Farmacie 6/05 14.11.2005 15:40 Strénka 256 77@ o

CESKA A SLOVENSKA FARMACIE
Roénik LIV — Cislo 6 — LISTOPAD 2005

INTERKONVERZIA STEREOCHEMICKY
NESTALYCH CHIRALNYCH LIECIV - )
VYUZITIE CHROMATOGRAFICKYCH TECHNIK
NA STUDIUM ENANTIOMERIZACIE, VYPOCET
TERMODYNAMICKYCH PARAMETROV

CAST I. - TEORETICKE ASPEKTY

FEDURCOVA A., LEHOTAY J., CIZMARIK J.!

Slovenskd technicka univerzita v Bratislave, Fakulta chemickej a potravinarskej technoldgie, Katedra analytic-
kej chémie, SR
"Univerzita Komenského v Bratislave, Farmaceuticka fakulta, Katedra farmaceutickej chémie, SR

SUHRN

Interkonverzia stereochemicky nestalych chiralnych lie¢iv - vyuzitie chromatografickych technik
na Stidium enantiomerizicie, vypocet termodynamickych parametrov
Cast I: Teoretické aspekty

Tato préaca opisuje teoreticku stranku procesu enantiomerizicie. Vysvetluje pojem ,,enantiomerizdcia“ a charak-
terizuje jej zékladné Crty (vznik platd). Venuje sa aj komplikaciam, ktoré tento jav sposobuje, ¢i uZ z analytic-
kého alebo farmakologického hladiska. Definuje sposoby vypoctu energetickej bariéry enantiomerizacie podla
metody pouZitej na separdciu racemickych zmesi (metdda zastavenia prietoku alebo dynamickd chromatogra-
fia). Dalej opisuje matematické modely pouZivané pri dekonvolicii chromatografickych zdznamov. Pri dyna-
mickych metédach nie je moZné bez pocitatom asistovanej dekonvoliicie namerané chromatografické zaznamy
kvantitativne vyhodnotit, a teda aj vypocet termodynamickych parametrov nie je mozny.

Klac¢oveé slov a enantiomerizicia — racemizicia — interkonverzia — konfiguracne nestéle lieciva —
rychlostné konStanty

Ces. slov. Farm., 2005; 54, 256-261

SUMMARY

Interconversion of Stereochemically Unstable Chiral Drugs: Utilization of Chromatographic Techniques
for the Study of Enantiomerization, Calculation of Thermodynamic Parameters
Part I: Theoretical Aspects

The paper explains the theoretical aspects of the process of enantiomerization and describes its characteristic
features (generation of a plateau). In addition, some complications are presented that are produced by
enantiomerization either from analytical or pharmacological points of view. It also defines the way of how to
calculate energy barriers of enantiomerization according to the methods used for the separation of racemic
mixtures (stopped-flow or dynamic chromatography). Mathematic models useful in deconvolution of
chromatograms are also described. With the use of dynamic methods it is not possible to quantitatively evaluate
the obtained chtromatograms and calculate thermodynamic parameters without computer-assisted
deconvolution.

Key word s: enantiomerization — racemization — interconversion — configuration unstable drugs — kinetic
rate constants
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Je vSeobecne zname, Ze chirdlne latky mozu existovat vo ne Cistd enantiomérna forma sa samovolne, resp. velmi
viacerych forméch, ktoré sa navzdjom liSia priestorovym  malou zmenou vonkajs$ich podmienok konvertuje na ind,
usporiadanim. Ak je energeticka bariéra pre prechod z jed-  ¢im sa v pripade lie¢iv moZe uplne zmenit vysledny tera-
nej formy na druhu relativne nizka, mdZe sa stat, Ze pdvod-  peuticky efekt. Procesy priestorovej premeny enantiomé-
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Obr. 1. Enantiomerizdcia a chirdlnych 2,2’-disubstituova-
nych 1,8-bis(4,4’-dipyridyl)naftalénov

Atropizoméry sa vyskytuji ako ekvimoldrna zmes syn - a anti
— izomérov, interkonverzia nastdva velmi rychlo uz pri
laboratoérnej teplote?.

rov sa vSeobecne oznacCuju ako interkonverzia. Interkon-
verzia enantiomérov je dana konfiguracnou nestabilitou
Struktdry niektorych chirdlnych latok a vychadza z prirod-
zenej snahy latok existovat v stave s najniZSou energiou.
Pre stidium tohto javu sa pouZivajui bezne dostupné sepa-
racné chromatografické techniky a zaroven bol nevyhnutny
vyvoj novych pocitatovych programov pre vypocet termo-
dynamickych parametrov interkonverzie.

Konfiguracnad stabilita chirdlnych lieciv

Konfiguracna stabilita niektorych chirdlnych lieciv je
velmi dolezitd z farmaceutického a farmakologického
hladiska, pretoZze mnoZstvo biochemickych procesov je
riadenych a kontrolovanych préave stereochemicky. Jed-
notlivé enantioméry mdzu v chirdlnom prostredi vykazo-
vat roznu farmakologicku, farmakodynamicku a toxicku
aktivitu, a tym aj vysledny terapeuticky efekt mdze byt
rozny. Konfiguracnd nestabilita enantiomérov vedie
k roticii jednotlivych funkénych skupin (resp. Casti
molekuly) okolo chirdlneho centra (atému uhlika, prip.
osi chirality), ako je znazornené na obrazku 1. Stereola-
bilna molekula lie¢iva si v danom prostredi ,,hlad4d* ener-
geticky najvyhodnejsi stav, ¢im sa mdze Gplne zmenit jej
priestorové usporiadanie. Nasledky takejto priestorovej
reorganizacie molekuly lieciva mozu viest od straty Zia-
daného terapeutického efektu (v tom lepSom pripade) az
k jeho negativnym kvalitativnym zmenam.

Stereolabilita chiralnych lieiv a z nej vyplyvajice
zmeny Vv priestorovom usporiadani molekuly viedli
k definovaniu pojmu interkonverzia. Pojem interkonver-
zia enantiomérov zahfiia mnoZstvo reakcii charakterizuj-
ucich Specifické pripady stereopremeny konfiguracne
nestalych zlucenin, ako st: racemizdcia, enantiomeriza-
cia, epimerizacia, izomerizacia, atd., povaha procesov je
zrejma uZ z ich nazvov. Z farmakologického hladiska je
podstatné, ¢i interkonverzia je podmienend pritomnostou
chirdlneho prostredia, t.j. nastdva aj poCas pritomnosti
lieCiva v tele, Co je tazko ovplyvnitelné. Je doleZité, Ci
interkonverzia lieCiv nastava pocas doby ich skladovania,
¢o ovplyviiuje Cistotu enantiomérnych lieCiv od ich vyro-
by az kym sa nedostant do rtik pacienta. V tomto pripa-
de je mozné tomuto javu zabranif, napriklad volbou
vhodnej liekovej formy ¢i pomocnych latok. Predaj

zdanliva volna energia Kj/mol

reakéna koordinata

Obr. 2. Diagram reakénej koordindty pre interkonerziu
enantiomérov A—B a B—A Y

a pouzivanie lie€iv v racemickej forme nie je zakdzany,
ale je velmi obmedzeny, priCom sa vyzaduju rozsiahle
informacie o ich stereochémii a konfiguracnej stabilite.
Stabilita lieciv, ktoré sa pouZzivaju ako Cisté enantio-
méry, je spojend s energetickou bariérou potrebnou na
prekonanie tranzitného stavu pri interkonverzii (obr. 2).
Vzrastajice naroky na stereochemickt bezpecnost lieciv
podmienili rychly vyvoj novych technik, pomocou kto-
rych je mozné uréit energeticki bariéru a rychlostné kon-
Stanty interkonverzie, ¢im je moZné predpovedat stereo-
chemicku stabilitu lieciva. NajcastejSie Studované
procesy su racemizicia, t.j. ireverzibilna transformécia
enantiomérov na racemickd zmes, (+) al. (-)—(%),
a enantiomerizicia, t.j. reverzibilna premena jednej for-
my enantioméru na druhu, pripadne naopak: (+)<>(-) ¥.

Chromatografické techniky pouZivané na Stidium
interkonverzie

Na Stidium interkonverzie sa pouZivaju enantioselek-
tivne separacné metody:

— plynova chromatografia (GC) 47 9-11. 13-20.23-28.30. 31. 64,

67, 69)

— vysokoucinna kvapalinova chromatografia

(HPLC) 3,8, 29, 32-50, 59-62)

— superkriticka fluidna chromatografia (SFC) 25152,
— planérna chromatografia (PC) >

— kapilarna elektroforéza (CE) 2! 225470

— miceldrna elektrokinetickd chromatografia

(MEKC) 5,12, 55)’

— nukledrna magneticka rezonancia (NMR) ! 20 28.56.57.59,

71,72)

Chirélne lieciva s energetickou bariérou enantiomeri-
zécie v rozmedzi 80-150 kJ.mol"! je moZné Studovat
pouzitim GC resp. SFC, latky s energetickou bariérou
interkonverzie 50-100 kJ.mol! si vhodné pre HPLC
a CE V.

Metody pouZivané v chromatografii
Dolezitym aspektom interkonverzie enantiomérnych

lieCiv je prave Casovy rozsah tohto fenoménu. Z tohto
hladiska mozZno chromatografické metédy rozdelit na:
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absorbancia, mAU

cas. min

Obr. 3. Profil pikov (plnd ¢iara) poéas enantiomerizdcie

v dynamickej chromatografii

Pocitacom asistovand dekonvoliicia (zndzornend
preru$ovanou ¢iarow) umozriuje rozlisit tzv. reakénu zénu

(racemat A’B’) od pikov pre jednotlivé enantioméry (A a B).
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Obr. 4. Statickd metéda (stopped-flow)

1. Naddvkovanie enantioméru (resp. racemdiu)

do chromatografickej kolony

2. Zastavenie prietoku mobilnej fazy — nastdva
interkonverzia enantiomérov

3. Obnovenie prietoku cez chromatograficki kolénu
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Dynamické (D) — Podmienkou je, aby separacia enan-
tiomérov a ich interkonverzia boli navzajom simultanne
a konkuren¢né procesy. Rychlost interkonverzie je
porovnatelnad s rychlostou separacie, chromatograficki
kolénu si moZno predstavit ako chemicky reaktor
a sucasne ako separac¢né zariadenie. Na chromatografic-
kom zazname (obr. 3) sa tieto dva paralelné procesy pre-
javia vznikom tzv. platd medzi dvoma pikmi, pri¢om pik
eluujiici ako prvy sa vyznacuje chvostovanim a na dru-
hom moZno pozorovat predvoj. Enatiomerizacia v kolo-
ne pocas separdcie spdsobuje komplikacie, pretoze zvy-
§it rozliSenie jednotlivych enantiomérov nie je moZné
zmenou chirdlnej stacionarnej fazy ¢i optimalizaciou
chromatografického separacného systému a separacnych
podmienok ¥. Charakteristicky elu¢ny profil pikov pocas
interkonverzie zavisi od teploty a rychlosti prietoku
mobilnej fazy, pricom pri priliS vysokej teplote alebo
prietoku dochadza ku kolapsu, na chromatograme pozo-
rujeme iba jeden pik. Tento jav je dokazom toho, Ze
interkonverzia enantiomérov je z ¢asového hladiska ove-
Ia rychlejsia ako ich separacia v danom chromatografic-
kom systéme V.

Interkonverzia v statickom systéme — pocas separacie
je interkonverzia potlacdend, t.j. enantiomerizicia je
pomalSia ako separdcia. Principom metddy je zastavenie
prietoku mobilnej fazy (v angl. stopped-flow) cez chro-
matografickd kolénu na urcity ¢asovy interval. Pocas tej-
to doby dochadza k enantiomerizécii, resp. racemizacii
enantiomérov. Vyhodou je, Ze podmienky interkonverzie
je mozné do urcitej miery ovplyvnit, napriklad zvySenim
(resp. zniZenim teploty), dobou pobytu v koléne, kym
v dynamickej chromatografii su striktne uréené chroma-
tografickymi podmienkami separacie. Jednotlivé stupne
tejto techniky st znidzornené na obrazku 4. Podmienkou
pre aplikiciu tejto metddy je kvantitativna separicia
racematu na jednotlivé enantioméry.

Tieto techniky sa pouZivaji na Studovanie chemickych
reakénych procesov, ktoré sa uskutoCiiuji v chromato-
grafickej kolone a umoznuju urit vplyv chirdlneho
selektora na proces interkonverzie. V pritomnosti chiral-
nej stacionarnej fazy moze byt rychlost intekonverzie pre
oba enantioméry rovnakd — resp. rdzna. V niektorych
publikovanych ¢lankoch %6162 bol pozorovany inhibic-
ny efekt chirdlnej staciondrnej fiazy na interkonverziu
v dbsledku vzniku komplexov medzi enantiomérom
a chirdlnym selektorom.

Vypocet termodynamickych parametrov

Pri vypocte termodynamickych parametrov sa musi
brat do dvahy charakter interkonverzie, konkr. enantio-
merizacia je reakciou prvého poriadku (obr. 5). Pre rych-
lostnd konStantu enantiomerizécie plati, Ze sa rovna
polovici rychlostnej konStanty racemizécie .

Vypocet rychlostnej konstanty je v oboch systémoch
rozdielny:

Dynamicky systém: interkonverzia enantiomérov je
ireverzibilnd, musi byt splneny predpoklad, Ze jednotlivé
enantioméry a z nich vzniknuté produkty interkonverzie
pocas migracie chromatografickou kolénou navzdjom
neiteraguju. Na vypocet rychlostnych konStint moZno
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pouzit rovnice:

kor=—1 1B [1]
tR,A AA

kow=_1 1n_Ag 2]
-1 A
tR,B B

kde A je plocha piku enantiomérov A a B (dolny index)
pred (v Case =0 st plochy pikov oznacené ako A, , prip.
A,,) a po separdcii v Caset (A, aA)y, t . retenény Cas .
Staticky systém: interkonverzia enantiomérov je rever-
zibilnd a pre vypocet rychlostnej konStanty sa pouZiju

rovnice:
1 A
ker = In AQ [3]
! 2tR,A 2AA - AAO
keor=_1  1n__ A [4]
2tR,B 2A,-A,,

kde A je plocha piku enantiomérov A a B (dolny index)
pred (v Case ¢ = 0 su plochy pikov oznacené ako A, , prip.
’1413&2 a po separacii v Case t (A, a A)), 1, retenCny Cas

Pre vypocet energetickej bariéry mozno pouZzit Eyrin-
govu rovnicu.

a _ k®rh
AG#(T) =—RT In (TIkBT) (5]
AG ?(T) = —-RT1 k_lapph 6
17(T) =-RTIn KK,T (6]

kde k" a k" si zdanlivé rychlostné konStanty
(z angl. apparent), k, — Bolzmanova konStanta (k, =
1,380662x102> J.K'), h — Planckova konS$tanta (h
6,626176 x 107 J.s), R — univerzalna plynova konStanta
(R = 8,31441 J K.mol'"), k¥ — transmisny koeficient (k =
0,5 pre reverzibilni mikroskopicki interkonverziu), T je
teplota v (K) %,

Aktivacné parametre AH*? (AS*?) moZno vyratat zo
smernice (iseku) linedrnej zavislosti In (k/T) = f (T™) 5.

Pozndmka: VSetky termodynamické parametre si iba
zdanlivé, pretoZe ich skutocnii hodnotu nie je moiné
urcit vzhladom na komplikovanost chromatografického
systéemu z fyzikdlneho hladiska.

Pri vypocte termodynamickych parametrov sa
vychddza zo znameho modelu teoretickej priehradky
(obr. 6). Rovnovéazna konsStanta KF v chirélnej stacio-
narnej faze zévisi od distribu¢nych konStint K, a K,
podTa principu mikroskopickej reverzibility 4 &9

KCSF - KB/KA = k/B/ k,A = (k]CSF/ k_]CSF). (k-ImOb/ k]mob)
(7]

k CSF = klA  CSF [8]
-1 k] 1

B
kde k, je priama a k, protismerna

ky

Ky

Obr. 5. Schématické zndzornanie enantiomerizacie %
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Obr. 6. Skutoénd a zdanlivd rovnovdaha na teoretickej
priehradke. Symboly: A (B) — enantiomér eluujici ako prvy
(druhy) v poradi ¢

rychlostnd konstanta, symbol mob oznacuje mobilnu
fazu, CSF — chiralna stacionarna faza, A — enantiomér
eluujtici ako prvy, B — enantiomér eluujici ako druhy.

Z principu mikroskopickej reverzibility vyplyva, Ze
volna Gibbsova energia je pre enantioméry A a B roz-
na a pre rovnovazne konStanty plati K, >K, (podmien-
ka separdcie). Priama (k,“") a protismerna (k_ “F)
rychlostnd konStanta v chirdlnej staciondrnej faze je
z tohto dovodu rozdielna (k,“5F# k ©F), kym priama
(k,™") a protismernd (k™) rychlostna konStanta
enantiomerizdcie v mobilnej faze mdZe byt rovnaka
(klmob = k-lm()b) 35, 52).

Ako uzZ bolo spomenuté, je mozné vyratat iba zdanli-
vé konStanty, ktoré v skutocnosti predstavuju vazeny
priemer rychlostnej konStanty v mobilnej, chirdlnej sta-
cionarnej fize, a reten¢nych faktorov k’y a k’,:

i

app — e ] mob —_ A |.CSF
kor = Y k" + T+a, k| [9]
app 1 mob L CSF
N T S E 1ol
B

Rychlostné konStanty je moZné vyratat podla rovnic
[1-4] len za nasledujuceho zjednoduSeného predpo-
kladu

k]app - klmub - kICSF [11]
k_]app - k_]mab = k-ICSF [12]
Dekonvoliicia chromatografickych zdznamov

Pre vypocet energetickej bariéry a rychlostnych kon-
Stant interkonverzie je potrebné urcit pocet a plochu
pikov, ktoré su latentné v klastri pikov, tzv. obélke. Pri
enantiomerizacii sa predpoklada existencia troch pikov:
tzv. reakénej zony a piky prislichajice jednotlivym
enantiomérom. Tato proceddra by nebola moZnad bez
pocitacom asistovanej dekonvolicie. Pre pocitacovi
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simuldciu interkonverzie enantiomérov vznikli tri
zakladné modely:

e model teoretickej priehradky,

e stochasticky model,

e model kontinualneho prietoku.

Model teoretickej priehradky (TPM) sa pouZiva najmi
v plynovej chromatografii. Separaciu opisuje ako dis-
kontinudlny proces, ktory sa hypoteticky opakovane
uskutocnuje v kazdej sekcii kolony pozostavajucej
z N teoretickych priehradiek. Kazd4 priehradka obsahu-
je mobilnu a staciondrnu fazu, distribicia enantiomérov
a ustalovanie rovnovahy nastiva medzi oboma fazami.
Za dobu pobytu analytu v teoretickej priehradke docha-
dza k enantiomerizicii za urciti periodu Ar. ZavereCnou
fazou je transport mobilnej fazy do nasledujicej teore-
tickej priehradky. Pociato¢né naddvkované mnoZstvo
enantioméru do prvej teoretickej priehradky je v konec-
nom §tadiu zaznamenané ako chromatogram s charakte-
ristickymi ¢rtami interkonverzie .

Stochasticky model (SM) navrhol Kramer 67 a skupina
Kellera % sa zaoberala jeho vyvojom a zlepSovanim.
Tento model opisuje chromatografickt separaciu pomo-
cou tzv. Casovej distribucnej funkcie, priCom vstupné
parametre su: miftvy Cas t,, retencné Casy t,, (t;p)
a pocet teoretickych priehradiek (N, Ny). Je zaloZeny na
simuldcii chromatografického procesu pouzitim Gaus-
sovskej distribu¢nej funkcie ®(t') [i = (A a B), Case t']
a matematickej funkcie pre hustotu pravdepodobnosti
rozdelenia interkonvertujicich enantiomérov W(t") !
40.67.69 Nevyhodou tohto modelu je fakt, Ze pri vysokom
pocte teoretickych priehradiek, pripadne pri velkych roz-
dieloch v ich pocte pre jednotlivé enantioméry (N, > N,)
dochadza k nepresnostiam pri urCovani ploch. Tento
model bol vylepSeny (v literatire sa oznacuje ako SM+)
tym, Ze pouZiva ¢asovu zédvislost poctu teoretickych pri-
ehradiek N(t*), a nie ich aritmeticky priemer (ako SM).
Oba modely st zaloZené na velmi zloZitom matematic-
kom aparite .

Model kontinudlneho prietoku vychadza z hydrodyna-
mickych rovnic chemického inZinierstva aplikovanych
pre chromatograficky systém a pouZiva sa najmé v dyna-
mickych separaénych procesoch '3 3679,

Za predpokladu, Ze sa pracuje na rovnako vykonnych
pocitacoch pri pouziti TPM je doba vypoctu 2 hodiny
(pri pocte teoretickych priehradiek 50 000), pricom SM
model tdto istd proceduru vykond za 30 sekind, vysled-
ky ziskané oboma modelmi st zhodné, ako bolo publi-
kovné v literatire '35, Oba modely sa pouZili na vyvoj
komer¢ne dostupnych programov, ako si SIMUL (TPM)
a ChromWin (TPM a SM+), ktoré umoziuji simuléciu
elu¢ného profilu interkonvertujicich enatiomérov
a vypocet termodynamickych parametrov. Vsetky mode-
ly sliZia na urCenie ploch prislichajicich jednotlivym
zOnam, t.j. reak¢nej zéne a pikom jednotlivych enantio-
mérov, ktoré su skryté v pikovej obélke a k vypoctu ter-
modynamickych parametrov interkonverzie — rychlost-
nych konS$tant, zmeny volnej Gibbsovej energie, zmeny
entalpie a zmeny entropie.
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ZAVER

Konfiguracne nestéle lieciva tvoria velku skupinu roz-
norodych chirdlnych latok, ktoré nemaju vo svojej Struk-
ture Ziadne spolo¢né znaky. Je prakticky nemoZzné vytvo-
rit univerzalny chemicky vzorec, z ktorého by bolo
mozné predpokladat interkonverziu. Chirdlne lieciva,
u ktorych bola Studovand energetickd bariéra, su napri-
klad chlértalidon, oxazepam, prominal, telenzepin, lora-
zepam, thalidomid. Stidium interkonverznych procesov
je velmi narocné, vyZaduje si nielen praktické a terore-
tické ovladanie danej chromatografickej metddy, asisten-
ciu pocitacovych programov, ale aj vela poznatkov zo
stereochémie. Proces interkonverzie je zaroveni kompli-
kéciou pri separacii racemickych zmesi, pretoZe ani zvy-
Sovanim selektivity separacného systému nie je mozné
dosiahnut potrebné rozliSenie.

Tato préca je podporovand grantmi VEGA 1/2460/05, VEGA
1/1186/04.
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