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1 Bevezetés

cres

erektilis diszfunkcié kezelésére hasznalt foszfodiészteraz-5 (PDE-5) enzim gatlokat
torzskonyvezték. A korai magémlés az erektilis diszfunkcio mellett a leggyakoribb szexualis
rendellenesség, ami egyes becslések szerint a férfiak 30%-at érinti vilagszerte. Magas
gyakorisaga ¢€s a férfiak életmindségére kifejtett kedvezdtlen hatdsa ellenére csak az utdbbi
iddben forditottak kell6 figyelmet a megfeleld terapids stratégiak kidolgozéasara. 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 blokkoldk koziil kertiltek ki.

A dapoxetin (Dpx) az elsd SSRI hatéanyag, amelyet specifikusan a korai magdmlés kezelésére
fejlesztettek ki. 2009-ben torzskonyvezték, jelenleg a vilag tobb mint 40 orszagaban elérhetd,

2013-6ta Magyarorszagon is forgalomban van az eutomer (S)-dapoxetin Priligy® néven

(1. abra).
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1. abra. A (S)-dapoxetin bazis és a nativ ciklodextrinek sematikus szerkezete
Tekintettel arra, hogy a dapoxetin még egyik gyogyszerkdnyvben sem hivatalos és generikus
gyartasa csak a 2020-as években varhato, kevés adattal rendelkeziink a hatéanyag kémiai és
analitikai tulajdonsagair6l. Doktori munkam ezen Uj hatdéanyag gyogyszerkémiai ¢és

ciklodextrin-komplexeinek analitikai jellemzésével foglalkozik.



2 Célkituzések

Munkénk soran célul tliztiikk ki a Dpx kémiai és analitikai jellemzését kiilonos tekintettel a
hatdanyag szintézisének, bomlasi tulajdonsagainak illetve ciklodextrinekkel kialakitott
kolesonhatdsainak a vizsgélatéra.

Célként fogalmaztuk meg a Dpx szintézise sordn keletkezd melléktermék izolalasat,
szerkezetmeghatarozasat és képzddésének kémiai magyarazatat.

Tovéabbi célunk volt a Dpx eziddig alig tanulméanyozott bomlasanak vizsgélata, a
bomléstermékek szerkezetmeghatarozasa, illetve keletkezésiik magyarazata.

Végiil célunk volt a Dpx nativ ciklodextrinekkel (CD) kialakitott komplexeinek részletes
tanulmanyozasa ortogonalis analitikai technikdk (NMR, cirkuldris dikroizmus/UV
spektroszkopia, tomegspektrometria és fazis-oldhatosagi vizsgalatok) segitségével.

Ezen eredmények felhasznalasaval terveztiik egy 1j, izomertiszta per-karboximetil-y-CD-
szarmazék (ODMCM-y-CD) pH-fiiggd komplexképzésének és kiralis elvalasztoképességének
vizsgalatait NMR ¢és kapillaris zonaelektroforézissel, a Dpx ¢és aktiv metabolitjainak

modellvegyiiletként torténd felhasznalasaval.

3 Modszerek

3.1 Fazis-oldhatosag vizsgalatok

A B-, y- és RAME-y-CD Dpx bazisra kifejtett oldhatésagnoveld hatasat Higuchi és Connors
modszerével vizsgaltuk. A mérésekhez 7,4-es pH-ju foszfat puffert hasznaltunk. Feleslegben
vett Dpx (1,5 mg) kiilonb6zé CD koncentracioju (1-50 mM-ig, kivéve a B-CD: 0-10 mM)
1,0 ml-es szuszpenzidit 25,0 £ 0,5°C-on razattuk. Az egyensuly bedllta utan a mintakat

crer

Jasco-V550 késziiléken.

3.2 Tomegspektrometrias mérések

Az MS méréseket Agilent 1260 Infinity HPLC rendszerhez kapcsolt, repiilési id6 analizatorral
rendelkez6 (TOF) spektrométeren végeztiik, elektrospray ionizéaciot (ESI) alkalmazva, pozitiv
ionizacios mod alkalmazasaval. 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 tdmegkalibracidhoz
121.050873 és 922.009798 m/z koz6tti tartomanyban 1€v6 referenciatomegeket hasznaltunk. A
tomegspektrumok kiértékelését Agilent MassHunter B.02.00 szoftverrel végeztiik el.
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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). A mintdkat deuteralt
olddszerekben oldottuk és 5 mm atméréji standard NMR csovekbe helyeztiik. Az adatgytijtés
Vnmrd 3.2C szoftverrel tortént, a ChemPack 5.1-ben szerepld standard pulzusprogramok
hasznalataval. Az eldallitott vegyiiletek, valamit a Dpx és a CD komplexek teljes *H és 3C
jelhozzarendelését (teljes asszignacid esetén) egy- és kétdimenzios homo- és heteronuklearis
kisérletek (1D H, '3C, 1D TOCSY, H-!H gCOSY, zTOCSY, H-1*C gHSQCAD (Jcn =
140 Hz), tH-13C gHMBCAD ("Jcn = 8 Hz)) alapjan végeztiik el. Az *H és 13C kémiai eltolodas
skalat TMS belso standardot tartalmazo oldoszer esetén 0,00 ppm-re, illetve a CDCl3 és CD3OD
(TMS mentes) olddszerek esetén az *H kémiai eltolodas skalat a nyomokban jelenlévé CHCls-
ra (*H: 7,21 ppm) és CHD,OD multiplettjére (*H: 3,34 ppm), mig a 3C skalat a megfeleld
oldészer 3C jelére (CDCls, 3C: 77,16 ppm; CD30D, *C: 49,00 ppm-re) kalibraltuk. A CD-kel
DSS mentes D20-ban végzett titralasoknal MeOH-t hasznaltunk referenciaként (3,32 ppm).

3.3.1 Sztéchiometria meghatarozdsa

A Dpx B-, és y-CD-kel képzett komplexeinek sztdchiometriajat Job-modszere szerinti tH NMR

Ccp + Copx = 3 MM-os  értéken tartottuk, de a Dpx moltortjét Xppx = Copx / (Copx + Ccp)
folyamatosan valtoztattuk 0,1 egységnyi 1épésekkel 0,0-tol 1,0 értékig. Néhany, jol kdvethetd
Dpx 'H jelének kémia eltolodasat S°™' leolvastuk, és a szabad komponens kémiai

eltolodasdhoz O

ppx K€pest e magok komplexképzés soran mutatott monoton elmozdulasabol

AF :5Dpx‘i—5DipX kiszamitottuk a kémiai eltolodasvaltozasuk abszolat értékét ‘Aé‘DpX’i

melyet a Job fliggvények megszerkesztéséhez hasznaltunk fel. Hasonld6 modon szamitottuk, és

abrazoltuk a CD-k néhany valasztott protonjat is.
3.3.2 'HNMR titralasok

A titralast a Job modszer esetén alkalmazott koriilményekhez hasonloan (10 mM CD:COOD
oldat NaOD-dal pH" 5,2-re allitott pufferoldatban, 25 °C-0n), a Cppx-t allandé értéken tartva
novekvé CD koncentracio alkalmazéasaval valositottuk meg. 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 csovekbe juttattuk és az egyenstly
bealltaig 24 6ran 4t 4llni hagytuk az *H NMR méréseket megelSzden.
A Job-mérések eredményei alapjan esetiinkben a szamitasi eljaras egy olyan dsszetett 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 Ka1
egyensulyi allandoval jellemezheto:

[2Dpx - CD]

Dpx-CD + Dpx = 2Dpx-CD K= [Dpx-CD] [Dpx] (1)

A szamitashoz [CD] és [Dpx] egyensulyi koncentracidit minden titralasi pontban a Ccp és Cppx

Osszkoncentraciokbol szamitottuk a tomeghatas torvénye alapjan, az alabbi egyenletek szerint:

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

[CD] (L+ K, [Dpx]-+ Ky, K, [DPXT) @

Copx = [DPX] +[Dpx - CD] +2[2Dpx - CD] =

[Dpx] (1+ Ky, [CD]+2K,,K,,[CD][Dpx]) ®)

. iy Dpx,i .
Az adott magok mért kémiai eltolodésa (5 pXI) minden titralasi pontban a kiilonbozo
részecskék (5|i3px, 5|i3pX,CD, 52iDpx-co) egyedi kémiai eltolodasanak moltortekkel sulyozott
atlaga:

5Dpx,i = szx 5Ii3px + ZDpx-CDé‘IiDpx-CD + 2IZDpx-CDé‘ZiDpx-CD =
5Ii3px + [C D] (5|i3px~CD Kll + 52iDpx~CD 2 Kll K21[Dpx]) (4)
1+[CDI(Ky; +2K,; K5, [Dpx])

hasonlé 6sszefiiggés figyelhet6 a j-edik CD proton kémiai eltolodasa (6 ') esetén is:

5P = ZCD5(§D + ZDpx-CDalgpxCD + IZDpx-CDé‘Zijx-CD =
5ch + 5Ej>px-CD Ky, [Dpx]+ 52ijx~CD Ky, K, [Dpx]? ()
1+ Ky [DPX]+ Ky, K, [DPXT’

Az értékelést globalis analizissel, mint kemometriai modszerrel végeztiik el, mely tobbvaltozos
egyes titralasi pontokban, a szabad részecskék kémiai eltolodasat és a komplexképzésre
leginkabb  érzékeny Dpx ¢és CD protonok komplexképzddés indukalta kémiai
eltolodasvaltozasait. Az egyensulyi allandok meghatarozasa érdekében az adathalmazokat a (4)
és (5) egyenletekre a legkisebb négyzetek modszerével illesztettiik. Ehhez az OPIUM

szamitogépes programot hasznaltuk. A legmegfelelobb egyensulyi modell kivéalasztadsa szamos
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sztochiometriai modell (1:1, 2:1, 1:2 stb.) vizsgalata, valamit kemometriai szempontok ¢és
kémiai megfontolasok alapjan tortént. Az részecske-eloszlasi gorbék szerkesztéséhez a Hyss

programot hasznaltuk, az illesztett NMR titralasi gdrbéket Microsoft Excelben abrazoltuk.
3.3.3 NOE mérések

A komplexképzés térszerkezeti viszonyainak megallapitasahoz nuklearis Overhauser-
effektuson (NOE) alapuldé méréseket végeztink. A 2D ROESY spektrumok 512
inkrementummal késziiltek, 0,3 s-os keverési idével, 2,2 kHz-es spinlock alkalmazéasaval. Az
ODMCM-y-CD és a racém Dpx kolcsonhatasat ‘H, és 2D ROESY NMR mérésekkel is
vizsgaltuk. Az oldatokat a CE mérésben hasznalt oldatokkal megegyezden pH” 2,5-re és
pH* 7,0-ra allitottuk.

3.4 Cirkularis dikroizmus és UV spektroszkopias mérések

A cirkularis dikroizmus és UV abszorpcids spektrumokat termosztalt koriillmények kozott (25
+ 0,2 °C) JASCO J-715 spektropolariméterrel regisztraltuk. Minden spektrumot folyamatos
pasztazasi moddban 190-350 nm-es tartomanyban, 100 nm/perc sebességgel, 0,2 nm-es
Iépésekben, 1s-os valaszadasi iddvel, négyszeres spektrum akkumulaciéval, 1 nm
savszélességgel és 1 cm-es Gthosszal rendelkez6 kvarc kiivettaban (Hellma, USA) vettiink fel.
A titralas soran CD torzsoldatokat (B-CD: 15 mM; y-CD: 70 mM) adagoltunk a Dpx vizes
oldatahoz (1,8 ml: 23 és 30 uM). A cirkuléris 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 uthossz cm-ben kifejezve.
3.5 Molekulamodellezés

A szamitasokat a SYBYL 7.2 programmal végeztiik. A kiindulasi CD modellek (B-CD: 3CGT;
v-CD: 1P2G) a Brookhaven fehérje adatbazisbol (PDB) szarmaznak. A szerkezetek
optimalizalashoz MMFF94 erdteret hasznaltunk. A kiindulasi szerkezetek geometria-
optimalizalasat BFGS algoritmussal végeztiik, az optimum feltételeként az energiagradiens
vektor normajanak (RMS gradiens) a < 0,01 értéket szabtuk meg. Az optimalizalt szerkezetek
energiaértékei alapjan a koélcsonhatasi energiak szamitasahoz a legalacsonyabb energiajuakat

vettiik figyelembe. A grafikus megjelenitéshez UCSF Chimera szoftvert hasznaltunk.



3.6 Kapillaris elektroforézis vizsgalatok

A CE méréseket diddasoros detektorral felszerelt Agilent 7000 (Agilent Technologies,
Waldbornn, Németorszag) kapillaris elektroforézis késziilékkel végeztiik el, az eredmények
kiértékeléséhez Chemstation szoftvert hasznaltunk. Az elvalasztashoz kezeletlen 50 um belso
atmér6jli, 58,5 cm teljes és 50 cm effektiv hosszsagu szilika kapillarist hasznaltunk. A
kapillaris homérsékletét 20 °C-ra allitottuk be. A mérések soran 30 kV fesziiltséget
alkalmaztunk, a jeleket 200 nm-es hullimhosszon detektaltuk. A mintdkat hidrodinamikus
injektalasi modban (40 mbar x 3 s) juttattuk a kapillarisba. Futtaté pufferként 20 mM-os
foszfat-puffereket alkalmaztunk, pH 2,5-6n és pH 7,0-en. A hattérelektrolit 1-10 mM-o0s
koncentracioban tartalmazott ODMCM-y-CD-t. Torzsoldatként a racém Dpx ¢s dezmetil-

metabolitjainak metanolos oldatait hasznaltuk

4 Eredmények

4.1 A dapoxetin uj gyartasi szennyezdje

A szakirodalomban a Dpx szintézisének utolso 1épését altalaban egy mezilatképzési reakcion
keresztiil valdsitjak meg (2. abra). A reakcidlépés nagy elénye, hogy az N-dezmetil-
szarmazékok elballitasara is alkalmas, hiszen ugyanazon reakciokoriilmények kozott — dimetil -
amin helyett metil-amint vagy ammoniat alkalmazva — a megfeleld dezmetil vegyiiletekhez
juthatunk. Kezdeti célunk volt tehat a mezilat (2), mint kdz0s intermedier izoldldsa, ¢€s a

felvazolt reakcid szerint a dezmetil-metabolitok eloallitasa.

MsCI o/ A\

Et;N H O
©/\/\ DMAP - HN(CH3)2
(0]

2. abra. A dapoxetin szintézisében gyakran alkalmazott utolso6 reakciolépés

Az in situ keletkezé mezilat rendkiviil instabilnak bizonyult és izolalas soran azonnal tovabb
alakult. Az izolalt termék szerkezetét elsdként hataroztuk meg repiilési id6 analizatoros
tomegspektrométerrel (TOF-MS) és 1D és 2D NMR technikakkal, melyek egyértelmiien
bizonyitottak a 4-fenil-2H,3H,4H-nafto[ 1,2b]piran keletkezését a reakcid soran.



4.2 A dapoxetin ij bomlastermékei

A Dpx bazist néhany héten at szabad levegdn, szobahOmérsékleten taroltuk. A tisztasag
ellendrzését vékonyréteg kromatografias vizsgalattal végeztiik el. A rétegen a Dpx foltja mellett
néhany 1j, UV fényben jol lathatd6 bomlastermék savja jelent meg. Az tisztitas utdn a
bomlastermék szerkezetét TOF-MS ¢és NMR vizsgalatok segitségével hataroztuk meg.
Méréseink egy eliminacio soran képz6dé 1-(2E)-cinnamil-oxi-naftalin (E-CON) keletkezését
igazoltdk. Tovabbi szelektive NMR méréstechnikékkal sikeriilt igazolunk az ellentétes

Z geometriai izomer jelenlétét is a bomlastermékek kozott.

4.3 A dapoxetin ciklodextrinekkel kialakitott kolcsonhatasanak jellemzése

A Dpx ciklodextrinekkel képzett zarvanykomplexeinek egyensulyi és szerkezeti jellemzését
ortogonalis analitikai technikak segitségével valositottuk meg. A vizsgalt CD-k esetén fazis-
oldhatdsagi vizsgalatokbol az 1:1-es sztochiometriara kdvetkeztethettiink. Tomegspektrometria
méréseink az 1:2-es, {Dpx-2CD} sztochiometriaji részecske jelenlétére utaltak. A
sztochiometria meghatarozéasara oldatfazisi NMR meréseket végeztiink Job mddszere szerint
(3. abra). Méréseink a {Dpx-CD ¢és 2Dpx-CD} sztochiometriaval rendelkezé kétféle

komplexrészecskét tartalmazé rendszer kialakuldsat igazoltak az egyensulyi oldatban.

A . . 0,05
1:1; 2:1 ——H15 B :
0,10 | 1:2/./.4 —~H1
—eH12 1:1 eh3
-=-H13 0,04 | -=-H5
0,08 | —+H-9 —H2
T ik 0,03 e
= = 0,03 |
2 0,06 g_
e S
= —
5 8
_i 0,04 _i 0,02
Z a
S 5
~ 0,02 T 001 L
L
0,00 F—t ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ : : 0,00 # ‘ : ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1 0 o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1
Dpx maltért, Xppy CD moltort, xcp

3. dbra. A Dpx (A) és a y-CD (B) néhany protonjanak jellegzetes Job gorbéi
A kétféle sztochiometriajii komplexrészecske egyiittes jelenlétét az *H NMR titralasi adatsorok
kemometriai elemzésével is sikeriilt megerdsiteniink. Filiggetlen analitikai technikaként
alkalmazott cirkularis dikroizmussal is ezzel egybehangzo eredményekhez jutottunk. A
{Dpx-CD és 2Dpx-CD} rendszert kialakulasat B-CD esetén is sikeriilt igazolnunk. A
komplexek szerkezetét NOE NMR mérésekkel igazoltuk, illetve molekulamodellezéssel
egészitettiik ki. A kiilonféle technikakkal meghatarozott Dpx/CD komplexek stabilitasi

allandoit az 1. tablazatban foglaltuk 6ssze.



1. tablazat A Dpx/CD komplexek egyensulyi allandoinak értékei [M! egységben], vizes oldatban 25 °C-on,
kiilonbdzé méréstechnikak alkalmazasaval

Egyensulyi allandok
omplex Fazis-oldhatésig  *H NMR uv dcllfrl;‘llzli‘;ﬁs
Dpx-B-CD Ku 886 915 - -
2Dpx-B-CD K21 - 276 — —
Dpx-y-CD Ku 420 661 515 595
2Dpx-y-CD K21 - 447 — —
Dpx'RAME-y-CD  Ku1 594 - - _

5 Kovetkeztetések

5.1 A dapoxetin uj gyartasi szennyezdje

A mezilat intermedier eldallitasa kritikus 1€épés a hatéanyag eldallitdsa soran. Munkank soran
megallapitottuk, hogy a mezilat alacsony hdmérsékleten képzddik és a hdmérséklettdl, valamint
a nukleofil reakcidpartner jelenlététol fliggden kiilonb6z6 reakcidomechanizmus szerint alakul

at eltérd terméket eredményezve (4. abra).
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4-fenil-2H, 3,4-dihidro-nafto[1,2b]piran

4. abra. A hémérséklet és a nukleofilitas szerepe a mezilat atalakulasaban



Amennyiben alacsony homérsékletrél (0-5 °C) szobahémérsékletre emeljiik a reakcioelegy
hémérsékletét, majd dimetil-aminnal, mint erés nukleofillel reagaltatjuk, a mezilat dontéen
Sn2 mechanizmus szerint, dimetil-amin hianyaban viszont intramolekularis aromas elektrofil
szubsztiticioban (SgAr) alakul at. A hatéanyag szintézisekor a hdmérséklet emelkedés hatasara
a naftilgyiirii C2-es szénatomjanak nukleofilitasa verseng a dimetil-aminnal, mint er6sebb
nukleofillel. Ez a kompeticio befolyasolja a hatéanyag mellett megjelend piranszarmazék
mennyiségét.

Az altalunk leirt reakcid tovabbi szintetikus kémiai felhasznalhatosagi lehetdségeit is

tanulmanyozhatjuk valtozatos szerkezetii, 01j szintetikus vegyiiletek eldallitasara.

5.2 A dapoxetin uj bomlastermékei

Munkank soran bizonyitottuk, hogy a Dpx-b6l szabad levegdn tarolva Dpx-N-oxid keletkezik,
amely spontan Cope eliminacios reakcioba 1ép, a megfeleld alkéneket (E/Z-CON) és dimetil-

hidroxil-amint eredményezve (5. abra).

~n7 mCPBA OO
Cope
o“

eliminacioé E-CON /
i I fotermék + HO_N\

(FMOl) . .
dimetil-hidroxil-
amin
NN
Z-CON

5. abra. A Dpx bomlasanak javasolt mechanizmusa, és a keletkez6 bomlastermékek szerkezete

Vizsgalataink alapjan a Dpx human metabolizmusanak f6 metabolitja a Dpx-N-oxid nagy
valdszinliséggel — Cope eliminéacion keresztiil — fizioldgias koriilmények kozott is bomolhat

E/Z-CON és dimetil-hidroxil-amin képzddésével.



5.3 A dapoxetin kolcsonhatasa ciklodextrinekkel

Vizsgaltuk a dapoxetin komplexeit a nativ -, y-CD-kel, a random szubsztitudlt RAME-y-CD-
nel és aktiv metabolitjaival egyiitt egy uj, izomertiszta per-karboximetil-y-ciklodextrin
(ODMCM-y-CD) szarmazékkal. A semleges dapoxetin oldhatdsagat a B-CD hatszorosara, a y-
CD oOtszorosére novelte, mig a RAME-y-CD-nel t6bb mint harmincszoros
oldhatosagnovekedést sikeriilt elérnlink. A nativ CD-kel képzett komplexek sztochiometridjat
¢s szerkezetét részletesen jellemeztiik NMR ¢és cirkuldris dikroizmus/UV spektroszkopiaval. A
zarvanykomplexek kozott ritkdnak szamité 2Dpx-CD és Dpx-CD 0Osszetételii részecskék
egyiittes jelenlétét mind az *H NMR titralas soran regisztralt kémiai eltolodas valtozasok, a
NOE mérések, CiD/UV adatok és a molekulamodellezés is egybehangzdan megerdsitették. A
komplexek stabilitasi allandoéit tobb, fiiggetlen technika segitségével hataroztuk meg.

Az izomertiszta ODMCM-y-CD-t, mint kiralis szelektort elséként alkalmaztuk kapillaris
elektroforézisben, a modellvegyliletként alkalmazott racém Dpx és dezmetil-metabolitjainak
enantiomerjeit sikeresen elvalasztottuk. A Dpx ODMCM-y-CD komplexr6l megallapitottuk,
hogy pH-fiiggd szerkezettel rendelkezik, melyben a gazdamolekula toltése iranyitja a Dpx
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6. abra. A Dpx/ODMCM-y-CD komplex feltételezett szerkezete a 2D ROESY NMR mérések alapjan, pH 7,0
értéken
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