energiaallapot
rendelheté [135, 136]. Ez a szubsztituens nemkdtd elektronparjainak és az aromas
rendszer m-elektronrendszerének kolcsonhatasa soran jon 1étre. Egy estleges
hidrogénkotés azonban jelentdsen csokkentheti a szubsztituens elektrondonor képességet,
mely az *Aq sav alacsonyabb hullamhosszak felé torténd eltolodasaban jelentkezik [134].
A Dpx alkoxicsoportjanak vizmolekulakkal valo intermolekularis hidrogénkotése miatt
ez a sav vallként figyelheté meg a szabad Dpx vizes oldatban mért UV spektruman (39.
abra). Aprotikus oldészerben (dioxanban vagy acetonitrilben) viszont jelentGs batokrém
elmozdulast mutat, és egy hatarozott csticsként jelenik meg. Ezzel megegyez6 mddon a
CD-k jelenlétében tapasztalt voroseltolodas diagnosztikus jel a Dpx naftilcsoportjanak a
CD apolaris tliregébe vald bekertilésére.

A fent 6sszefoglalt spektroszkopiai valtozasok a Dpx/CD zarvanykomplexek kialakulasat
bizonyitjak. Az UV hipokromia — 6sszhangban az NMR titralas eredményeivel — egy
gazda és két vendégmolekula kolcsonhatasat feltételezi. A CD tiregében elhelyezkedd két
Dpx naftil-naftil- vagy fenil-naftilgyiriiinek térbeli kdzelsége esetén kedvez6 dipol-dipol
kolcsonhatdsok jonnek létre a m-m  4tmeneti momentumok kozott, melynek
eredményeképpen az adott abszorpciés savban a kromoférok intermolekularis
elhelyezkedésétdl fiiggden hipo- vagy hiperkrom hatas jon létre [143]. A nagy molaris
feleslegben alkalmazott y-CD esetén megfigyelheté hiperkrom eltolodas megsziinése
majd a megjelend hipokrom eltolodas kisérleti tényként szol az 2Dpx-CD sztochiometria
mellett. Ahogyan azt a 41. abra mutatja, 5 mM-os CD koncentracio felett emax értéke

emelkedni kezd, majd a titralas végén visszatér a kezdeti értékéhez.

81



DOI:10.14753/SE.2017.2042

10 - 7000
. ® CiD adatok (bal Y tengely)
9 K, = 1682 (+184) uM 5000
I ¥ = 0.9969 ]
8
74 45000 ~
E :
< 64 2
s | {4000
$ 5- 5
E - £
3 4 . 43000 o
~N p | C\.I_
W w
< 3 v
-4 2000 @
E [ |
2 N .
i m UV adatok (jobb Y tengely)
1 K, = 1943 (£120) uM m 1000
] ' =0.9992
04 40
T T I T T T T T I T I
0 2000 4000 6000 8000 10000
y-CD pM

s

valtozasok. Ae: a Dpx molaris cirkularis dikroizmus abszorpcids egylitthatdja. go: a Dpx molaris abszorpcios
egyiitthatoja CD-mentes oldatban. i: a szamitott ¢ értékei novekvé y-CD koncentracioknal. A folytonos
vonalak a Prism 6 szoftverrel illesztett nemlinearis fiiggvények eredményei. A disszociacios allando (Kq)

értékét az abran tlntettiik fel.

Ezek a spektralis valtozasok a nagy feleslegben 1évé y-CD jelenlétében disszociald

crer

crer

Dpx UV spektrumahoz hasonld spektrumot eredményeznek. A fenilgyiiriit nem
tartalmazé (£)-naproxén esetén y-CD-hez valo 2:1-es (2Nap : 1CD) kétédést 3C NMR
spektroszkopia alapjan sikertilt bizonyitani [144], viszont a Dpx-hez még inkabb hasonlo,
— a-szubsztitualt naftilcsoportot tartalmazé B-blokkold — (+)-propranolol abszorpcios
spektruma nem mutatott semmilyen érzékelhet6 valtozast - vagy y-CD jelenlétében. Ez
a Dpx fenilgylirtijének szerepét erésiti meg az 2Dpx-CD komplexek stabilizalasaban.

A CD-k aszimmetrikus belsé iiregiiknek (mint kiralis mikrokérnyezetnek) kdszonhetéen
[145, 146], vagy modosithatjak a kiralis molekulak eredeti CiD spektrumait [147, 148].
A Dpx ez utobbi csoportba tartozik, mivel egy hatarozott CiD sav fokozatos kialakulasat

mutatja a vordseltolodott Ag atmenetnél 240 nm-en (38. abra). A Dpx CD-
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komplexképzésének hatasara bekdvetkezd abszorpcidos spektrum  valtozasait
felhasznalhatjuk a stabilitasi alland6 meghatarozasara is (41. abra). A CiD és UV
spektroszkopiai adatokbol szamitott allandok érékek jo egyezést mutatnak a fazis-
oldhatosagi és az NMR titralas soran meghatarozott allandokkal (6. tablazat).

Ugy tiinik, a p-CD esetében a kisebb iiregméret modositja a Dpx molekulak kotodését.
Jollehet a gyenge hipokromia 2:1 komplexek jelenlétére is utal, a By CiD cstics Amax
értéke kékeltolodast mutat, és a voroseltolodott 1Ag CiD sav Aemax értéke elmarad a y-CD-
nél tapasztalthoz képest (40. abra). A 220-240 nm kozo6tti hulliamhossz tartomanyban a
vibracios finomszerkezet talalhatd, ami a naftilgytri B-CD iiregébe vald szoros, térben
korlatozott illeszkedésének a kovetkezménye lehet. Eléfordulhat, hogy a 2:1
komplexekben a masodik Dpx molekula nagyobb része a B-CD iiregének bejarata

kornyékén helyezkedik el, nagyrészt a vizes fazisban.

216
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42. abra. 23 pM-os Dpx oldat (pH~4) y-CD-vel valo titralasa soran bekdvetkezé CiD és UV spektrum

valtozasa
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A kiilonféle technikakkal meghatdrozott Dpx/CD komplexek stabilitasi allandoit
6. tablazatban foglaltuk 6ssze.

6. tablazat. A Dpx/CD komplexek egyensulyi dllandéinak értékei [M~! egységben, (1) és (9) egyenletekkel
szamitott], vizes oldatban 25 °C-on mérve, kiilonb6z6 méréstechnikak hasznalataval

Egyensulyi allandok
Komplex

Fazis-oldhatosag ~ H NMR uv CiD

Dpx-3-CD K11 886 915 - -

2Dpx-B-CD K21 — 276 — —
Dpx-y-CD K1 420 661 515 595

2Dpx-y-CD K21 - 447 - -

Dpx-RAME-y-CD  Ku 594 - - -
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4.3.5 Molekulamodellezés

Az NMR ¢és CiD/UV spektroszkopiai modszerekkel meghatarozott komplex
sztochiometria, valamint a térkozelségi (NOE) méréseken alapuld komplex szerkezetek
haromdimenzios szemléltetésére (féként a szokatlan 2Dpx-CD részecske esetén), illetve

cres

alapul¢ stabilitasanak kozelitd becslésére molekulamodellezést végeztiink.
4.3.5.1 Koélcsonhatasi energiak szamitasa

A kolcsonhatasi energiakat (7. tablazat) ugy szamithatjuk ki, hogy az adott komplexek

esetében a Dpx energidjanak a kétszeresét kell figyelembe venni):
Exkslessnhatasi = Ekomplex — (Ecb + Eppx) (1:1 komplexek) (16)

Exslcssnhatasi = Exomplex — (Ecp + 2Eppx)  (2:1 komplexek) @an

Eredményeink alapjan a - és y-CD apolaris liregébe valo illeszkedés szempontjabol az
1:1 komplexekben kedvezményezett a naftilcsoport. Ugyanez a tendencia figyelheté meg
az 2:1 komplexek esetében, mivel azok az orientaciok kedvezményezettek, ahol legalabb
az egyik Dpx a naftilgylirijével vesz részt a gazda-vendég kdlcsonhatasok kialakitasaban.
Ezen tilmenden a y-CD esetében a nagyobb gytiriméret lehetdveé teszi, hogy mindkét
Dpx molekula naftilgytiriije bekeriiljon a CD iiregébe. Amennyiben a komplexképzodést
tobb 1épésben jellemezziik, nyilvanvaldo megallapitas az, hogy az 1:1 komplexek
képz6dése szabad gazda ¢és vendégmolekulakbol minden esetben nagyobb
energiacsokkenést eredményez, mint az 1:1 — 2:1 komplexképz6dési 1épés (amit az 1:1

és 2:1 komplexek kolcsonhatasi energiai kozotti kiilonbség szamszerdisit).

7. tablazat. A kiilonb6z6 Dpx/CD komplexekre szamitott kolcsonhatasi energiak [kcal/mol] 6sszefoglalasa

CD : Dpx 2:1 2:1 2:1 1:1 1:1
komplexképzé rész”  (naf, naf)  (fen, naf) (fen, fen) (naf) (fen)
B-CD -18.6441 -22.8121 -16.6543 -17.4424 -16.4024
v-CD -24.6823  -20.9274 -18.6062 -17.0864 -12.5464

“A Dpx komplexképzésben résztvevd molekularészei — naf: naftilgytirti, fen: fenilgy(irt
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4.3.5.2 A ciklodextrin komplexek haromdimenzios szerkezetei

Az Dpx B-CD és y- CD 1:1 komplexei esetén egyarant a naftilgytirinek az inkluzidja a
kedvezG6bb (43. abra).

43. abra. A Dpx-B-CD komplex legalacsonyabb energiaju szerkezetét abrazold molekulamodellje

A 2Dpx-y-CD komplex esetén mindkét Dpx molekula naftilgytirije a CD tiregében
helyezkedik el (44. 4dbra), egymastol koriilbeliil 4 A tavolsdgra, csaknem parhuzamos
elrendezédésben. Ugyanez a folyamat figyelheté meg az azonos sztochiometriaji -CD-
vel képzett komplexek esetén is azzal az eltéréssel, hogy a masodik naftilgytirti dontéen

a B-CD iiregén kiviil tartézkodik.

44, abra. A 2Dpxy-CD komplex molekulamodellezéssel optimalizalt szerkezete, melyben a két

naftilgytirti keriil a CD iiregébe.
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Abban az esetben amikor az egyik Dpx molekula naftil- majd a masik Dpx molekula
fenilgyiirije egyiitt keriil a y-CD fiiregébe, egy kevésbé szoros illeszkedést kapunk
(45. abra). Ugyanez figyelhet6 meg az ezzel azonos B-CD komplexek esetén is azzal a
kiilonbséggel, hogy a fenilgytirti tobbnyire az iiregen kiviil tartozkodik, ami 6sszehangban

van az NMR kisérletek soran megfigyelt NOE mérésekkel.

45. abra. A 2Dpx-y-CD komplex molekulamodellezéssel optimalizalt szerkezete, ahol a két kiilonbozo

aromas gylr( keriil a CD iiregébe.
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4.3.6 ODMCM-y-CD-vel valé kolcsonhatas vizsgalata

Az Dpx ¢és aktiv metabolitjainak — mint kiilonb6zé rendli aminocsoportot ¢&s
komplexképzésre alkalmas aromas molekularészeket tartalmazé modellvegyliletek —
enantiomer elvalasztasat egy 10j, eddig még nem vizsgalt szelektorral, az izomertiszta
perszubsztitualt oktakis-(2,3-di-O-metil-6-O-karboximetil)-y-ciklodextrinnel (ODMCM-
v-CD) valésitottuk meg. Ez a kiralis szelektor a CD gytirii szekunder oldalan teljesen
metilezett, és a primer oldalon ionizalhaté karboximetil-csoportotokat hordoz (sematikus

szerkezetet lasd a 46. dbran)
4.3.6.1 Az ODMCM-y-CD sav-bazis tulajdonsdgai

Tekintettel arra, hogy az 0j CD-szarmazék komplexképzésben és enantiomer
elvalasztasban fontos szerepet jatszo sav-bazis sajatsagai nem voltak ismertek, eldszor az
ODMCM-y-CD NMR-pH titralasat végeztiik el. A nyolc karboximetil-szubsztituenst
tartalmazé ODMCM-y-CD a pH-tdl fliggden tobbféle tdltéssel rendelkezo részecskeként
lehet jelen az oldatban, a toltésmentest6l egészen az oktaanionos formaig. A 46. abra az
'H NMR-pH titralas soran felvett spektrumsorozat szénkotésii protonjainak pH-fiiggd

kémiai eltolodasvaltozasat abrazolja a pH 1,31 — 9,64 tartomanyban.

2 MeOH
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46. abra. Az ODMCM-y-CD pH-fiiggd NMR spektrumai 25°C-on, 600 MHz-en.
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A protonalddo csoporthoz legkdzelebbi H-7-es protonokon jelentés (>0,25 ppm), pH-
fiiggd kémiai eltolodasvaltozas figyelheté meg. A lagos oldatok savval torténd titralasa
soran a kémiai eltolodasvaltozasabol a lokalis elektronsiiriség valtozasaira és igy a
karboxilatcsoport protonalodasara kovetkeztethetiink. Néhany proton esetében a
megfigyelt ,,wrong way” *H kémiai eltoloddsvéltozas szerkezeti 4talakulasra utalhat (pl.
a protonok ujraeloszlasa a karboxilatcsoportok kozott) [149]. Még a karboxilcsoporttol
tobb mint tiz szigma kotésre elhelyezkedé metoxicsoportok kémiai eltolodasa is tiikkrozi
a protonalodasi folyamatokat. A CD H7 protonjainak *H NMR titralasi gorbéibdl lathato,
hogy a nyolc karboxilcsoport atfedé protonalddasi 1épcséi pH 2,04—7,70-ig tartd
tartomanyban talalhatok, tehat mig pH 7,0-en az ODMCM-y-CD tilnyomorészt
oktaanionos formaban van jelen, addig pH 2,5-6n minimalis negativ toltése van. Az
ODMCM-y-CD sav-bazis tulajdonsidgainak részletesebb jellemzésére a jovOben

fiiggetlen kisérletet terveziink.
4.3.6.2 Kapillaris elektroforetikus vizsgalatok

A Dpx, a dezmetil-Dpx és a didezmetil-Dpx enantiomerek elvalasztasat két pH-n
végeztik el (pH 2,5 és pH 7,0) kiilonbz6 ODMCM-y-CD koncentracio mellett. A
vizsgalt optikailag aktiv vegyiiletek mindkét pH-n pozitiv toltéssel rendelkeznek. Az
ODMCM-y-CD pH 2,5-6n kozel semlegesnek tekinthetd, mig pH 7,0-en deprotonalt, és
ionos kolcsonhatasok  kialakitdsara képes a pozitiv  toltéssel rendelkezd
vendégmolekulakkal. A 7. tablazat 6sszegzi a kiralis felbontasokat (Rs) a két pH-n, 1-5-
10 mM ODMCM-y-CD koncentraci6é mellett, mig a 47. abra szemléltetésként a két pH

értéken, 5 mM (1 mM) CD koncentracional regisztralt elektroferogramokat mutatja be:

7. tablazat. A Dpx és dezmetil-metabolitjainak 2,50 és 7,00 pH-ji hattérelektrolitban meghatarozott kiralis

felbontasi értékei ODMCM-y-CD szelektor alkalmazasaval (a: nem lehet meghatarozni, lasd a szévegben)

pH =2,50 pH = 7,00
Vegyiiletek
ImM 5mM 10mM | 1mM 5mM 10 mM
Dpx — 1,19 1,76 1,03 1,70 2,48
Dezmetil-Dpx - 0,80 1,00 4,40 a a
Didezmetil-Dpx | 0,96 4,61 6,53 4,31 3,89 a
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47. abra. A Dpx (A), a didezmetil-Dpx (B) és a dezmetil-Dpx (C) enantiomerek elvalasztasat bemutatd

elektroferogramok ODMCM-y-CD kiralis szelektorral (58.5/50 cm, 50 pm kapillaris, 20 mM H3POs-
NaOH pH 2,5, és 20 mM NaH;P0O4-NaOH pH 7,0 pufferek, 5 mM/1mM ODMCM, 30 kV; 20 °C; 200 nm)
Osszehasonlitva a pH 2,5-6n és a pH 7,0-en regisztralt elektroferogramokat lathaté, hogy
a kiralis szelektor hatdsara bekovetkezd migracids id6 valtozas pH 7,0-en jelentdsebb.
Egyes elektroferogramok kiértékelése a cstcstorzulasok és a hosszu analizisidék (tobb
mint 60 perc) miatt nem volt lehetséges. Didezmetil- és dezmetil-Dpx esetén pH 7,0-en
mar 1 mM-os CD koncentracional megfeleld enantiomerelvalasztast sikeriilt elérni

(47. 4bra B, C; 7. tablazat)
4.3.6.3 NMR vizsgalatok

Az ODMCM-y-CD enantiomer elvalasztasanak molekularis szintii megismeréséhez
NMR vizsgalatokat is végeztiink. Az ODMCM-y-CD enantioszelektivitasat két pH
értéken vizsgaltuk (pH" 2,5 és 7,0;), a CE mérésekhez hasonlo kériilmények kdzott, D2O-
os oldatokban. Az *H NMR spektrumokban megfigyelhetd a komplexképzés indukilta

kémiai eltolddasvaltozas mindkét pH értéken a két enantiomerre. A 48. dbra a racém Dpx
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'H NMR spektruménak aromaés részletét mutatja be a kiralis szelektor nélkiil, illetve az
ODMCM hozzaadasa utan, ahol a jelkett6z6dés a Dpx enantiomerjeinek ciklodextrinnel
képzett diasztereomer komplexképzésére utal. A dezmetil-metabolitok NMR mérései

esetén hasonlo jelenséget tapasztaltunk.
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48. sbra. A) A racém Dpx, B) racém Dpx, ODMCM-y-CD (1:4 mélarany) és a C) racém Dpx, ODMCM-
v-CD rendszer 'H NMR spektrumainak részlete (S)-Dpx hozzdadasa utdn pH 2,5-nél; D) racém Dpx, E)
racém Dpx, ODMCM-y-CD; 1:4 mélarény F) racém Dpx, ODMCM-y-CD rendszer (S)-Dpx hozzéadasa
utan pH 7,0-nél;

Az egyes enantiomerek (diasztereomer komplexek) jelhozzarendelését enantiomertiszta
(S)-Dpx hozziadasaval sikeriilt megvalositani. A két pH értéken felvett 'H NMR
spektrum kozott jellegzetes kiilonbségek voltak megfigyelhetok. Mig pH 2,5-6n (ahol a
Dpx monokationos formaban van jelen, és az ODMCM-y-CD gyakorlatilag semleges)
csak a naftilgytrit H15 protonja mutatott szamottevé jelkettézédést, addig pH 7,0-en
(ahol a Dpx monokationos és az ODMCM-y-CD polianionos formaban van jelen) a
naftilgytrd H9, H10, H11, H12, H13, HI14 és H15 protonjai esetén IS jelentOs
jelkett6zodést tapasztaltunk (48. abra). Az eredményekbdl lathato, hogy a komplexképzés
indukalta kémiai eltolodasvaltozas sokkal Kifejezettebb pH 7,0-en, mint pH 2,5-6n. A
kémiai eltolodas csokkenését foleg a H15 (Ao>0,1 ppm) és a H14 (A6=0,05 ppm)
protonok esetén tapasztaltuk, valamint a H12 és H13 esetén az eltolodasok novekedését

figyelhetiik meg (48. abra). A Ad értékekbdl és a felhasado jelek szamébol is 1athato, hogy
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az ODMCM-y-CD a Dpx enantiomerjeivel enantioszelektiv kdlcsonhatasba 1ép mindkét
pH értéken, de kiilondsen pH 7-en. Ezek az eredmények 6sszhangban vannak a kiralis CE
méréseinkkel is.

NMR méréseinket a sztochiometria Job modszer szerinti meghatarozasaval folytattuk két
pH értéken, annak eldontésére, hogy a Dpx ODMCM-y-CD komplexek sztdciometriaja
mutat-e pH-fiiggést. pH 2,5-6s értéken a ndvekvé CD ardny ellenére is szinte
elhanyagolhat6 kémiai eltolodasvaltozast tapasztaltunk. A Dpx H9 protonja csak ppb-ben
mérhetd valtozast mutatott, ahol a Job gorbe maximuma a 0,5-6s moltortnél 1:1-es
sztochiometriat jelzett. A 49. abra a pH 7,0-es kdzegben mért adatok alapjan szerkesztett
Job gorbéket mutatja be. A nativ y-CD-vel Gsszevetve az ODMCM-y-CD protonjai
egyértelmiien 1:1-es sztochiometriat mutatnak. A Dpx protonjai koéziil is szinte
valamennyi 1:1-es sztochiometriara utal, kivéve a H9-es proton Job gorbéjét, melynek
maximuma 0,6 felé tolodott, igy a nativ y-CD-hez hasonléan ez a 2Dpx-ODMCM-y-CD

komplexek csekély mértéki keletkezését jelzi.
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49. abra. A Dpx (A) és ODMCM-y-CD (B) *H NMR mérés alapjan szamitott Job gorbéi pH 7-es kdzegben.

A Job mérések utan a komplexképzés geometridjanak, meghatarozasahoz 2D ROESY
méréseket végeztiink el mind a két vizsgalt pH értéken. A 50. dbra a pH 2,5-6n mért
ROESY spektrum egy részletét abrazolja. Ahogy az a Job mérések soran is lathato volt,
a komplexképzés sokkal kevésbé kifejezett pH 2,5-6n. Ezt a csaknem zajhataron 1évo
NOE korrelaciok intenzitasa is alatamasztja (50. abra). A komplexképzésben
egyértelmiien az aromas részek jatszanak szerepet, amit a CD tiregében 1évé H3 és HS
protonokkal adott gyenge keresztkorrelacioik jeleznek. Ezzel szemben a 51. abran, a

pH 7-en felvett spektrumon sokkal intenzivebb intermolekularis keresztcsucsokat
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detektaltunk, igy sokkal részletesebb képet kaptunk a komplexképzés geometridjara

vonatkozo6an, melyet a megbeszélések fejezetben targyalunk részletesen.
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50. abra. A Dpx/ODMCM-y-CD 2D ROESY NMR spektrumanak részlete pH 2,5-6s oldatban, 25°C-on.
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5 Megbeszélés

5.1 A dapoxetin gyartasi szennyezdje

A dapoxetin szintézisekor a mezilat intermedier (2) eldallitasa kritikus 1épésnek
bizonyult. Rohith és munkatarsai 2013 januarjaban megjelent kozleménylikben mar
jellemezték a mezilatot (2), ahol *H NMR spektrumot is bemutatnak, bar az izolalas
1épéseit nem irjak le [35]. A mezilat izolalasaval eldttiink egy masik kutatocsoport is
probalkozott, szintén sikerteleniil. 2013 augusztusdban megjelent kozleményiikben
instabilitasi problémakkal magyarazzak, hogy nem tudtak meghatarozni az izolalt termék
szerkezetét [23]. Igy fiiggetlen irodalmi elézmények is alatimasztjak sajat
tapasztalatainkat, miszerint a mezilat intermedier (2) eldallitasa kritikus 1épés a hatdanyag
eldallitasa soran. A bomlastermék szerkezetének megfejtésével magyarazatot adhatunk a
reakcid6 mechanizmusara, és felhivhatjuk a figyelmet a kritikus kisérleti paraméterek
fontossagara is. Megallapitottuk, hogy a gylrlizart termék keletkezése fiigg a
reakcioelegy homérsékletét6l. Tapasztalataink alapjan a Dpx szintézisekor az in situ
keletkez6 mezilatot 0—5°C-on tartva és dimetil-aminnal szobahémérsékleten reagaltatva
jo hozammal (70-80%) elGallithatd a hatdéanyag (52. abra). A 0°C-on végzett Dpx
szintézis sikerébdl kiindulva ezt a megallapitast Khatik és munkatarsai is megteszik, bar
Ok a reakcio alacsony hozaménak {6 okaként a dimetil-amin illékonysagat emelték ki
[23]. A 0-5°C-on végzett Dpx szintézis reakcioelegyébdl vett mintabol HPLC-vel a Dpx
fo cstcsa mellett a szennyezd gylirtizart melléktermék kis mennyisége ez esetben is

kimutathato volt.
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52. abra. A hémérséklet hatasa a mezilat atalakulasara

A mezilat alacsony homérsékleten képzodik, és a hémérséklettdl valamint a nukleofil
reakciopartner jelenlététdl fliggden kiilonb6zd reakciomechanizmus szerint megy végbe
az atalakulasa eltér6 terméket eredményezve. Amennyiben alacsony (0-5°C)
homérsékletr6l szobahémérsékletre melegitjiik a reakcidelegyet, majd dimetil-aminnal,
mint er6s nukleofillel reagaltatjuk, a mezilat dontéen Sn2 mechanizmus szerint, a
kiralitdscentrum inverzidjaval Dpx-¢é alakul. Erés nukleofil reakciopartner (dimetil-amin)
hianyaban  viszont a  hOmérséklet emelkedése hatdsara  intramolekularis
SEAr mechanizmusu Qytriizarasi reakci6 megy végbe, egy naftopirdnszarmazék

keletkezésével az alabbi mechanizmus szerint (53. ébra):
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53. abra. A gyartasi szennyez0 keletkezésének javasolt reakciomechanizmusa
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A reakcidmechnizmus soran a naftilgyiiri 2-es (B) szénatomjanak — az oxigén nemkaoto
elektronparjanak mezomer effektusa miatt — megné a nukleofil reaktivitasa, és igy
készségesen reagdl a mezilat tdvozasa utdn az oldallancban keletkez6 szekunder
karbokationnal. A képz6dé nagyenergiaji piranium intermedier protonvesztéssel
rearomatizalodik, igy szolgaltatva a neutralis 4-fenil-naftopirdn szarmazékot. Az
optikailag aktiv alkohollal (1) végrehajtott reakcidban a gytriizart termék racemat lett,
melyet cirkularis dikroizmus spektroszkopiaval bizonyitottunk. gy az izolalt végtermék
optikai aktivitisanak elvesztése a javasolt karbokationos reakciomechanizmust
tamasztotta ala.

A szakirodalomban a kondenzalt aromdas piran szarmazékokat Friedel-Crafts-féle
intramolekularis alkilezési reakciokkal allitjadk eld, &tmenetifém vagy nemesfém
katalizissel [150]. A fémkatalizis hasznalatanak hatranyai legtobbszor a katalizator ara, a
termék fémion szennyezésének lehetdsége, és a hasznalt katalizator megsemmisitésének
vagy visszanyerésének a koltsége. A nem-fémion katalizalt reakciok kozott a sokszor
extrém reakciokoriilmények (Tf20, -78°C [151]) okoznak gondot és az alacsonyabb
hozam. Egy 2015-6s szabadalomban enyhe koriilmények kozott, de aranyso (1 mol%
AUCl3; CHCly; 25°C; 98 %) Kkatalizissel allitottak elé az altalunk is izolalt 4-
fenilnaftopiran szarmazékot. Itt a szerz6k ugyan elényként emlitik a magas konverziot,
de draga katalizatort hasznalnak [152]. Az altalunk leirt reakcidoval ez a szintézist
alternativ  és olcsobb moddon megvalosithatd, és tovabbi lehetdségeit s
tanulmanyozhatjuk valtozatos szerkezetli, 01j szintetikus vegyiiletek eldallitasara.

Ez iranyu vizsgalatainkat kiterjesztettiik, és az egyes molekularészek (pl. szubsztitualt
aromas/heteroaromas gytirtik, valamint tioéter és aromas tercier amin) valtoztatasaval

sikeriilt tobb esetben is megvalositani az analdg, Gj molekulak eldallitasat (54. abra).
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54. abra. Az altalunk vizsgalt reakcid szerves kémiai felhasznalasanak lehetdségei valtozatos szerkezetli

(@]

vegyiiletcsaladok szintézisében.

Vizsgalataink ezen részét az értekezésben nem targyaljuk a téma szertedgazosaga illetve

terjedelemi okok miatt.

5.2 A dapoxetin bomlastermékei

Munkank soran bemutattuk, hogy a Dpx-b6él szabad levegén tarolva Dpx-N-oxid
keletkezik. A benzilhelyzetben 1évé dimetil-amino-N-oxid jo tavozd csoport, és
kilépésével a keletkez6 E/Z-CON-ban kiterjedtebb konjugacio 1étrejotte okozhatja a Dpx-
N-oxid fokozott kémiai instabilitasait. A Hofmann eliminaciotol eltéréen a Cope
eliminacioban a bazis ("O-ion) a tavozo csoport része, igy a protont a szomszédos
metiléncsoportrol szakitja le, konformaciotdl fliggden a megfelelé geometriai izomerek
keletkezésével (55. abra). A szomszédos szénatom hidrogénjével 1étrejovo
intramolekularis ottagi gylirlis atmeneti allapot a magyarazata annak is, hogy a Dpx
gyartasi szennyezOjét nem azonosithattuk a hatéanyag bomlastermékei kozott, hiszen
ehhez a benzilhelyzettdl tavoli naftilgytiri 2-es szenének N-oxiddal vald

deprotonalddasara lenne sziikség, ami nem valdsulhat meg.
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55. abra. A Dpx bomlasanak javasolt mechanizmusa, és a keletkez6 bomlastermékek szerkezete

Hasonlé modon a kiterjedtebb konjugaciora valo torekvés eredményezheti az eliminéciot
a tercier aminocsoportot tartalmazé tolperizon [153] és a kvaterner aminocsoportot
tartalmazoé atrakurium esetén is [154]. Az atrakuriumbdl in vivo majmetabolizmus soran
Hofmann eliminacioval keletkezik a laudanozin és a kvaterner monoakrilat [154]. A Cope
eliminacié szintén végbemehet fizioldgias koriilmények kozott, hidroxil-aminokat és
olefineket eredményezve [155-157]. Az in vivo Cope eliminaciot egy leukotrién A4
hidroxilaz gatlo vegyiilet patkanyban vizsgalt metabolizmusa soran szintén leirtak [158].
A szerzok kiemelik, hogy a keletkezd hidroxil-amint és akrilat metabolitokat fokozott
reaktivitasuk miatt nem sikeriilt izolalniuk a biomatrixbol, de NMR-rel azonositottak az
N-oxidbol diklérmetanban keletkezd bomlastermékeket.

Vizsgalataink alapjan a Dpx human metabolizmusanak f6 metabolitja a Dpx-N-oxid nagy
valoszintiséggel — Cope eliminacion keresztiil — fiziologias koriilmények kozott is
bomolhat E/Z-CON és dimetil-hidroxil-amin képz6désével. Ezen eredményeink
hozzédjarulnak a Dpx metabolizmusdnak még teljesebb megértéséhez ¢és a
gyogyszerbiztonsag noveléséhez.

A Dpx bazis alacsony oldhatosdga miatt az utobbi idOben eldtérbe keriiltek olyan
»prodrug”-képzési lehetdségek, ahol az oldhatosagat soképzéssel novelik meg a
benzilhelyzeti tercier nitrogén alkilfoszfatokkal torténd kvaternerezésével [159].
Eredményeink alapjan valosziniisithetd, hogy a benzilhelyzeti tercier amin
kvaternerezése fokozhatja az oldhat6 Dpx prodrugok kémiai instabilitasat, hasonloan a
kvaterner amin atrakurium esetén leirt in vivo Hofmann eliminacids reakciohoz [154].

Megfeleld, hatékony és biztonsdgos alternativat jelenthet viszont az altalunk vizsgalt CD-
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kel torténé komplexképzés és gyogyszerformulalas, mely soran a Dpx oldhatosagat,

bioldgiai hasznosuldsat és kémiai stabilitasat egyarant novelni lehet.

5.3 A dapoxetin kolcsonhatasa ciklodextrinekkel

A Dpx CD-kel végbemen6 komplexképzésének fontos megallapitasa, hogy a nagy belsé
ireggel rendelkez6 nativ y-CD két Dpx molekula egy-egy aromds gytriijének a
befogadasara is képes. Ezt bizonyitjdk a CD belsé protonjai és a Dpx fenil- ill.
naftilgytiriijének protonjai kozott észlelt intermolekularis NOE-k. A CiD mérés soran
egyidejiileg regisztralt UV spektrumok maximumdanak nem szigortian monoton lefutisa
¢s a molekuladinamikai szamitasok is a ,,kevert” kotddési mod 1étrejottét tdmasztottak
ala, mely kevésbé zsufolt geometriaju 1:1-es komplexekkel van dinamikus egyenstlyban.
A részecskeeloszlas grafikonokon lathato (29. abra), hogy valamennyi vizsgalt oldatban
legnagyobb mennyiségben a Dpx:CD komplex talalhatdé meg. Itt a mért NOE-K, a
protonok komplexképzés indukalta kémiai eltolédasvaltozasa és a molekulamodellezés
féleg a naftilgytiri CD iiregébe keriilését bizonyitjak.

A vizsgalt CD-k koziil a B-CD-vel alakul ki a legstabilabb 1:1-es komplex. Ez esetben a
naftilgyliri komplexképzésben betoltott szerepét és a kisebb iiregméretii f-CD-hez
sztérikusan szorosabb illeszkedését szintén alatamasztjak a mért NOE-k, a CiD/UV
titralasi eredmények, és a molekulamodellezés. A kisebb iiregméret ellenére az *H NMR-
rel meghatarozott Job gorbék €s az illesztett titralasi adatsorok ez esetben is egyértelmiien
bizonyitjdk a 2Dpx-CD komplexek egyidejii keletkezését. Ez esetben a NOE-k és a
CiD/UV mérések viszont kevésbé jelentés valtozasokat mutatnak. A Dpx tobbféle
geometriaja komplexei alakulhattak ki a naftilgytirit tartalmazo6 1:1-es komplex mellett.
Az 'H NMR titralasi adatok kemometriai kiértékelése egyértelmiien ravilagitott arra,
hogy a hipotetikus (és kémiai evidenciak alapjan is hitelesnek gondolt) {Dpx-CD,
Dpx-2CD} modell hasonléan jol magyarazta a kisérleti adatokat, mint a legjobb
{Dpx-CD, 2Dpx-CD} modell, kivéve az ,,illeszkedés josagat” és a rezidualis szorasokat.
Ilyen esetekben fliggetlen kisérleti bizonyitékok alapjan kell donteniink, mivel a
kemometriai mutatok bizonytalanna tehetik a valodi egyensulyi modell kivalasztasat.

A nativ CD-kel végzett kisérleteink utan egy uj, izomertiszta perszubsztitualt CD-
szarmazékkal az ODMCM-y-CD-vel folytattuk a vizsgalatinkat, mely nyolc
karboxilatcsoportjanak koszonhetden széles pH-tartomanyban rendelkezik negativ

toltéssel. A Dpx és dezmetil-metabolitjai primer, szekunder és tercier aminként
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kiilonb6z6 bazicitassal, valamint a CD apoldris liregével zarvanykomplexet képz6 aromas
gyuriikkel rendelkeznek, ezért racematjaik megfelelé6 modellvegyiileteknek bizonyultak
ODMCM-y-CD kiralis elvalasztoképességének tanulmanyozéasahoz. Vizsgalatainkat
pH 2,5 és 7,0-es pufferben végeztiik el.

Minden Dpx szarmazék kiralis szelektorkoncentracio-fiiggé enantiomer elvalasztast
mutatott pH 2,5 pufferben. A Dpx, és a dezmetil-Dpx enantiomerek 5 mM ODMCM-y-
CD mellett, mig a didezmetil-Dpx enantiomerek mar 1 mM CD koncentracio alkalmazasa
esetén is elvaltak. Mig a primer amin didezmetil-Dpx enantiomerek alapvonali elvalasa
tapasztalhaté mar 1 mM kiralis szelektor mellett, addig a szekunder amin dezmetil-Dpx
magasabb ODMCM-y-CD koncentracié mellett is csak részlegesen valaszthato el. Az
ODMCM-y-CD koncentraciot novelve a hattérelektrolitban a migraciés 1dok is
ndvekedtek, mutatva a kdlcsonhatast a pozitiv toltéssel rendelkezé vendégmolekuldk és
a semlegesnek tekintheté CD kozott.

A pH 7,0 pufferekben az aminok protonaltak, tehat pozitiv toltéssel rendelkeznek, és jol
elvalaszthatok az ellentétes toltéssel rendelkez6 ODMCM-y-CD szelektorral, a gazda és
a vendégmolekula kozott kialakuld ionos kolcsonhatdsoknak koszonhetéen. A CD
koncentraciot novelve a kiralis felbontas is novekedett. DpX esetén a pH 2,5 és a pH 7,0
elektroferogramokat dsszehasonlitva a kiralis szelektor hatasara bekovetkezé migracios
1d06 eltolodas pH 7,0 pufferben jelentsebb, s6t egyes elektroferogramok kiértékelése nem
is lehetséges a csucstorzulasok és az extrém hosszu analizisidok miatt. Ezzel ellentétben,
pH 2,5 hattérelektrolitok esetén a migracios idok joval rovidebbek, ezaltal rovidebb
analizis idOk és jobb csucsalak érhet6 el. Ez is alatamasztja, hogy a hattérelektrolit pH-
janak finomhangoldsa kulcsfontossagu lehet kiilonb6zdé rendii aminok elvélasztdsara
kiralis kapillaris elektroforetikus modszerek kidolgozésakor.

A nativ y-CD 2:1-es sztochiometridjaval szemben az ODMCM-y-CD kifejezettebb 1:1-
es komplexképzését minden bizonnyal a metoxicsoportok ¢€s a karboxilcsoportok bevitele
okozza. A kiilonb6z6 ionizaltsagi allapotban 1évo karboxilcsoportok egymassal
kolcsonhatva (ionos kolcsonhatds, karbonilcsoport nemkotd —elektronparjainak
kolcsonhatasa, valamint az altaluk ,,protonszivacs”-ként ionos és/vagy hidrogén-hid
kotéssel megkotott H-ionok) —csokkenthetik az tiregméretet a primer nyilasnal, mig a
metoxicsoportok a szekunder nyildsanal. Az 1:1-es sztdchiometria kialakulasat emellett

a CD szubsztituensek Dpx-nel vald specifikus (orientald) kdlcsonhatasai is okozhatjak.
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A 2D ROESY NMR méréseket az elektroforézis koriilményeinek megfelelé két pH
értéken végeztiik, ¢s igen eltérd eredményeket kaptunk. A mérések alapjan pH 2,5-6n
egyértelmiien a naftilgytri helyezkedik el a CD iiregében. pH 7,0-en a sokkal intenzivebb
keresztcsucsok alapjan részletes informaciot kaphatunk a komplex szerkezetérdl. A
naftilgytlrli szintén a CD tiregében foglal helyet, viszont a pH-valtozés hatarara a komplex
geometridjanak egyértelmli valtozasa is igazolhat6. A fenilgyliri HS, H6 ¢és H7Y
protonjainak intenziv keresztcsucsai figyelhet6k meg a CD karboximetil-csoportjainak
H-7 metilénjeivel (51. abra), ami pH 2,5-6n nem kimutathato6 (50. abra). A Dpx semleges
pH értéken nagyrészt pozitiv toltést, igy egy erds elektrosztatikus kdlesonhatas jon 1étre
anegativ toltésti CD molekulakkal. Az elektrosztatikus vonzas miatt a Dpx pozitiv toltést
ammonium-csoportja a negativ toltésii karboxilat-csoportokkal 1ép kdlcsonhatasba, ami a

fenilcsoportot is a primer nyilas kézelébe orientalja (56. abra).

CH, CH,
o 0
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56. abra. A Dpx/ODMCM-y-CD komplex feltételezett szerkezete a 2D ROESY NMR mérések alapjan,
pH 7,0 értéken
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6 Kovetkeztetések

Doktori munkam soran a korai magdmlés kezelésére hasznalt dapoxetin hatdanyag
gyartasi szennyezOjét, egyik 1Uj bomlasi utvonalat és ciklodextrinekkel kialakitott

molekuléris kélcsonhatasait vizsgaltuk.

A Dpx szintézisében altalunk leirt mellékreakcid reakcidokoriilményei, mechanizmusa €s
pontos szerkezeti feltételei ezidaig ismeretlenek voltak a szakirodalomban, igy szintetikus
kémiai alkalmazhatésdganak kiterjesztésére is lehetOség nyilik 1) vegyiiletek
szintézisében. Ez iranyu kutatasaink jelenleg is folynak. A benzilhelyzetii karbokationos
reakcio lehetdséget ad intermolekularis aromas elektrofil szubsztiticié utjan kondenzalt
rendszerek szintézisére. Tapasztalataink alapjan az elektronban gazdag aromas
molekularész (pl. naftilgytiri) nukleofilitdsdnak célszeri minél nagyobbnak lennie
(elektronkiild6é szubsztituensek bevitele), hogy a mezilatképzés soran a mezil-kloridbol
keletkezd kloridion nukleofilitdsdval ne legyen 0Osszemérhetd erdsségli. Ellenkezd
esetben a benzilhelyzetbe épiilé kloridion kompeticidja és ezaltal a mono-klor-
szarmazékok kialakulasa elkeriilhetetlen. Az irodalomban eddig atmeneti-/nemesfém
katalizissel [152], vagy fémkatalizis nélkiil, de extrém reakciokoriilmények kozott
valdsitottak meg az ilyen tipust szubsztiticios reakciokat. Ezek koltséghatékony és enyhe

kortilmények kozott is megvaldsithato alternativaja lehet az altalunk ismertetett modszer.

A Dpx bomlasanak vizsgalatakor izolalt bomlastermékek alapjan kidertilt, hogy a Dpx-
N-oxid mar szobahdmérsékleten is kdnnyen bomlo, instabil vegyiilet, mely az emberi
szervezetben a fazis I. metabolizmus sordn is nagy mennyiségben keletkezik. Ezért
feltételezhetjitk, hogy az N-oxid in vivo Cope elimindcidja esetén a dolgozatban
bemutatott bomlastermékek a metabolizmus soran is kialakulhatnak. Mindezen
eredményeink hozzajarulnak a hatéanyag metabolit profiljanak boévitéséhez, valamint
felhivjak a figyelmet a benzilhelyzeti N-oxidok (metabolitok, egyéb vegyiiletek)
eliminacidjanak lehetdségére, ahol az eliminacids termék szempontjabol kedvezd lehet a
Kiterjedtebb konjugacio 1étrejotte. A tercier nitrogénatom kvaternerezésén alapuld
oldhatosagnovelést célzo ,,prodrug”-képzési modszer szabadalma nemrég jelent meg
[159]. A kvaterner nitrogénszarmazékok az N-oxidokhoz hasonléan jo tavozo
csoportoknak szamitanak, az igy megvalosulo eliminacios reakciot Hofmann

eliminacioként ismerjiik. Kvaternerezett nitrogénszarmazékok esetén is ismert az in vivo
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Hofmann eliminaci6, hasonléan a Cope eliminaciohoz [154]. Bar a kvaternerezett Dpx
szarmazékok oldhatosaga sokkal jobb, de munkdnk felhivja a figyelmet a kémiai
instabilitas problémajara és az ugyanezen bomlastermékek keletkezésével (kiv. hidroxil-

dimetil-amin helyett trimetil-amin) jaré6 Hofmann eliminacio lehet6ségére is.

A gyartasi szennyez0 naftopiran szdrmazék és a bomlastemék E-CON publikalasuk ota
mar tobb, — Dpx szennyezot és bomlasterméket analitikai standardként — forgalmazé cég
kinalataban is szerepel (Roark Standarts Ltd., TLC Pharmaceutical Standards Ltd., Sinco

Pharmachem Inc., Clearsynth, stb.).

A Dpx bazis oldhat6sagat CD-kel torténé komplexképzéssel noveltiik. Fliggetlen kisérleti
modszerekkel jellemeztiik a Dpx nativ - és y-CD-kel képzett komplexeit, valamint
vizsgaltuk két szubsztitualt CD-szdrmazék, a RAME-y-CD, és az izomertiszta
perszubsztitualt ODMCM-y-CD-kel képzett zarvanykomplexeket is. A NMR Job
méréseken alapuld varatlan 2Dxp-CD sztdchiometridji komplexek kialakulasat sikertilt
a titralas kemometriai modszerekkel is bizonyitanunk, majd ezt CiD/UV
spektroszkopiaval és molekulamodellezéssel alatdmasztanunk. Bar a fazis-oldhatosagi
vizsgalat az csak az 1:1 sztochiometriat, a tomegspektroszkopias mérések az {Dxp-CD,
Dxp-2CD} egyensulyi rendszert valdsziniisitették, a dontd bizonyitékot az NMR mérések
kiértékelése szolgaltatta. Az NMR Job mérés és titralas esetlinkben is bizonyitotta, hogy
a lehetd legtobb mag kémiai eltolodasvaltozasanak kovetésével, és értekelésbe valod

bevonasaval kaphatjuk a legmegbizhatobb eredményt.

Az 1j, izomertiszta ODMCM-y-CD-vel és a racém Dpx-nel és dezmetil-metabolitjaival,
mint modellvegyiiletekkel végzett NMR ¢s CE vizsgalataink bizonyitottak a pH-fiiggd

komplexalodast. A pH a komplexek geometriajat is befolyasolta, a gazda - vendég kozott

kialakulo elektrosztatikus kolcsOnhatas orientald hatdsanak koszonhetden.

Mindezen munka jelentdsen hozzajarulhat a Dpx hatosadg altal is megkovetelt
tisztasaganak, szennyezésprofiljanak, kémiai és metabolikus stabilitasanak és ezekkel
Osszefiiggésben 1évo toxikologiai vonatkozasainak mélyebb megértéséhez, a kezelés
soran a beteghiztonsag noveléséhez. A gyodgyszertechnologiai fejlesztésben a stabilitas-
¢s oldhatdsagnovelés a ciklodextrinekkel torténd formulalas lehetdségét is felveti. Az
izomertiszta ODMCM-y-CD kiralis analitikai alkalmazhatosagat is igazolja mas, a Dpx-
hez és dezmetil-metabolitjaihoz hasonl6 szerkezeti feltételekkel rendelkezd, kiilonbozo

rendli aminocsoportokat tartalmaz6 molekuldk racematjainak elvalasztasaban.
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7 Osszefoglalas

A korai magomlés célzott kezelésére a Magyarorszagon 2013-ban torzskonyvezett
Priligy® hatéanyagit, a dapoxetint (Dpx) vizsgaltuk a szintézise illetve bomlasa soran
keletkez6 szennyezOinek felderitése, valamint a ciklodextrinekkel kialakitott
kolcsonhatasanak egyensulyi és szerkezeti jellemzése céljabol.

A Dpx szintézisének utolsd 1épéseként leggyakrabban alkalmazott mezilatképzés soran
keletkez6 gyartasi szennyez6 szerkezetét elséként hataroztuk meg NMR spektroszkopia
segitségével. Sikeriilt ezzel bizonyitanunk a benzilhelyzetben in situ keletkez6 mezilat
koztitermék rendkiviili instabilitasat, és karbokation intermedieren keresztiili
intramolekularis aromas elektrofil szubsztiticioban mutatott, fokozott reaktivitasat. Ezt
feltehetden a homérséklet emelkedése noveli, ezért kritikus paraméternek tekinthetd
ebben a gyartasi lépésben. A dapoxetin bazis esetén elsdként bizonyitottuk két uj
bomlastermék, a geometriai izomer E- és Z-cinnamil-oxi-naftalin megjelenését ¢és
feltételeztiik a hidroxi-dimetil-amin keletkezését. Képzddésiiket dapoxetin-N-oxidbdl —a
hatéanyag levegdén végbemend oxidaciés bomlastermékébdl és egyben f6 human
metabolitjabol — Cope eliminacié mechanizmusaval sikeriilt bizonyitanunk.

Vizsgaltuk a dapoxetin komplexeit a nativ B-, y-CD-kel, a random szubsztitualt RAME-
v-CD-vel ¢és aktiv metabolitjaival egyiitt egy uj, izomertiszta per-karboximetil-y-
ciklodextrin (ODMCM-y-CD) szarmazékkal. A semleges dapoxetin oldhatosagat a p-CD
hatszorosara, a y-CD 0tszorosére novelte, mig a RAME-y-CD-vel tobb mint
harmincszoros oldhatosdgnovekedést sikeriilt elérniink. A nativ CD-kel képzett
komplexek sztochiometriajat és szerkezetét részletesen jellemeztik NMR ¢és CiD/UV
spektroszkopiaval. A zarvanykomplexek kozott ritkdnak szamitdé 2Dpx-CD és Dpx-CD
Osszetételli részecskék egyiittes jelenlétét mind az 'H NMR titralas soran regisztralt
kémiai eltolodasvaltozasok, a NOE mérések, cirkularis dikroizmus/UV adatok és a
molekulamodellezés is egybehangz6an megerdsitette. A komplexek stabilitasi allandoit
tobb, fliggetlen technika segitségével hataroztuk meg.

Az izomertiszta ODMCM-y-CD-t, mint kiralis szelektort elsoként alkalmaztuk kapillaris
elektroforézisben, a modellvegyiiletként alkalmazott racém Dpx ¢és dezmetil-
metabolitjainak enantiomerjeit sikerrel elvalasztottuk. A Dpx ODMCM-y-CD
komplexrél megallapitottuk, hogy pH-fiiggd szerkezettel rendelkezik, melyben a

crcr
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8 Summary

Dapoxetine, the first compound developed for the treatment of premature ejaculation is
in clinical use since 2013 in Hungary. This thesis covers the elaboration of a new process-
related impurity, degradation products of dapoxetine and the structural and equilibrium
studies of its cyclodextrin complexes.

The commonly applied mesylation step in the synthetic scheme of dapoxetin can result
in the formation of a new process-related impurity. The structure of this compound was
confirmed by NMR for the first time. The increased reactivity of the mesylate has also
been confirmed in electrophilic aromatic substitution through a carbocation intermediate.
As the reactivity of the intermediate increased by elevating temperature, this parameter
was declared as a critical point in the synthetic procedure. The structures of three new
degradation products (E and Z isomers of cinnamyloxynaphtalenes and dimethyl
hydroxylamine) of dapoxetine base were also identified and their formation was proposed
(and synthetically confirmed) via Cope elimination of dapoxetin-N-oxide, the major
oxidative and metabolic degradation product of dapoxetine.

Inclusion complex formation of dapoxetine with B-, y-, randomly methylated y- and
percarboxymethylated y-CDs were studied. The solubility of dapexetine increased by a
factor of five, six and over thirty, applying y-, B- and RAME-y-CD, respectively. The
complex stoichiometries and structures were investigated by NMR and UV/Vis
spectroscopies. The co-existence of the uncommon species 2Dpx-CD and Dpx-CD was
unequivocally proven by *H NMR titration, NOE measurements and circular dichroism
data. Molecular modeling provided a further independent evidence for the formation of
2:1 guest:host complex.

The new percarboxymethylated y-CD (ODMCM-y-CD) was successfully applied as a
background electrolyte additive in chiral capillary electrophoresis resolving both
enantiomers of dapoxetine and its desmethyl derivatives. Dapoxetine showed a pH-
dependent inclusion structure with ODMCM-y-CD in which the negatively charged

substituents dictate the mode of inclusion.
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Megkiilonboztetett koszonet illeti Dr. Szakacs Zoltant (Richter Gedeon Nyrt.) a
ciklodextrin-komplexek egyensulyi kémiajanak vizsgalataban nyujtott segitségéért.
Koszonetet illeti Dr. Szantay Csabat és Dr. Greiner Istvant (Richter Gedeon Nyrt.), hogy
lehetdséget biztositottak a 800 MHz-es NMR mérések elvégzésére.

K6szonom Dr. Kokosi Jozsefnek, a Semmelweis Egyetem Gyogyszerészi Kémiai Intézet
volt tudomanyos fOmunkatirsdnak eléremutatd szakmai tandcsait és a szintetikus
munkaban nyujtott nélkiillozhetetlen segitségét. Szintén koszondm Dr. Neumajer
Gabornak a szintetikus munkaban nyujtott onzetlen segitségét.

Koszonet illeti Dr. Racz Akos egyetemi tanarsegédet a ciklodextrin-komplexek
kolcsonhatési energidinak szamitasaért és a molekulamodellezés elvégzéséért, valamint a
szintetikus munkamban nytjtott értékes szakmai tanacsaiért. K6szonom Dr. Toth Gergd
egyetemi tandrsegédnek a HPLC-MS, ¢és az NMR Job mérésekben nyujtott segitségét.
Koszonettel tartozom Dr. Szente Lajos és Dr. Sohajda Tamas a Cyclolab Kutatd és
Fejleszt6 Kft. korabbi és jelenlegi igazgatdjanak a vizsgalatainkhoz sziikséges
ciklodextrinekért. Koszonom Benkovics Gabornak a Cyclolab Kft.  jelenlegi
vendégkutatdjanak az izomertiszta ODMCM-y-CD szintézisét. Koszonom Dr. Fejoés Ida
volt doktorandusztarsamnak a kapillaris elektroforetikus munkdban nyujtott segitségét.
Koszonettel tartozom Dr. Zsila Ferencnek az MTA Anyag- és Kornyezetkémiai
Intézetének tudomanyos fomunkatarsanak a ciklodextrin-komplexek esetén a cirkularis
dikroizmus mérések elvégzéséért €s értekeléséért, valamint a publikacio eldkészitésében
nyujtott segitségéért.

Ko6szondm a Semmelweis Egyetem Gyogyszerészi Kémiai Intézet és a Farmakognoziai
Intézet valamennyi munkatarsanak az inspiral6, barati kornyezetet.

Végezetiil kiilon koszonet illeti csaladomat tiirelmiikért és allandé tdmogatasukeért.
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