Spektroskopicka analyza farmak na lécbu
erektilni dysfunkce v pevné fazi a roztoku
Spectroscopic Analysis of Drugs for the Treatment
of Erectile Dysfunction in Solid Phase and in Solution
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Abstrakt

Na celosvétovém trhu dochazi k rapidnimu nardstu padélanych farmak na [écbu
erektilni dysfunkce, které jsou k dostani pouze na lékarsky predpis. Obsah jejich tGc¢inné
latky byva nékolikrat prekrocen, nebo ucinna latky zcela chybi. Tyto padélky obsahuji
nejriznéjsi prfimési a doposud neprostudované strukturni derivaty pdvodnich sloucenin,
coz predstavuje velké riziko pro jejich uzivatele. K odhaleni padélkl Ize vyuzit metody
vibrac¢ni spektroskopie, které vyzaduji minimalni pftipravu vzorkd, a Ize pomoci nich
charakterizovat padélek ve srovnani s naméfenymi spektry standard. V pfipadé, ze se
jedna o chirdIni latku, lze vyuzit i metody chiroptické spektroskopie, které v kombinaci
s kvantové chemickymi vypocty umoznuji urceni absolutni konfigurace a detailni popis
struktury. Tato studie se zabyva analyzou avanafilu za vyuziti chiroptické a vibra¢ni
spektroskopie v pevné fazi a roztoku.
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Abstract

There has been a rapid increase in counterfeit for the treatment of erectile dysfunction, which
are only available with a prescription. The content of the active substance is often exceeded
several times or the active substance is completely absent. These counterfeits contain various
adulterants and unstudied structural derivatives of the original compounds, which poses
a great risk for their users. Vibrational spectroscopy methods can be used to characterize
the counterfeits as they require minimal sample preparation and can characterise
the counterfeit against measured spectra of standards. In the case of a chiral substance,
chiroptical spectroscopy methods can also be used. Their combination with quantum chemical
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calculations, allow us to determine the absolute configuration and describe the structure
in detail. This study is focused on the analysis of avanafil using chiroptical and vibrational
spectroscopy in solution and solid state.
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avanafil, phosphodiesterase-5 inhibitor, structural analysis, molecular spectroscopy,
circular dichroism
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Uvod

Erektilni dysfunkce (ED) je problém verejného zdravi a ma vazny negativni psychologicky
dopad na pacienty. Prevalence ED se zvysSuje s vékem a je nutné najit U¢inny a bezpecny
zpUsob [écby muzské ED.' Perordlni inhibitory fosfodiesterdzy typu 5 (PDES5) jsou
povazovany za Uc¢innou metodu lécby ED. Tti z téchto 1ékd (jako je sildenafil, vardenafil
a tadalafil) jsou doporuéeny Evropskou lékovou agenturou (EMA) a Utadem pro kontrolu
potravin a lécCiv (FDA) pro Ié¢bu ED.>3

V poslednich 10 letech, kvlli ob¢asnému selhani a nezadoucim Gc¢ink{im, mnoho pacientt
neni s témito lIéky spokojeno a vyhledava jinou alternativu. Jako nova generace PDES5 je
avanafil postupné pfijimam pacienty diky své vysoké selektivité a nizké mite nezadoucich
Ucinkd.*> Avanafil byl schvalen americkou FDA a je prodavan pod zna¢kou Spedra.®”’

Jelikoz farmaka na lé¢bu ED jsou na lékafsky predpis, mnozi uzivatelé je objedndvaji
na nelegélnich online lékarnach, kde je mnohdy jejich cena nizsi nez v originalnich
[ékarnach. Neznamy plvod padélanych [éciv a jejich slozeni mze vsak casto ohrozovat
zdravi uzivateld.

Vzhledem ke stéle nar(stajicimu mnozstvi padélanych Iéciv pro 1é¢bu ED je nutna rychla
a spolehliva identifikace a analyza. Mezi nejcastéji pouzivanou metodu patii vysokoucinna
kapalinova chromatografie (HPLC),”"'" obvykle ve spojeni s hmotnostné spektrometrickou
detekci (MS). Celkové profilovani vzorkd, véetné identifikace rlznych pfimési a nedistot,
mUze cCasto poskytnout uzite¢né informace nejen o jejich pdvodu, ale i o samotném
vyrobnim procesu. Tyto analytické techniky v béZném provedeni viak nemohou objasnit
chirdlni vlastnosti studovanych latek, coz je dulezité, protoZe enantiomery studovanych
latek se casto lisi svymi vlastnostmi i u¢inkem v organismu.

Molekulova spektroskopie predstavuje dalsi vhodny nastroj pro analyzu vzorkd padélanych
[éciv. Techniky vibra¢ni spektroskopie, jako je infracervena (IR) a Ramanova spektroskopie,
se bézné pouzivaji k identifikaci zadrzenych vzorkd,'>'* protoze obecné umoznuji rychlou,
spolehlivou a relativné levnou analyzu.Vzhledem k tomu, Ze avanafil je chiralni, Ize pro jeho
podrobné studium pouzit chiroptické metody [elektronicky cirkularni dichroismus (ECD)
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a vibracni cirkularni dichroismus (VCD)]. Chiroptické metody v kombinaci s metodami
zaloZenymi na teorii funkcionalu hustoty (density functional theory, DFT) jiz prokazaly své
vyhody v nékolika studiich, které se zabyvaly detailni strukturou tadalafilu,'® disociativnich
anestetik'” nebo kanabinoid('®"?v roztoku. Tato kombinace m{iZze poskytnout podrobné
informace o 3D strukture a jejich zméndach, které jsou klicové pro pochopeni mechanismu
jejich biologické aktivity a toxicity v organismu.

Tato studie se zabyva komplexni strukturni analyzou (S)-avanafilu, jejiz poznatky budou
daéle aplikovany v analyze padélkl avanafilu a identifikaci necistot. Pomoci metod ECD,
VCD, IR a UV podporiené DFT vypocty byla popsana nejen detailni 3D struktura avanafilu,
ale navic urcena absolutni konfigurace latky.

Experimentalni ¢ast

V kamenné lékarné v Praze bylo zakoupeno jedno baleni originédlniho pfipravku Spedra
s obsahem ucinné latky 100 mg avanafilu. Zakoupené tablety byly v rdmci této prace
nejprve fotograficky zdokumentovany z obou stran s pfilozenym forenznim pravitkem
(obr. 1), poté byly skladovény pfi laboratorni teploté a chranény pred svétlem. Tablety byly
pomoci skalpelu zbaveny potahu a jadro tablety bylo rozdrceno pomoci achatové treci
misky s tlou¢kem na homogenni prasek.

P

Obr. 1: Tableta originalniho pfipravku Spedra

Pro méfeni spekter ECD a VCD byla uc¢inna latka vyextrahovdna pomoci methanolu
a ziskany extrakt byl odpafen na vakuové odparce.V rdmci této prace byla optimalizovana
tloustka a primér tablet pro méreni spekter ECD and VCD v pevné fazi. Tableta o tloustce
0,62 mm a praméru 20 mm byla pfipravena v hmotnostnim poméru 1:60 analytu a KBr
matrice pro méfeni spekter VCD a IR v pevné fazi. Pro otaceni tablety bylo zvoleno otaceni
s nejvyssi rychlosti, a to 17 ot'min~". Pro ECD a UV méfeni v pevné fazi byla pfipravena
tableta o tloustce 0,56 mm a prdméru 20 mm v hmotnostnim poméru 1:57 analytu
a KCl matrice.V rdmci této prace byla poprvé namérena spektra diftizni transmise a reflexe
tablety pomoci spektrometru ECD.
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Spektra ECD v roztoku byla ziskdna pomoci spektrometru J-815 (Jasco, Japonsko). Roztoky
o koncentraci 0,5 g-I7" byly pfipraveny rozpusténim v deuterovaném methanolu a méfeny
v kiemenné kyveté s optickou drahou 1 mm pfilaboratorni teploté. Spektrum bylo méfeno
ve spektralnim rozsahu 220-350 nm pfi skenovacirychlosti 50 nm-min~"a s dobou odpovédi
8. Vysledna spektra jsou pramérem tii dil¢ich spekter a jsou korigovana odectem spektra
rozpoustédla, které bylo méfeno za stejnych experimentélnich podminek.

Spektra ECD v pevné fazi byla ziskana pomoci spektrometru J-1500 (Jasco, Japonsko),
ktery byl po celou dobu profukovan plynnym dusikem. Spektrum bylo naméreno
ve spektralnim rozsahu 220-350 nm pfi skenovaci rychlosti 50 nm-min~', dobou odpovédi
4 s a rozlisenim 0,1 mm. Vysledna spektra jsou pramérem t¥i dil¢ich spekter. Kazdé
méreni vzorku bylo doplnéné o méreni spekter matrice KCl, které bylo pouzito ke korekci
zakladni linie.

K méfeni VCD a IR absorpcnich spekter v roztoku byl vyuzit spektrometr s Fourierovou
transformaci IFS-66/S vybaveny VCD/IRRAS modulem PMA 37 (Bruker, Némecko).
Pripraveny vzorek o koncentraci 160,0 g-I' v deuterovaném methanolu byl méren
v kyveté z CaF, s optickou drahou 24,0 um za laboratorni teploty. Spektra byla méfena
ve spektrdlnim rozsahu 1800-1250 cm™ a rozliSenim 8 cm™". Vyslednd VCD spektra
jsou primérem 12 dil¢ich blokl a jsou korigovana odectem spektra rozpoustédla.
Vysledna IR absorpcni spektra jsou zprimérovana z 32 skent a korigovana odectenim
spektra rozpoustédla.

Spektra VCD a IR v pevné fazi byla namérena na spektrometru s Fourierovou transformaci
ChirallR-2XTM (Biotools, USA) vybaveného rotacnim drzakem pro tablety (Biotools, USA
a UOCHB AV CR). Spektra IR byla simultdnné méfena se spektry VCD. Z ddvodu slabych
signdlt VD a relativné nizkym pomérim signéal/Sum byla nutna akumulace dat, proto byla
IR absorp¢ni spektra a spektra VCD ziskdna mérenim 72 blokd, kde kazdy blok obsahoval
1000 interferometrickych skend. Vysledna spektra VCD jsou zpriimérovana ze 72 dil¢ich
blokl a korigovana odec¢tem matrice. Pfed kazdym vzorkem bylo naméreno IR pozadi
pfi stejném rozliseni jako vzorek. Spektra byla namérena s rozliSenim 8 cm™' ve spektralnim
rozsahu 1800-1250 cm™.

Pro kvantové chemické vypocty byl vybran (S)-avanafil a mozné konformace byly uréeny
systematickou rotaci kolem dihedralnich ahld (obr. 2) s krokem 120° za pouziti MCM
programu.® Startovni geometrie byly nasledné optimalizovany pomoci metod zaloZenych
na teorii funkciondlu hustoty (density functional theory, DFT) na trovni B3LYP/6-31G(d)
pomoci sady Gaussian 16 (cit.?").
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Obr. 2: Struktura avanafilu s vyznacenymi dihedralnimi dhly a,- a,,

Jelikoz po optimalizaci ziskanych konformer( bylo dosazeno bud' stejné vysledné
geometrie, nebo jejich zastoupeni bylo pfilis nizké (pod 1 %), uvazovany byly dale pouze
3 stabilni konformery (obr. 3). Tyto konformery byly dale reoptimalizovany na nékolika
vyssich drovnich teorie B3LYP/6-311++G(d,p), B3PW91/6-311++G(d,p), B3PW91/aug-
cc-pVDZ, B3PW91/aug-cc-pVTZ, CAM-B3LYP/6-311++G(d,p), CAM-B3LYP/aug-cc-pVDZ,
CAM-B3LYP/aug-cc-pVTZ, wB97XD/6-311++G(d,p), wB97XD/aug-cc-pVDZ ¢i wB97XD/
TZVP). U jednotlivych experimentalnich dat budou uvedeny pouze vysledky metod,
u kterych bylo dosazeno nejlepsi shody mezi simulovanym a experimentalnim spektrem.
V pripadé vsech vypoctl byl zahrnut solvatacni efekt methanolu jako rozpoustédla
pomoci modelu polarizovaného kontinua.?*=2* Pfi simulaci VCD spekter byl navic zahrnut
efekt vymény vodikl aminoskupiny za atomy deuteria. Spektra vazeného priiméru
byla vypoctena na zdkladé Boltzmannova rozdéleni s pouzitim Gibbsovy volné energie
pfi teploté 298 K. Porovnani experimentalnich a simulovanych spekter bylo provedeno
v programu CDSpecTech, ktery kvantifikuje shodu spekter na zakladé indexu
podobnosti.?*2?* Hodnoty indexu podobnosti se pohybuji od 0 pro Zadnou shodu
do 1 pro Uplnou shodu porovnavanych spekter.
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Obr. 3: Struktury tii stabilnich konformer( (S)-avanafilu simulovanych na trovni B3LYP/
6-311++G(d,p). Struktury jsou zobrazeny se shodnou orientaci aromatického kruhu.

Tab. 1: Tii stabilni konformery (S)-avanafilu: hodnoty dihedrdlnich uhld, jejich relativni
Gibbsovy energie a relativni rovnovazné zastoupeni ptilaboratorni teploté 25 °C. Simulace
byly provedeny na urovni B3LYP/6-311++G(d,p).

dihedralni uhel [°] relativni
zastoupeni
[%]

konformer [kcal-mol™]
a a a @a, a; O, d, O Oy O

| 178 178 179 167 -8 78 174 -73 -32 180 0 61
Il 20 78 178 167 -3 68 177 101 -6 180 0,6 20
1] 162 78 178 167 -3 69 178 101 -6 180 0,7 19

Na zékladé porovnani experimentalniho spektra avanafilu (obr. 4 vlevo dole)
se simulovanym spektrem vazeného praméru konformert (obr. 4 vlevo uprostred) byla
potvrzena absolutni konfigurace jako (S)-enantiomer. Pro spravnou interpretaci pasu
byla simulovana spektra skalovana faktorem 0,97 s cilem dosahnout maximalni hodnoty
indexu podobnosti. Hodnota indexu podobnosti pro simulované spektrum vazeného
praméru konformerl a experimentalni spektrum ¢inila 0,75. To umoznilo spolehlivé
urceni absolutni konfigurace enantiomeru. V experimentalnim spektru ECD avanafilu
(obr. 4 vlevo dole) mizZeme pozorovat pasy 222, 243, 265,278,292 a 310 nm, které odrazi
kombinace elektronovych pfechodd n — o*, m — n* a n — 1* a ve spektru vazeného
praméru konformer( jsou pozorovany pasy 265, 278,292 a 310 nm s nizkou intenzitou.

V pripadé UV absorpéni spektroskopie pozorujeme celkem tfi vyznamné pdsy 237, 265

a 310 nm. Porovnanim experimentalniho a simulovaného spektra vazeného priiméru
konformert bylo za pouziti skalovaciho faktoru 0,97 dosazeno indexu podobnosti 0,84.
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Obr. 4: Simulovand spektra ECD (vlevo) a UV absorpcni (vpravo) (na urovni
B3LYP/6-311++G(d,p)) tfi stabilnich konformerd (S)-avanafilu (nahote), jejich vazeny
pramér (uprostied) a experimentalni spektrum avanafilu (dole). Spektra jsou zobrazena
v oblasti 220-350 nm.

V experimentdlnim a simulovaném spektru VCD (obr. 5 vlevo dole) bylo ve spektralnim
rozsahu 1800-1250 cm™' nalezeno celkem 13 vyznamnych past (tab. 2). Tyto pasy byly
spravné predikovany i ve spektru vazeného priméru konformerd (obr. 5 vlevo uprostied).
Simulovana spektra VCD jednotlivych konformer( (obr. 5 vlevo nahore) se navzajem lisi
nejen svou polohou maxim pasu, ale i svym znaménkem, coz dokazuje vysokou citlivost
spektroskopie VCD vUci trojrozmérné strukture. Pfi pouziti skalovaciho faktoru 0,99 bylo
dosazeno indexu podobnosti 0,68, coz je podle Covingtona a Polavarapu?® podobnost
dostacujici k urceni absolutni konfigurace molekuly. Ta byla urcena porovnanim
experimentalniho a simulovaného spektra na drovni B3LYP/6-311++G(d,p). Pfi porovnani
je patrné, ze pasy 1 a 3 maji v simulovaném spektru vazeného prdméru konformer vétsi
intenzitu nez v experimentalnim spektru.
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Tab. 2 Pozice a orientace jednotlivych past v simulovaném a experimentalnim spektru
VCD (S)-avanafilu.

experimentalni simulované
cislo pasu znaménko pasu

spektrum [cm™] spektrum [cm™]
1 1645 1650 -
2 1618 1602 +
3 1588 1556 -
4 1554 1536 +
5 1530 1513 +
6 1500 1474 +
7 1452 1452 +
8 1440 1426 -
9 1418 1398 +
10 1360 1354 -
11 1342 1350 +
12 1306 1300 +
13 1268 1262 -

V experimentalnim IR absorpénim spektru avanafilu pozorujeme celkem 11 vyznamnych pasu
(obr. 5 vpravo dole), ke kterym byly ptifazeny jednotlivé vibra¢ni mody (tab. 3). Tyto pasy byly
spravné predikovany ve spektru vazeného prdméru konformert (obr. 5 vpravo uprostied)
simulovanych na drovni teorie B3LYP/6-311++G(d,p). Nesrovnalosti v polohach past byly
korigovany $kéalovacim faktorem 0,99 a bylo tak dosazeno pfesvédcivého indexu podobnosti
0,85. Simulovana IR spektra jednotlivych konformertd (obr. 5 vpravo nahofe) se lisi zejména
v polohach vyznamnych pasd. Nejvice se odliSuje pribéh spektra konformeru Il, ktery ma
podobné geometrické uspordadani jako konformer lll, ale lisi se polohou pyrimidinového
heterocyklu, ktera je urcena dihedralnim dhlem a,.
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Obr. 5: Simulovand spektra VCD (vlevo) a IR absorp¢ni (vpravo) (na urovni B3LYP/
6-311++G(d,p)) tfi stabilnich konformerd (S)-avanafilu (nahore), jejich vazené priméry
(uprostied) a experimentalni spektrum avanafilu (dole). Spektra jsou zobrazena v oblasti
1800-1250 cm™.
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Tab. 3: Polohy maxim vyznamnych pasd experimentdlniho a simulovaného spektra
a k nim ptirfazené vibra¢ni maédy (S)-avanafilu

experimentalni simulované
cislo pasu spektrum spektrum vibraéni méod
[em™] [em™]
1 1664 1656 v (C=0), v (C=C) Ar
2 1625 1624 v (C=C) Ar, & (N-H)
3 1590 1605 v (C=C) Ar, & (N-H)
4 1575 1558 v (C=C) Ar
5 1534 1526 8 (C-H), v (C-C)
6 1504 1498 v (C=C) Ar
7 1448 1446 8 (C-H)
8 1417 1430 8 (C-H), v (C-C), v (C-N), Ar
9 1352 1370 8 (C-H), v (C-N), Ar
10 1284 1312 3 (C-H), v (C-N)
11 1265 1275 5 (C—H) Ar

3 — deformacni vibrace, v — valen¢ni vibrace

Spektra ECD avanafilu v praskové formé a tableté s KCl se vyznacovala stejnym pribéhem
i po¢tem vyznamnych past (obr. 6 nahore) jako spektra ECD v roztoku (obr. 4 vlevo).
Rozdilnou intenzitu pdsu 6 pozorujeme v pfipadé pevné faze oproti roztoku.
Pfi porovnani obou experimentalnich spekter ECD v pevné fazi (obr. 6) Ize urcit avanafil jako
(5)-enantiomer.V UV spektrech pozorujeme pouze jeden absorpéni pas 3, jehoZz maximum
je oproti UV spektru v roztoku posunuto o ~ 20 nm.

Pfi porovnani namérenych spekter VCD v pevné fazi (obr. 7) Ize pozorovat stejny pocet
vyznamnych pasU jako v pfipadé spekter v roztoku (obr. 5 vlevo). Pas 2 se ve spektrech
pevné faze (obr. 7) vyskytuje jako dva jednotlivé pasy 1624 a 1606 cm™'. S rozdilnou
intenzitou oproti roztoku miizeme pozorovat i pasy 3 a 8. IR absorp¢ni spektra v pevné fazi
se vyznacuji stejnym poctem vyznamnych past jako spektra v roztoku, ale lisi se intenzitou
pasu 6,7 a 10, které jsou ve spektrech pevné faze pozorovany s mensi intenzitou. Naopak
pas 1 se v IR absorpcnim spektru vyskytuje s vyssi intenzitou oproti roztoku.
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Obr. 6: Spektra ECD (nahote) a UV absorpcni (dole) (S)-avanafilu v pevné fazi. Spektra
praskového vzorku (vlevo) a tablety s matrici KCl (vpravo). Spektra jsou zobrazena v oblasti
220-400 nm.
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Obr. 7: Spektra VCD (nahofe) a IR absorpcni (dole) (S)-avanafilu v tablety s matrici KBr.
Spektra jsou zobrazena v oblasti 1800-1250 cm™".
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Zavér

V ramci této prace byla provedena strukturni analyza avanafilu, ktery patii mezi nejvice
padélana léciva na lécbu erektilni dysfunkce. Byly nalezeny celkem tfi stabilni
konformery (S)-avanafilu v roztoku, na zakladé Boltzmannova rozdéleni bylo zjisténo jejich
relativni rovnovazné zastoupeni a simulovana spektra vazeného pridméru jednotlivych
konformer(. Ta byla porovnana s namérenymi spektry, diky ¢emuz byla uréena nejen
absolutni konfigurace ale i konformace latky. Pokud je ndm znamo, jednd se o prvni
komplexni systematickou studii, ktera se zabyva analyzou avanafilu pomoci metod
vibrac¢ni a chiroptické spektroskopie v roztoku a v pevné fazi ve spojeni s kvantové
chemickymi vypocty.
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