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ABSTRACT

The behavior of pregabalin enantiomers obtained by resolution of the firee 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 experi-
mental results, we can establish that the resolution of pregabalin is affected by kinetic control, and significant enan-
tiomeric enrichment can be reached with the replenishment of the diastereomeric salt.

KIVONAT

A szabad dllapotii y-aminosav, a racém pregabalin (PGA) reszolvalasaval eléallitott enantiomerek visel-
kedeését vizsgaltuk a diasztereomer soképzéses reszolvalds folyamataiban. Tanulmdnyoztuk a kiilonbozo reszol-
valasi médszereket, az enantiomerkeverékek tisztitdsi lehetdségeit, az akirdlis hozzatétek, a diasztereomer so
kristalyositasi idejének valamint az alkalmazott oldoszernek a hatasat a reszolvalhatésagra. Kisérleteink ered-
ményeit dsszegezve megallapithatd, hogy a pregabalin reszolvalasat kinetikus kontrol befolyasolja, és a
diszatereomer visszapotlasaval szignifikans enantiomerdusitas érheto el.

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

1. BEVEZETES

A kiralis, enantiomertiszta vegyiiletek gazdasagos elvalasztasa irant egyre nagyobb az érdeklédés mind
tudomanyos mind pedig ipari szempontbdl. A farmakologiailag hatdsos vegyuletek tébbsége kiralis, ezért a
gyogyszeriparnak a kedvezdébb terapias hatassal rendelkez6 izomert kell eléallitani a szintézisek soran keletkezo
racém vegyiiletbol. Az FDA 1992-es rendelete alapjan racém hatéanyag eldallitasa esetén az enantiomerek far-
makokinetikai és farmakodinamiés hatasat is vizsgalni kell annak érdekeében, hogy az eltéré indikaciokra, vagy
az esetleges toxikus mellékhatasokra fény deriiljon. [1] Ebbdl kifolyolag az 0j reszolvalodgensek kutatasa és a
hatékony reszolvalasi eljarasok kidolgozasa kelldképpen indokolt. A szabad allapoti aminosavak reszolvalasa
nagy kihivas a kutatok szamara. Kutatomunkank soran egy szabad allapotti y-aminosav (PGA) elvéalasztasara
kidolgozott, ismert eljaras helyett, a szokasos elvalasztasokhoz hasonlo eljaras kialakitasanak lehetségeit vizs-
galtuk. Emellett a racém mandulasav (MS) és a racém orto-klérmandulasav (2-CI-MS) kiil6nb6z6 diasztereo-
mer s6képzéses reszolvalasi madszereit kutattuk. [2],[3] Célunk volt tovabba kilénféle reszolvaldagens keve-
rékek dsszehasonlitdsa a reszolvalhatdsag javitasa erdekében.

Tanulményozva a pregabalin szabadalom szerinti reszolvalasat, gy véltik, hogy a reakcio nagy anyag-
igénye miatt célszerli lenne egy molnyi (S)-mandulasavat valamely mas aromas akiralis karbonsavval helyette-
siteni (1. 4bra). [4] A vélasztasunk a benzoesav, szalicilsav és metoxifenilecetsav rokon molekulaszerkezeti,
azonos kémiai karakter(, akiralis hozzatétekre esett.
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1. abra: Akiralis hozzatétek alkalmazasa — Pope és Peachy mddszere

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

A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy az olddszervaltas milyen mértékben befolyésolja a reszolvalhatdsa-
got. Ugyanazon akiralis hozzatétekkel dolgozva tovabb, a reakcidkat eldszor 6tszords mennyiségii izopropil-
alkohol és kétszeres mennyiségii viz elegyében, majd pedig kétszeres mennyiségli vizben végeztiik (2. dbra).

OH
NH, : :
COOH oldoszer
COOH + 0,6 mol + 0,4 mol akiralis sav 5x IPA ,
2x viz 2x viz
(S,R)-PGA (S)-(+)-MS COOH
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COOH
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szalicilsav
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OCH3 F:0,13 F: 0,56
metoxif enilecetsav

2. dabra: A racém pregabalin reszolvalasa akiralis hozzatétek alkalmazédsaval —
izopropil-alkohol viz elegyében és vizben

A benzoesav és szalicilsav alkalmazésa esetén tobbszori Gjrareszolvalas nélkil, valamint a kapott diasz-
tereomer s6 atkristalyositasa nélkil is sikerilt tiszta enantiomert elkiloniteni. Megallapitottuk, hogy az (S)-
mandulasavat 0,6 molekvivalens mennyiségben alkalmazva jobb elvélasztas érhetd el, mint félekvivalens meny-
nyiség esetén. A metoxifenilecetsav akiralis sav esetén, érdekes médon vizben magasabb enantiomertisztasag
érhet6 el, mint izopropil-alkohol viz elegyében. Az eredeti US 5637767 sz&mU szabadalomhoz képest az izopro-
pil-alkohol mennyiségét tizedére csokkentetve, a 1,5 molekvivalensnyi (S)-mandulasav helyett 0,6 molekviva-
lensnyit felhasznélva, amit 0,4 molekvivalensnyi akiralis aromés karbonsavval egészitettiink ki, lényegesen gaz-
dasagosabba tudtuk tenni a tiszta (S)-pregabalin enantiomer eldallitasat.
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2. ARESZOLVALASRA HATO KORULMENYEK

Miutan az akiralis aromas karbonsavak hozzatétként valé alkalmazasaval eredményes reszolvalasokat
értiink el, feltételeztiik, hogy kedvez0 akiralis sav lehet a sosav is (3. &bra). Emellett pArhuzamosan vizsgaltuk
a diasztereomer kristalyosodasi idejének, az olddszer mennyiségének, a pH-nak valamint az ultrahangnak a
hatasat a reszolvalas eredményére.

OH
NH, :
)\)/\/COOH + xmol ©/\COOH + (1-x) mol HCl —2%— (S-PREG)-(S-MA) + (R-PREG)-(HCl)

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

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

A diasztereomer kristalyosodasara két napot hagyva racém elegyet eredményezett a fél molekvivalensnyi
(S)-mandulasav alkalmazasa. Amennyiben a diasztereomer kristalyokat 10 perc varakozas utan szirtiik igen
szerény eredményt kaptunk, mig ha azonnal sziirtikk 6ket a diasztereomer s6bdl kapott enantiomer tisztasaga
84,4%, a termelés 94,7%-0s. A kisérleteink alapjan megallapithat6, hogy a pregabalin reszolvalasanak végered-
ményét a kinetikus kontrol befolyasolja. Ugy tapasztaltuk, hogy az ultrahang a diasztereomer s6 kivalasat segi-
tette és azt talaltuk, hogy azon reszolvalasok esetén, melyeknek a kinetikus kontrol kedvez a diasztereomer s
Osszetételét az ultrahang stabilizélja, nem engedi a termodinamikai kontrol kialakulasat. A gyorsan kicsap6do
diasztereomer so sziirésével és megbontasaval nagyon tiszta enatiomerhez juthatunk. Tovabba megallapitottuk,
hogy a reszolvélas idealis pH-ja 6.

Kinetikus kontrol vizsgalata 1. tdblazat
Kisérleti eredmények a kristalyos kivalashol
(S)-MS [mol] id6 ee? [%)] To [%] Fe
<1 perc 84,4 94,7 0,8
0.5 10 perc 84,6 22 0,19
2 nap - 64 -

4 Az enantiomerkeverék és a tiszta enantiomer azonos koriilmények kozott mért fajlagos forgatoképessé-
gének hanyadosabol szamitott érték. ® A termelést a megfelelé enantiomer teljes mennyiségére, vagyis a racém
vegyulet mennyiségének felére vonatkoztatva szdmitottam. ¢ A reszolvalhat6sag, vagy F-faktor, a termelés és
az enantiomertisztasag szorzatabdl szamithato.

3. HOLLAND RESZOLVALAS

Holland kutatdk felismerték, hogy bizonyos esetekben jobb elvalasztas érhetd el, ha a reszolvaldagensek
(f6leg rokon molekulaszerkezetil) keverékével reagaltatjuk a racém vegyiiletet, mint ha kiilon-kulon alkalmaz-
nank Oket. Sokszor ezen reszolvaloagensek onmagukban alkalmatlanok a diasztereomer s6képzésre, viszont a
szerkezetileg hasonl6 reszolvaloagensek kolcsonhatasa a diasztereomer soképzést eldsegiti, ezaltal szignifikan-
san javithato a reszolvalhatdsag. [5],[6],[7] Mindezek alapjan kiilonb6z6 Osszetételli reszolvaléagens keveré-
kekkel is megkiséreltik a pregabalin reszolvalasat. Azt is kiprébaltunk, hogy ezen aranyok véaltoztatsaval mi-
lyen eredményt érink el.

A 2. tablazatbol kitiinik, hogy az (S)-mandulasav, (S)-2-klérmandulasav 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 aranyd
keverékével 93,2%-0s enantiomertisztasagot siker(lt elérni, ebben az esetben az (R)-pregabalint valt ki a diasz-
tereomer séban.
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Pregabalin reszolvalasa kiilonbozo aranyu reszolvaloagens keverékekkel 2.tablazat

R*R** R* : R** kivalasbol anyalugbol
0,25:0,25 ee: 0,6% T: 15,7% F: 0,001 ee: 4,7% T:32,5% F: 0,02
COCH COOH
0,16:0,33 ee: 55,2% T:30,6% F: 0,17 ee: 65,6% T:15,2% F: 0,1
(S)-(+ (S)-(+)-2- CMS 0,45 : 0,05 ee: 48,7% T: 102,4% F: 0,5 ee: 27,4% T: 30,2% F: 0,09

H COOH
Q/kcoo ©\)\ 0.45:0,05 | ee:93,2% T:39,2% F: 0,37 ee: 11,9% T: 9,8% F: 0,01

(R)()3CMS (R)-(+)-2-CM$S

COOH

COOH \[ 0,45:0,05 ee: 93,2% T: 85,6% F: 0,8 ee: 20,1% T: 68,2% F: 0,14
COOH

(S)-(+)-2-CMS  (2R,3R)-(+)-BS

4. A DIASZTEREOMER VISSZAPOTLASA — OPTIMALIZALAS

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

(R,S)-PGA (R,S)-PGA
OH (S)-(+)-2-CMS (S)-(+)-2-CMS
H (2R,3R)-(+)-BS (2R,3R)~(+)-BS
[::IT\COOH
Cl
NH (S)-(+)-2-CMS . . . , . ,
_ » kivalas + anyalig —— kivalds + anyalig—> kivalas + anyalig
COOH * HO\[COOH l.generacio I.gener&cio lll.generacio
(R.S)-PGA HO" “COOH ee: 23,7% T: 26,8% F: 0,06 ee: 93,2% T: 85,6% F: 0,8

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

4. abra: A diasztereomer visszapo6tasa

A visszap6tlast kétszer ismételtilk meg, igy a kivalt diasztereomer sék megbontasa utan megkaptuk az
els6, a masodik és a harmadik generacios (S)-pregabalin kristalyokat. A harmadik generacios kristalyok az el-
s6hoz képest tobb mint hdromszor tisztabb ( ee:: 23,6%, ees: 93,2%), igy megéllapithatd, hogy ezzel a modszer-
rel szignifikans enantiomerdusitast sikerult elérniink. A reszolvalhatdsagot tobb mint tizszeresére javitottuk,
mindekdzben a termelés is haromszorosara ndvekedett. Ugy gondoljuk ez a modszer a késébbiekben akar egy
folyamatos technologia alapjat is képezheti.
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5. KONKLUZIO

Osszesitve tapasztalatainkat a pregabalin enantiomerek viselkedésének vizsgalataban megallapitottuk,
hogy a reszolvélas soran kinetikus kontrol érvényesil, a diasztereomer sokat hoszabb ideig kristalyositva az
enantiomerkeverék tisztasdga csokken. Az US 5637767 szam( szabadalom szerinti eljarast izopropil-alko-
hol:viz elegyében és vizben is sikerult hasonldan j6 eredménnyel megvalositani, illetve modositva az emlitett
eljarast 1,5 molekvivalensnyi (S)-mandulasav helyett 0,6 molekvivalensnyi (S)-mandulasav és 0,4 molekviva-
lensnyi akiralis aromas rokon molekulaszerkezetii karbonsav (benzoesav, szalicilsav, metoxifenilecetsav) al-
kalmazésa mellett tiszta enantiomert allitottunk el6. Kiilonbozé Osszetételii és aranyu reszolvaldagens keveré-
kekkel (Holland reszolvalas) is megkiséreltlik a pregabalin reszolvalasat, ezen kivil szignifikans enantiomerdu-
sitast siker(lt elérniink a diasztereomer sé visszapoétlasaval, optimalizilva a Holland reszolvélas eredményét.
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