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Abstract

The behavior of pregabalin enantiomers obtained by resolution of the free y-amino acid, racemic pregabalin (PGA)
was investigated in the process of the resolution via diastereomeric salt formation. Various resolution methods,
purification possibilities of the enantiomeric mixtures, the effect of the achiral compound, the crystallization time
of the diastereomeric salt, and the effect of the solvent on the resolution were studied. Summarizing our experimental
results, we can establish that the resolution of pregabalin is affected by kinetic control, and significant enantiomeric
enrichment can be reached with the replenishment of the diastereomeric salt.

Kivonat

A szabad dllapotu y-aminosav, a racém pregabalin (PGA) reszolvildsdval eldallitott enantiomerek
viselkedéset vizsgaltuk a diasztereomer soképzéses reszolvalas folyamataiban. Tanulmanyoztuk a kiilonbozé
reszolvalasi modszereket, az enantiomerkeverékek tisztitisi lehetdségeit, az akirdlis hozzatétek, a
diasztereomer sé kristalyositasi idejének valamint az alkalmazott olddszernek a hatasat a reszolvalhatésagra.
Kisérleteink eredményeit 0sszegezve megallapithatd, hogy a pregabalin reszolvalasat kinetikus kontrol
befolyasolja, és a diszatereomer visszapotlasaval szignifikans enantiomerdusitas érheto el.

Kulcsszavak: reszolvalas, diasztereomer soképés, optimalizalds, enantiomer-tisztasag, diasztereomer
visszapotlas

1. BEVEZETES

A Kkiralis, enantiomertiszta vegyiiletek gazdasagos elvalasztasa irant egyre nagyobb az érdekl6dés mind
tudomanyos mind pedig ipari szempontbél. A farmakoldgiailag hatasos vegyiiletek tébbsége kiralis, ezért a
gyogyszeriparnak a kedvezOobb terapias hatassal rendelkezd izomert kell eléallitani a szintézisek soran
keletkezd racém vegyliletbdl. Az FDA 1992-es rendelete alapjan racém hatéanyag el6allitdsa esetén az
enantiomerek farmakokinetikai és farmakodinamias hatasat is vizsgalni kell annak érdekében, hogy az eltérd
indikécidkra, vagy az esetleges toxikus mellékhatasokra fény deriljon. [1] Ebbdl kifolydlag az uj
reszolvaloagensek kutatdsa és a hatékony reszolvalasi eljarasok kidolgozasa kelloképpen indokolt. A szabad
allapott aminosavak reszolvalasa nagy kihivas a kutatok szdmara. Kutatbmunkank soran egy szabad allapotu
y-aminosav (PGA) elvélasztisara kidolgozott, ismert eljards helyett, a szokésos elvalasztasokhoz hasonlo
eljaras kialakitasanak lehetéségeit vizsgaltuk. Emellett a racém mandulasav (MS) és a racém orto-
klérmandulasav (2-CI-MS) kiilonb6z6 diaszterecomer soOképzéses reszolvalasi modszereit kutattuk. [2],[3]
Célunk volt tovabba kilonféle reszolvaléagens keverékek osszehasonlitdsa a reszolvalhat6sag javitasa
érdekében.

Tanulmanyozva a pregabalin szabadalom szerinti reszolvalasat, Ggy véltik, hogy a reakcié nagy
anyagigénye miatt célszerii lenne egy molnyi (S)-mandulasavat valamely méas aromés akiralis karbonsavval
helyettesiteni (1. abra). [4] A vélasztaésunk a benzoesav, szalicilsav és metoxifenilecetsav rokon
molekulaszerkezetii, azonos kémiai karakterti, akiralis hozzatétekre esett.
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1. &bra
Akiralis hozzatétek alkalmazésa — Pope és Peachy modszere

Hasonldan jo eredményeket kaptunk ezeknél a reszolvalasoknal, mint a szabadalom szerinti reszolvalas
esetében.

A tovabbiakban azt vizsgéaltuk, hogy az olddszervaltas milyen mértékben befolydsolja a
reszolvalhatosdgot. Ugyanazon akiralis hozzatétekkel dolgozva tovabb, a reakciokat elGszor Otszords
mennyiségll izopropil-alkohol és kétszeres mennyiségli viz elegyében, majd pedig kétszeres mennyiségii
vizben végeztik (2. 4bra).
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2. dbra

A racém pregabalin reszolvalasa akiralis hozzatétek alkalmazasaval —
izopropil-alkohol viz elegyében és vizben

A benzoesav és szalicilsav alkalmazésa esetén tébbszori Gjrareszolvalas nélkil, valamint a kapott
diasztereomer s6 atkristalyositasa nélkil is sikeriilt tiszta enantiomert elkiléniteni. Megallapitottuk, hogy az
(S)-mandulasavat 0,6 molekvivalens mennyiségben alkalmazva jobb elvalasztas érhet6 el, mint félekvivalens
mennyiség esetén. A metoxifenilecetsav akiralis sav esetén, érdekes mddon vizben magasabb
enantiomertisztasag érhet6 el, mint izopropil-alkohol viz elegyében. Az eredeti US 5637767 szamu
szabadalomhoz képest az izopropil-alkohol mennyiségét tizedére csokkentetve, a 1,5 molekvivalensnyi (S)-
mandulasav helyett 0,6 molekvivalensnyit felhasznalva, amit 0,4 molekvivalensnyi akiralis aromas
karbonsavval egeszitettlink Ki, 1ényegesen gazdasadgosabba tudtuk tenni a tiszta (S)-pregabalin enantiomer
eloallitasat.
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2. ARESZOLVALASRA HATO KORULMENYEK

Miutén az akirélis aromas karbonsavak hozzatétként valé alkalmazasaval eredményes reszolvalasokat
értiink el, feltételeztiik, hogy kedvez6 akiralis sav lehet a sosav is (3. abra). Emellett parhuzamosan vizsgaltuk
a diasztereomer kristalyosodasi idejének, az oldészer mennyiségének, a pH-nak valamint az ultrahangnak a
hatasat a reszolvalas eredményére.

OH
NH, :
)\)/\/COOH + xmol ©/\COOH + (I-x) mol HCl —% (S-PREG)-(S-MA) + (R-PREG)-(HCI)

(R.S)-PGA (S)-(+)-MS

3. abra
Pregabalin reszolvalasa (S)-mandulasavval HCI alkalmazasaval — altalanos képlet

A diasztereomer kristdlyosodasara két napot hagyva racém elegyet eredményezett a fél
molekvivalensnyi (S)-mandulasav alkalmazésa. Amennyiben a diasztereomer kristalyokat 10 perc varakozas
utan szrtiik igen szerény eredményt kaptunk, mig ha azonnal szlrtiik 0ket a diasztereomer sobdl kapott
enantiomer tisztasaga 84,4%, a termelés 94,7%-o0s. A kisérleteink alapjan megallapithato, hogy a pregabalin
reszolvalasanak végeredményét a kinetikus kontrol befolyasolja. Ugy tapasztaltuk, hogy az ultrahang a
diasztereomer s6 Kivalasat segitette és azt talaltuk, hogy azon reszolvalasok esetén, melyeknek a kinetikus
kontrol kedvez a diasztereomer s6 dsszetételét az ultrahang stabilizéalja, nem engedi a termodinamikai kontrol
kialakulasat. A gyorsan kicsapddo diasztereomer so sziirésével és megbontasaval nagyon tiszta enatiomerhez
juthatunk. Tovabba megallapitottuk, hogy a reszolvalas idealis pH-ja 6.

Kinetikus kontrol vizsgalata 1. tablazat
Kisérleti eredmények a kristalyos kivalasbol
(S)-MS idé ee? [%] TP [%] Fe
[mol]
<1 perc 84,4 94,7 0,8
0.5 10 perc 84.6 2 0.19
2 nap - 64 -

2 Az enantiomerkeverék és a tiszta enantiomer azonos korilmények kozott mért fajlagos
forgatoképességének hanyadosabol szamitott érték. ® A termelést a megfeleld enantiomer teljes mennyiségére,
vagyis a racém vegylilet mennyiségének felére vonatkoztatva szdmitottam. © A reszolvalhat6sag, vagy F-
faktor, a termelés és az enantiomertisztasag szorzatabo6l szamithato.

3. HOLLAND RESZOLVALAS

Holland kutatok felismerték, hogy bizonyos esetekben jobb elvalasztas érhetd el, ha a reszolvaloagensek
(féleg rokon molekulaszerkezetii) keverékével reagaltatjuk a racém vegyiiletet, mint ha kiilon-kilon
alkalmaznank 6ket. Sokszor ezen reszolvaldagensek onmagukban alkalmatlanok a diasztereomer sdképzésre,
viszont a szerkezetileg hasonlo reszolvaléagensek kdlcsonhatasa a diasztereomer sOképzést eldsegiti, ezaltal
szignifikdnsan javithatd a reszolvalhatosag. [5],[6],[7] Mindezek alapjan kiilonb6z6 Osszetételli
reszolvaléagens keverékekkel is megkiséreltik a pregabalin reszolvalasat. Azt is kiprébaltunk, hogy ezen
aranyok valtoztatasaval milyen eredményt ériink el.

A 2. tablazatbol kitiinik, hogy az (S)-mandulasav, (S)-2-kldrmandulasav esetén a 9:1 arany bizonyult a
leghatékonyabbnak félekvivalens mennyiségben alkalmazva, de szerényebb eredményt ad, mint a tiszta (S)-
mandulasavval torténé reszolvalas. Az (R)-3-klérmandulasav és (R)-2-klérmandulasav ugyancsak 9:1 aranyu
keverékével 93,2%-0s enantiomertisztasagot sikerilt elérni, ebben az esetben az (R)-pregabalint valt ki a
diasztereomer séban.
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Pregabalin reszolvidlasa kiilonbozé aranyu reszolvdlodgens keverékekkel 2.tablazat

R*R* R* : R** kivalasbal anyalugbol
0,25:0,25 ee: 0,6% T: 15,7% F: 0,001 ee:4,7% T:32,5% F: 0,02
COOH COOH
0,16 : 0,33 ee: 55,2% T: 30,6% F: 0,17 ee: 65,6% T: 15,2% F: 0,1
(SH+ (SH+)-2- C""S 045:005 | ce:48.7% T: 102,4% F: 0,5 | ce: 27.4% T: 30,2% F: 0,09
OH

OH
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@J\COOH @EL 0’45 . 0’05 ee: 93,2% TI 3972% FZ 0’37 ce. 11,9% T: 9,8% FI 0,01
Cl
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COOH \[ 0,45:0,05 ee: 93,2% T: 85,6% F: 0,8 ee: 20,1% T: 68,2% F: 0,14
COOH
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4. A DIASZTEREOMER VISSZAPOTLASA — OPTIMALIZALAS

A 2. tablazatban feltlintetett utolsé reszolvalas eredménye mar egy optimalizalt eredmény, melyet Ugy
értiink el, hogy a kivalt diasztereomerrel ekvivalens mennyiségii reszolvaloagenst ( (S)-2-klormandulasavat és
(2R,3R)-borkésavat) potoltunk vissza az anyalagba (4. dbra).

(R,S)-PGA (R,S)-PGA
OH (S)-(+)-2-CMS (S)-(+)-2-CMS
= (2R,3R)-(+)-BS (2R,3R)-(+)-BS
@(\COOH
Cl
NHz (S)-(+)-2-CMS . , . , - ,
— » kivalds + anyallg —— kivalas + anyalig— kivlds + anyalug
COOH * HO\[COOH l.generacio I.generacio Ill.generacioé
(R.S)-PGA HO" “COOH ee: 23,7% T: 26,8% F: 0,06 ee: 93,2% T: 85,6% F: 0,8

. 0, . 0, .
(2R.3R)-(+)-BS ee: 68,2% T:41,9% F:0,29

4. dbra:
A diasztereomer visszap6tasa

A visszapdtlast kétszer ismételtiik meg, igy a kivalt diasztereomer s6k megbontasa utdn megkaptuk az
els6, a masodik és a harmadik generacios (S)-pregabalin kristalyokat. A harmadik generécids kristalyok az
els6hoz képest tobb mint haromszor tisztabb ( eei1: 23,6%, ees: 93,2%), igy megallapithat6, hogy ezzel a
madszerrel szignifikdns enantiomerdusitast sikertlt elérniink. A reszolvalhatésagot tébb mint tizszeresére
javitottuk, mindekdzben a termelés is haromszorosara ndvekedett. Ugy gondoljuk ez a moédszer a
késobbiekben akar egy folyamatos technologia alapjat is képezheti.
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5. KONKLUzZIO

Osszesitve tapasztalatainkat a pregabalin enantiomerek viselkedésének vizsgalataban megallapitottuk,
hogy a reszolvalas soran kinetikus kontrol érvényestil, a diasztereomer sokat hoszabb ideig kristalyositva az
enantiomerkeverék tisztasdga csokken. Az US 5637767 sz&mu szabadalom szerinti eljarast izopropil-
alkohol:viz elegyében és vizben is sikerilt hasonléan jé eredménnyel megvalésitani, illetve médositva az
emlitett eljarast 1,5 molekvivalensnyi (S)-mandulasav helyett 0,6 molekvivalensnyi (S)-mandulasav és 0,4
molekvivalensnyi akiralis aromas rokon molekulaszerkezetli karbonsav (benzoesav, szalicilsav,
metoxifenilecetsav) alkalmazasa mellett tiszta enantiomert allitottunk eld. Kiilonbozé dsszetételli és aranyu
reszolvaléagens keverékekkel (Holland reszolvalés) is megkiséreltiik a pregabalin reszolvalasat, ezen kivil
szignifikans enantiomerdusitast siker(lt elérnink a diasztereomer so visszapotlasaval, optimalizalva a Holland
reszolvélas eredményét.
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