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Zpisob stanoveni enantiomerni Cistoty 2-(4-
fluorfenyl)-beta,delta-dihydroxy-5-(1-
methylethyl)-3-fenyl-4[(fenylamino)-karbonyl}-
1H-pyrrol-1-heptanové Kyseliny a jejich soli
Anotace:

Zpisob stanoveni enantiomerni &istoty 2-(4-fluorfenyl)-B,5-
dihydroxy-5-(1-methylethyl)-3-fenyl-4-[(fenylamino)-
karbonyl]-1H-pyrrol-1-heptanové kyseliny a jejich soli vzorce
I metodou chirélni chromatografie. Stanoveni je mozno pouZit

pfi kontrole substance lé¢iva nebo v kapalnych a pevnych
Iékovych formach.
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Zpiisob stanoveni enantiomerni ¢istoty 2—(4—fluorfenyl)-B,3—dihydroxy—5—(1-methylethyl)—
3—fenyl-4—{(fenylamino)-karbonyl]-1H-pyrrol-1-heptanové kyseliny a jejich soli

5 Oblast techniky

Vynélez se tyka zplisobu stanoveni enantiomerni &istoty 2—4—fluorfenyl)-f3,8—-dihydroxy—5—(1—

methylethyl)-3—fenyl-4—[(fenylamino)—karbonyl]-1H-pyrrol-1-heptanové kyseliny a jejich soli

metodou chiralni chromatografie. Stanoveni je moZno pouZit pfi kontrole substance nebo v kapal-
10 nych a pevnych lékovych formach.

Dosavadni stav techniky

15 Slougeniny 2—(4—fluorfenyl)-B,8—dihydroxy—5—(1-methylethyl)-3—fenyl-4—[(fenylamino)karbo-
nyl]-1H—pyrrol-1-heptanové kyseliny obecného vzorce I
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20 kde M pfedstavuje atom vodiku, lithia, sodiku, drasliku, vapniku nebo hof¢iku, jsou inhibitory
HMG CoA reduktaz a byly popsany v patentu US 4 681 893, US 5273 995, US 5 273 995.

Vtéto fadé hemivapenatd sil R—(R*R*)-7-(3-fenyl-4—fenylkarbamoyl-2—(4—fluorfenyl)}—5—
isopropylpyrrol-1-yl]-3,5-dihydroxyheptanové kyseliny Je antihypercholesterolemikum znémé
25 pod nazvem atorvastatin kalcium.

Postup pfipravy krystalickych forem této latky je zvefejnén v patentech, napt. US 5 96 9156, US
6 121 461. Pro hemivapenatou sil atorvastatinu pouzivanou jako substance é&iva n&ktefi vyrobci
deklaruji specifickou optickou otalivost vrozmezi —6,5 az 8,8 °(pro stanoveni 1% roztoku

30 vdimethylsulfoxidu, 25 °C). Pro chiréalni &istotu se uvadi piitomnost (—) enantiomeru stanovena
jako odpovidajici lakton.

Pro stanoveni chirdlni Sistoty se pouzivaji napf. chiralni spektroskopické metody, jsou viak limi-
tované pfi multikomponentnim stanoveni anebo vyzaduji opakovanou piipravu vzorkd. GC

35 analyzy enantiomernich sloucenin jsou rutinn& vyuzivany, nutné derivatizaéni reagenty modifi-
kuji specifické funkéni skupiny a produkuji diastereomery, pouziti derivatizaénych reagens
s vysokou enantiomerni Cistotou je tedy prakticky nevyhnutelné.

Tyto i dalsi separa¢ni techniky jako kapilarni elektroforesa jsou piehledné uvedeny v: Chiral
40 Chromatography, T. E. Beesley, R., P. W. Scott, Wiley, N.Y., 2002.




I5

20

25

30

35

40

CZ 299175 B6

Nejsou vSak popsany prace zabyvajici se enantiomerni &istotou atorvastatinu nebo latek ze
skupiny statini metodou chirdlni chromatografie. Nejsou publikovany ani prace popisujici
separaci enantiomeru atorvastatinu metodou chiralni chromatografie.

Nyni bylo zjisténo, Ze enantiomerni ¢istotu (hmotnostni %) 2—(4—fluorfenyl)-B,6—dihydroxy—5—
(1-methylethyl)-3—fenyl-4—{(fenylamino)—karbonyl]-1 H-pyrrol-1-heptanové kyseliny a jejich
soli Ize stanovit postupem podle vynélezu na zédklad€ separace jednotlivych enantiomerd meto-
dou vysoce u¢inné kapalinové chromatografie v chiralnim prostiedi.

Vyndlez se tedy tyka zpiisobu stanoveni enantiomerni &istoty 2—(4—fluorfenyl)-B,5—dihydroxy—

5—(1-methylethyl)-3~fenyl-4—[(fenylamino)-karbonyl]-1H-pyrrol-1-heptanové  kyseliny a
jejich soli metodou chiralni chromatografie.

Podstata vynélezu

Podstatou vynalezu je zpiisob stanoveni enantiomemi &istoty 2—(4—fluorfenyl)-B,5—dihydroxy—5—
(1-methylethyl-3—fenyl-4—[(fenylamino)-karbonyl}-1H—pyrrol-1-heptanové kyseliny a jejich
soli obecného vzorce I,

COOM
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N
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kde M ptedstavuje atom vodiku, lithia, sodiku, drasliku, vapniku nebo ho¥&iku, spocivajici v tom,
Ze se k 2—(4—fluorfenyl)—B,S—dihydroxy—S—(l—methylethyl)—3—feny]—4—[(feny]amino)karbonyl]—
1H-pyrrol-1-heptanové kyseling vzorce I, kde M predstavuje atom lithia, drasliku, sodiku, vap-
niku nebo hot¢iku, ve vodé a/nebo organickém rozpoustédle vybraném ze skupiny dipolarnich
aprotickych nebo polarnich rozpoustédel pfida organick4 kyselina s hodnotou pK <4,7 nebo
kyselina sirova, kyselina chlorovodikova, kyselina chloristé, kyselina fosfore¢na a jeji soli v mo-
larnim poméru 0,9 az 10 mol na jeden mol sloueniny vzorce I, pfipadn& vznikla sraZenina se
oddéli, a uvolnéna kyselina vzorce I, kde M predstavuje atom vodiku, se davkuje do chromato-
grafické chiralni kolony a po detekci se na zékladé poméru ploch pikii jednotlivych enantiomeri
na chromatogramu ur¢i enantiomerni ¢istota.

Rozpoustédla pro ptipravu roztoku jsou vybrana ze skupiny rozpoustédel jako voda, methanol,
ethanol, acetonitril, dioxan, tetrahydrofuran, dimethylformarnid nebo jejich smési. S vyhodou se
pouZiji rozpoustédla aplikovana pfi chromatografii jako mobilni faze. Tato reakce se uskuteciiuje
pfi teplotidch od 15 °C do teploty 35 °C, s vyhodou pti laboratorni teploté, a reakéni doba se
pohybuje od 1 hodiny do 5 hodin.

Z divodu sterickych problému p¥i enantiomernich interakcich se stacionarni fazi, zvIasté u rela-
tivné velkych rozméri molekuly soli (naptiklad u vépenaté nebo hofe¢naté soli), se pred separaci
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enantiomerd uvolni odpovidajici kyselina. Jako kyseliny s pK < 4,7 se pouziji organické kyseliny
jako naptiklad kyselina mravenci, kyselina octova, kyselina benzensulfonova, kyselina chlor-
octova, kyselina trichloroctova, kyselina $tavelova, kyselina citronova, kyselina vinna apod. Je
moZno pouZit roztoky anorganickych kyselin jako kyseliny sirové, kyseliny chlorovodikové,
5 kyseliny chloristé, kyseliny fosfore¢né nebo jeji soli, jako napiiklad dihydrogenfosforetnan
sodny nebo draselny. Kyseliny se pfidavaji pfimo do roztoku vzorku latky I nebo rozpustény
v rozpoustédle pouzitém na pripravu roztoku vzorku latky I v 0,9 az 10 nasobku ekvimolarniho
mnoZstvi na jeden mol slou¢eniny vzorce 1. PouZiti vétsiho mnoZstvi kyseliny ma vliv na stabilitu
a vede ke vzniku nezddoucich produkti. Bylo vsak zjisténo, Ze za pouzitych podminek v pribghu
10 reakce mezi organickou kyselinou s pK < 4,7 nebo ziedénou kyselinou sirovou, kyselinou chloro-
vodikovou, kyselinou chloristou, kyselinou fosfore¢nou nebo s vyhodou jeji soli a 2—(4—fluor-
fenyl)-B,6-dihydroxy—5—(1-methylethyl-3—fenyl-4—[(fenylamino)karbonyl]-1 H-pyrrol-1-
heptanovou Kyselinou nedochazi k racemizaci. ProtoZe jednotlivé enantiomery maji stejnou
odezvu spektrofotometrického detektoru nebo jiného detektoru, je mozno z poméru ploch urdit
15 zastoupeni i v pfipadé nekvantitativniho priib&hu reakce pfi definované dobé reakce.

Jako stacionarni faze pro separaci enantiomerd se pouZiji specialni chemicky modifikované
chiralni stacionarni faze, napt. derivaty celulozy, amylosy, bilkovin (peptidy), cyklodextriny,
makrocyklicka antibiotika, faze Pirklova typu, polysiloxany, chiralné substituované polymery —

20 polymetakrylaty s helickou strukturou, proteiny — immobilizovany albumin, a—glykoproteiny
(AGP), ovomukoid OVM, avidin nebo n&které synteticky pripravené faze, jako napi. Whelk 01,
makrocyklické étery, kovové komplexy, napf. komplex Cu s aminokyselinami, immobilizovany
L-prolin, L-valin, D-kyselina vinna apod. Zvlast¢ vyhodna je stacionarni faze TEICOPLANIN
TAG, ktera ma charakter slabého amfoterniho ionexu, coZ je mozno vyuzit pro separaci volnych

25 kyselin. Je zfejmé, Ze je mozné pouzit i jiné kolony s uvedenymi vlastnostmi. Vétsina separaci se
provadi pii pokojové teploté, ale teplota kolony miize byt upravena pro dosazeni vy$si G&innosti.
Bé&hem analyzy v3ak musi byt udrzovana konstantni teplota mobilni faze a kolony.

Na zakladé chromatografickych ziznami, jako bylo dokumentovano DV spektry jednotlivych
30 pikii enantiomeru, se dosahlo separace enantiomert s hodnotou rozliseni Rjj=2,1. Poradi eluce
Jednotlivych enantiomert je mozno zjistit napt. nadavko vanim &istého enantiomeru.

Vyhodnych separaénich podminek se dosdhne pii pouziti chiralni kolony typu slabého amfo-
terniho ionexu, napf. TEICOPLANIN TAG, permethylovany TEICOPLANIN, TEICOPLANIN,

35 RISTOCETIN, VANCOMYCIN smobilni fazi methanol, methanol - voda, acetonitril,
acetonitril — voda, ethanol, ethanol — voda.

Vyhodné je provést separaci s pfidavkem tlumivého roztoku k mobilni fazi, jako napftiklad
kyselina octova — diethylamin, kyselina propionova — diethylamin, kyselina mraven¢i —diethyl-

40 amin, je moZno pouZit i jiné aminy jako napf. triethylamin nebo amoniak a jeho soli. Pfi pouZziti
svrchu uvedenych mobilnich fazi nedochazi k nezddouci kvalitativni zméné separovanych
enantiomerll v pribéhu chromatografického procesu (tvar piku zistaval symetricky a repro-
dukovatelny). Vzdjemnym porovnanim ploch pikii jednotlivych enantiomerd z chromatogra-
fického zaznamu se uri enantiomerni &istota. Je zfejmé, Ze je moZno vypocitat obsah za pomoci

45 kalibracnich kfivek ziskanych s kalibra¢nimi standardy jednotlivych enantiomerti. Jako detektor
mozno pouZzit detekei spektrofotometrem s diodovym polem, ale i jiny detektor.

Predkladany vynélez poskytuje spolehlivy zpiisob stanoveni enantiomerni Cistoty 2—(4—fluor-
fenyl)-3,6—dihydroxy—5—(1 —methylethyl)-3—fenyl-4—[(fenylamino)-karbonyl]-1 H-pyrrol-1—

50 heptanové kyseliny a jejich soli metodou chiralni chromatografie. Vynalez je ilustrovan
v nasledujicich pfikladech provedeni bez toho, aby se na n& omezoval.
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Priklady provedeni vynélezu

Priklad 1

Ur€eni enantiomerni Cistoty hemivépenaté soli [R—(R*R*)-2—(4—fluorfenyl)-B,5—dihydroxy—5—
(1-methylethyl)-3-fenyl-4-[(fenylamino)-karbonyl}-1 H-pyrrol-1-heptanové kyseliny

PouZila se chirdlni chromatografick kolona CHIROBIOTIC TAG (2S0 mm x 4,6 mm x 5 pm).
SloZeni mobilni faze: methanol/kyselina octova/diethylamin v poméru 100/ 0,1/ 0,05 (v/v/v/).

Do chromatografické kolony se davkovaly methanolické roztoky enantiomerd s koncentraci
0,5 mg/ml a s ekvimoldrnim pfidavkem kyseliny $tavelové. Pritok mobilni faze 0,5 ml/min.
Mefeni se provadéla pfi teploté 20 °C s pouzitim termostatu kolon LCT 5100.

Na zakladé poméru ploch jednotlivych enantiomerd se zjistila enantiomerni &istota.

1 hod po ptidani 2 hod po ptidani 5 hod po ptidani
kyseliny §tavelové kyseliny stavelové kyseliny $tavelové
98,5+ 1,8 98,8 +2,0 98,3+2,0

Ptiklad 2

Uréeni enantiomerniho sloZeni u vzorku raceméatu hemivapenaté soli 2—4—fluorfenyl)—,5—
dihydroxy—5—(1-methylethyl)-3—fenyl-4—[(fenylamino)—karbonyl]-1H-pyrrol-1-heptanové
kyseliny

Pouzily se stejné podminky jako v piikladu 1. Na zakladé poméru ploch jednotlivych enantiome-
rii se zjistilo percentudlni zastoupeni ve vzorku.

Vzorek racematu 1

1 hod po piidani 2 hod po ptidani 5 hod po ptidani
kyseliny $tavelové kyseliny $tavelové kyseliny stavelové
44,7+3:553+3 46,7+3:533+3 494+ 1,5:50,6+1,0

Vzorek racematu 2

1 hod po pFidani 2 hod po pfidani 5 hod po ptidani
kyseliny §tavelové kyseliny $tavelové kyseliny stavelové
42,6 +£3:573+3 46,1 £2,5:53,9+3 482+ 1,7:51,8+ 1,5
Ptiklad 3

UrCeni enantiomerni ¢istoty sodné soli [R+(R*R*)-2—~(4—fluorfenyl)—3,5-dihydroxy—5—(1-
methylethyl)-3-fenyl-4—[(fenylamino)-karbonyl]-1H—pyrrol-1 —heptanové kyseliny

Byly pouzity stejné podminky jako v pfikladu 1 s tim, Ze se pouzil ekvimolarni ptidavek 0,01 N
roztoku kyseliny chloristé. Na zakladé poméru ploch Jednotlivych enantiomerd se zjistilo
percentualni zastoupeni ve vzorku 98,3 £ 2,0 %.
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Priklad 4

Urceni enantiomerni Cistoty hemivapenaté soli [R—(R*,R*)-2—(4—fluorfenyl)-B,5—dihydroxy—5—
(1-methylethyl)-3—fenyl-4-[(fenylamino)-karbonyl]-1H-pyrrol-1-heptanové kyseliny

Byla pouzita chirdlni chromatografickd kolona CHIROBIOTIC TAG (250 mm x 4,6 mmx 5 um).
SloZeni mobilni faze: methanol/voda/kyselina octova/diethylamin v poméru 98/2/0,1/0,05 (vAV/VIV).

Do chromatografické kolony se davkoval methanolicky roztok vzorkd s koncentraci 0,5 mg/ml
10 s 10 nasobnym molarnim ptidavkem kyseliny §t'avelové. Priitok mobilni faze 0,5 ml/min. Mé&ieni

se provadeéla pii teploté 20 °C s pouzitim termostatu kolon LCT 5100.

Na zékladé poméru ploch jednotlivych enantiomert se zjistila enantiomerni &istota.

1 hod po piidani 2 hod po ptidani 5 hod po pfidani
15 kyseliny $t'avelové kyseliny $tavelové kyseliny $tavelové

98,5+ 1,8 98,8 +2,0 98,3+2,0

Priklad 5

20
Ur&eni enantiomerni ¢istoty hemivapenaté soli [R—(R*,R*)]-2—(4—fluorfenyl)—B,5—dihydroxy—5—
(1-methylethyl)-3—fenyl-4—[(fenylamino)-karbonyl]-1 H-pyrrol-1-heptanové kyseliny

Byla pouzita chiralni chromatografickd kolona CHIROBIOTIC TAG (2S0 mmx4,6 mmx 5 pm).
25 Slozeni mobilni faze: methanol/kyselina octova/diethylamin v poméru 100/0,1/0,05 (v/v/v/).

Do chromatografické kolony se davkovaly methanolické roztoky (20 pl) vzorkd enantiomerti

s koncentraci 0,5 mg/ml s 10 nasobnym molarnim ptidavkem kyseliny $tavelové. Pritok mobilni

faze 0,5 ml/min. Méfeni se provadéla pii teploté 20 °C s pouzitim termostatu kolon LCT 5100,
30 pfi pouZiti detektoru v ultrafialovém svétle pti 220 az 400 nm.

Za téchto podminek je retenéni doba pravotodivého enantiomeru Id 6,8 minut a retenéni doba
levotocivého enantiomeru Il je 7,6 minut.

35 Pfesnost stanoveni optické &istoty obou enantiomerd byla stanovena pro oba pfipravené enantio-
mery jako takové a také pro smés se stoupajicim mnoZstvim jednoho enantiomeru. Stanovila se
2 % hmotnostni levoto¢ivého enantiomeru ve vzorku pravotogivého enantiomeru.

40  Priklad 6

Urceni enantiomerni ¢istoty hemivapenaté soli [R—(R*,R*)]-2—(4—fluorfenyl)—3,6—dihydroxy—5—
(I-methylethyl)-3~fenyl-4—[(fenylamino)~karbonyl]-1H-pyrrol-1—heptanové kyseliny

45 Byla pouzita chiralni chromatografickd kolona CHIROBIOTIC TAG (250 mm x 4,6 mmx 5 um).
SloZeni mobilni faze: tetrahydrofuran/octan amonny (0,01 mol/I, voda) pomér 99.95/0,05 (v/v).

Do 10,0 ml odmérné baiiky se odpipetuje 2 ml roztoku atorvastatinu Ca (c=1,0 mg/ml, THF) a
piida se 200 pl zfedéné HCI (1:100 v tetrahydrofuranu). Pritok mobilni faze 0,5 ml/min. Méfeni

50 se provadi po 2 hodinéch, pfi teploté 20° C s pouZitim termostatu kolon LCT 5100, pfi pouziti
detektoru v ultrafialovém svétle pfi 220 az 400 nm. Na zikladé poméru ploch jednotlivych
enantiomeri se zjistila enantiomerni istota 98,5 %.




Cz 299175 Bé6

Ptiklad 7

UrCeni enantiomerni Cistoty hemivapenaté soli [R—(R*,R*)]-2—(4—fluorfenyl)-B,8—dihydroxy—5—
(I-methylethyl)-3—fenyl—4—[(fenylamino)—karbonyl]-1 H-pyrrol-1-heptanové kyseliny

Byla pouzita chirdlni chromatograficka kolona CHIROBIOTIC TAG (250 mm x 4,6 mm x 5 um).
Pouzily se stejné podminky jako v pfikladu 6 s tim, Ze se jako rozpoustédlo pouzil methanol a
octan amonny (0,01 mol/l, methanol) jako tlumivy roztok. Do 10,0 ml odmé&rné batiky se
odpipetuje 2 ml roztoku atorvastatinu Ca (c=1,0 mg/ml, metanol), pfida se 200 pl ziedéné HCI

10 (1:100 v methanolu), detekce 248 nm. Na zakladé poméru ploch jednotlivych enantiomert se
zjistila enantiomerni &istota 99,7 %.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob stanoveni enantiomerni Sistoty 2—(4—fluorfenyl)—3,5—dihydroxy—5—(1-methylethyl—
20 3-fenyl-4-{(fenylamino)-karbonyl]-1H-pyrrol-1-heptanové kyseliny a jejich soli obecného

vzorce |
COOM
wOH

HOgy,,
N

wave
G

kde M predstavuje atom vodiku, lithia, sodiku, drasliku, vapniku nebo hof&iku, v yznacuji-
25 c¢i se tim, Ze se k 2—(4-fluorfenyl)-B3,6—dihydroxy—5—(1-methylethyl)}-3—fenyl-4—[(fenyl-
amino)karbonyl]-1H-pyrrol-1-heptanové kyseling vzorce I, kde M predstavuje atom lithia,
drasliku, sodiku, vépniku nebo hoi¢iku, ve vodé€ a/nebo organickém rozpoustsdle vybraném ze
skupiny dipolarnich aprotickych nebo polarnich rozpoustédel ptida organicka kyselina s hodno-
tou pK <47 nebo kyselina sirova, kyselina chlorovodikovd, kyselina chlorista, kyselina
30 fosfore¢na nebo jeji soli v molarnim poméru 0,9 az 10 mol na jeden mol slouceniny vzorce I,
pfipadné vznikla sraZenina se oddéli, a uvolnéna kyselina vzorce I, kde M predstavuje atom
vodiku, se davkuje do chromatografické chiralni kolony se stacionarni fazi typu makrocyklického
antibiotika nebo cyklodextrinového typu a po detekci se na zékladé poméru ploch piku
Jjednotlivych enantiomerti na chromatogramu uréi enantiomerni &istota.
35
2. Zpisob podle naroku 1, vyznacdujici se tim, Ze M predstavuje atom véapniku.

3. Zpisob podle niroku 1 nebo 2, vyznaéujici se tim, Ze se jako anorganicka
kyselina pouzije kyselina chlorovodikova.
40




CZ 299175 Bé6

4. Zpisob podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici se tim, Ze se jako organicka kyselina
pouZije kyselina §tavelova.

S. Zpisob podle narokii 1 az4, vyznadujici se tim, Ze se jako mobilni fize pouZije
5 methanol — voda nebo methanol.

6. Zpisob podle narokd 1 az 5, vyznadujici se tim, Ze kdetekci se pouzije
spektrofotometr s diodovym polem v oblasti 190 nm az 450 nm.

10 7. Zpisob podle narokli 1 az 6, vyznacdujici se tim, Ze se mobilni fize upravi
piidavkem amoniaku nebo jeho soli.

Konec dokumentu
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