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Pojem polymorfie resp. polymorfismus (z feckého: polys = mnohy, morf = tvar) pouzil
poprvé, v krystalografické souvislosti, Mitscherlich [1] v roce 1822. VSiml si, Ze u
nékterych arseni¢nanli a fosfore€nanii miZze jedna sloucenina, ur¢itého chemického
slozeni, vykrystalovat ve vice krystalovych formach. O 10 let pozdé&ji byla polymorfie
pozorovana u prvni organické slouceniny — benzamidu [2]. Pivodné byla polymorfie
chapana jako krystalograficka mnohotvarost jedné slouceniny. Dnes vime, Ze krystalovy
habitus je projevem symetrie vnitini struktury (i kdyz tento vztah neni jednoduchy) a
proto polymorfii definujeme jako moznost ur¢it¢ molekuly, resp. vzorcové jednotky
krystalovat ve vice krystalovych strukturach neboli polymorfech. Pokud jsou do
struktury zabudovéany i molekuly solventu (nejcastéji vody), hovofime o solvatech
(hydratech) nebo jsou pro tyto formy pouzivany i jiné pojmy - solvatomorfy, resp.
pseudopolymorty. I solvaty v§ak mohou byt polymortni.

Je rozdil mezi relativné jednoduchymi polymorfnimi (modifikaénimi) pfeménami v
anorganickych systémech a komplikovanymi transformacemi v organickych soustavach.
Modifikaéni ptechody, napf. v jednoduchych anorganickych binarnich slou¢eninach
(oxidech, halogenidech, chalkogenidech), jsou vyvoldny zménou teploty nebo tlaku a
jsou dokonale reverzibilni. Anorganické slouceniny vytvaii vétSinou jen nékolik
modifikaci, zatimco pocet organickych polymorfii a solvatl od urcité molekuly neziidka
pfesahuje 10. Polymorfni ptfechody jsou zde casto hysterezni, Spatné¢ definované a
probihaji pfes kapalnou fazi (,,solvent-mediated”). Pravé o organickych molekulach
McCrone [3] v roce 1963 provokativné prohlasil, Ze ,,... kazdd molekula je potencialné
polymorfni, pocet jejich polymorfi zavisi pouze na mnozstvi penéz, Casu a energie,
investovanych do jejiho vyzkumu®. Zda se, ze toto tvrzeni plati dokonale, pocty nove
popsanych polymorfil a solvatomorfi rostou umérné tomu, jak je studovanid molekula
v centru pozornosti. S polymorfii a polymorfnimi pfeménami se setkavame u rady latek
(1é¢iva, keramika, barviva, pigmenty, vybusniny, palivova aditiva, katalyzatory, sladidla
aj. — viz Tab.l) a tyto jevy musime respektovat, protoZze polymorfy se 1li§i v mnoha
chemickych, fyzikalnich a biologickych vlastnostech. Na druhé strané vSak, u tak
dlouho znadmych sloucenin, jakymi jsou naftalen a sacharosa, polymorfie pozorovana
dosud nebyla. Rozumné vysvétleni zde chybi.

V poslednich, zhruba 10 letech vyznam polymorfie vzrostl predev§im ve farmacii, ktery
jesté akceleroval po prvnim velkém patentovém sporu firem Glaxo a Novopharm o
substanci - ranitidin hydrochlorid, v roce 1995. Farmaceuticky aktivni substance (API -

Active Pharmaceutical Ingredience) jsou Casto polymorfni. Jsou to, v drtivé vétSing,
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organické molekuly véazané v krystalové struktufe slabymi interakcemi, predevsim
vodikovymi vazbami, coulombickymi silami, van der Waalsovymi silami (VdW) a =-

1t interakcemi.

Tabulka I. Priklady polymorfie a solvatomorfie

Latka Poly(Solvato)morfy: nazvy, symetrie nebo pocet Aplikace
Uhli¢itan vapenaty kalcit,aragonit,vaterit plnivo do plasti
Oxid zirkonicity monoklinicky, tetragonalni, kubicky keramika
Oxid titanicCity rutil, anatas, brookit pigment,katalyzator
Dusi¢nan amonny 5 vybus$nina, hnojivo
Chlorid titanity 4 katalyzator
Tetraethylplumbum 6 palivové aditivum
Sorbitol 2 sladidlo
Aspirin 4 1é¢ivo
Atorvastatin pres 25 pevnych forem 1é¢ivo
Sulfathiazol okolo 120 pevnych forem 1é¢ivo

Rozeznavame dva zakladni typy polymorfie: pakovaci a konformacni. Pakovaci
polymorfie znamend, ze molekula je rigidni a polymorfy se lisi pouze jejim pakovanim
v krystalové strukture. Konformacni polymorfie vznikd tehdy, kdyz je molekula
flexibilni a tvofi konformery, které odlisné krystaluji. V praxi se setkdvame jak s Cistou
pakovaci nebo konformac¢ni polymorfii, tak se smiSenymi typy (obr.1,2).

Ackoliv je biologicky uc¢inek aktivni substance vyvolan interakci molekuly IéCiva
s cilovym receptorem (farmakodynamika), je velmi dulezité v jaké pevné formé je
aktivni substance pacientovi poddvana (farmakokinetika). To znamend, ze ve farmacii
zalezi nejenom na molekulové, ale i krystalové struktufe aktivni substance, z které
vyplyvaji jeji vlastnosti.

Problémy spojené s polymorfii a solvatomorfii aktivnich substanci jsou v centru
pozornosti vyrobcu 1é¢iv. Ve farmaceutické vyrobni praxi je zvykem hovofit o pevnych
formach, piip. fazich. Tim jsou minény nejen krystalické polymorfy, ale 1 amorfni
formy (amorfaty) a také r0zné krystalické hydraty nebo solvaty. Snahou etické
farmaceutické firmy (originalniho vyrobce), kterd vyvinula urcitou aktivni substanci, je

patentové ochranit vSechny jeji mozné formy. S tim souvisi také validace vhodné



Obr. 1. Molekula sulfapyridinu a jeji dva pakovaci polymorfy (z celkovych 6
popsanych)

Obr.2. Dva rotamery L-glutamové kyseliny a odpovidajici konformacni polymorfy

analytické metodiky, kterd je schopna vSechny pevné formy studované molekuly
jednoznaéné charakterizovat, rozliSit a stanovit. To je nutné nejenom pro stanoveni
tazové (polymorfni, solvatomorfni) Cistoty zvolené formy pii vyrobé, ale také pfi
patentovych sporech etickych a generickych firem (dalSich vyrobcil). Generické firmy
jsou viici originalnimu vyrobci v pozici, kdy pied vyprSenim patentové ochrany hledaji

jiny polymorf (solvatomorf), ktery musi byt bioekvivalentni s originalem.

2. Polymorfie ve farmacii - soucasny stav problematiky



V souvislosti s existenci polymorfie a jejim nutnym respektovanim musi kazdy

farmaceuticky vyrobce fesit nasledujici otazky:

Jaka je frekvence vyskytu polymorfii (solvatomorfli) u urcité, farmaceuticky
zajimavé, molekuly?

Lze polymorfii teoreticky predpovédét?

Jak pfipravit zvoleny polymorf dostatecné¢ masivni, kontrolovanou a
reprodukovatelnou technologii?

Jaké jsou podobnosti a rozdily ve vlastnostech jednotlivych polymorfii od urcité
molekuly? Neohrozi zaména polymorfu zdravi pacienta?

Jaké, dostatecné citlivé a validované analytické techniky se hodi k identifikaci,

rozliSeni a stanoveni polymorfi?

Odpovédi na tyto otazky jsou nasledujici:

Jak uvedla ve své prezentaci Tomkova [4], vysledky ze 150 ,,screeningovych® studii
ukazaly, ze 87 % aktivnich substanci se vyskytuje ve vice nez jedné formé (51 %
existuje ve vice nez jednom polymorfu, 39 % se vyskytuje 1 v amorfni formé, 37 %
tvori hydraty a 31 % solvaty). To znamena, ze polymorfie (solvatomorfie) je Castym
jevem u pevnych farmaceutik a kazdy farmaceuticky vyrobce musi provadét
prubézny ,screening a reSerSi na polymorfii (solvatomorfii) svych aktivnich

substanci.

V soucasné dob¢ neni mozna vycerpavajici predikce polymorfie opiend o teoretické
studie. Pfi vypoctu krystalového pakovani molekul nelze zahrnout piesny popis
periodického potencidlu a jsou problémy s vypoctem entropického €lenu. Chyby pti
vypoctech energii jednotlivych polymorfii Casto presahuji energetické rozdily mezi
nimi. V nékterych pfipadech je moZzna pouze dil¢i predikce, kterd uvazuje pouze
polymorfii a ne celou Skalu krystalizace moznych solvati. Piikladem dil¢iho
uspéchu je predpovéd existence tfetiho polymorfu paracetamolu a jeho nasledné
experimentalni potvrzeni [5]. Problém polymorfie a jeji neobhajitelné predikce
v patentovych sporech farmaceutickych firem rozebral ve své prezentaci Lee [6].

O tom, jaky polymorf vykrystalizuje se rozhoduje v prenuklea¢nim stadiu, tedy u
molekularnich  klastri  (agregatll), na zékladé kompetice kinetickych a

termodynamickych faktord. Téchto faktorii je celd fada a jejich dodrzeni vyzaduje
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pfisnou technologickou kazeil pfi vyrobé. VétSinou se zvoleny polymorf dafi
reprodukovatelné a robustné¢ vyrabét i kdyz jsou znamé piipady, kdy z ne zcela
ziejmych divodli vykrystaluje v nékteré Sarzi polymorf jiny. Nezvladnuti této
situace muze vést az k zastaveni vyroby a pfechodu na kapalnou formu. Ptfikladem
je ritonavir (inhibitor HIV-proteasy), 1ékova forma Norvir®, vyrabény firmou Abbott

Laboratories [7].

Polymorfy a solvatomorfy jedné aktivni substance se 1iSi svoji krystalovou
strukturou, kterd determinuje jejich vlastnosti, které jsou tudiz obecné rozdilné.
profil). Pravé velké rozdily v rozpustnosti a rozpoustéci rychlosti polymorfii mohou
byt pfi¢inou velkych rozdili v jejich distribuci v organismu. Ackoliv zatim neni
znamo, Ze by podcenéni, resp. zanedbani rozdilnych vlastnosti polymorfl zptisobilo

N1

nestésti podobné ,,conterganové afére™ v 50.letech 20. stoleti (plodové malformace
zpiisobené zaménou enantiomeru), musi farmaceutické firmy splnit dokumentacni
kritéria statnich autorit pro schvalovani a kontrolu 1é¢iv (napi. SUKL, FDA), aby
nedostaly se do patentovych kolizi a uspély v licenénim fizeni pii prodeji svych

produktt.

Analytické techniky krozliSeni a stanoveni polymorfi jsou dany ptislusnymi
smérnicemi statnich autorit. Podle uznavané smérnice FDA ICH Q6A-decision trees

[8] k nim patii:

RTG praskova (fazova) analyza

Spektroskopie pevného stavu (NMR, IC, Ramanova)
Termadlni analyza (TGA, DSC, mikrokalorimetrie)
Mikroskopie (opticka, termooptickd, SEM, AFM)
Mikrometrie (granulometrie, povrch Castic, porozita, hustota)
Stanoveni rozpustnosti a rozpoustéci rychlosti

Sorpce/desorpce vlhkosti

Samoziejmé, je uznavana i RTG strukturni analyza z monokrystalu, ov§em primarnim

produktem farmaceutické vyroby je polykrystalicky prasek o zrnitosti 10-50 pm, ktery je

vstupnim materidlem pro ostatni uvedené techniky. K rutinni RTG strukturni analyze



vSak potfebujeme monokrystal o velikosti fddové 0,lmm (vyjimecné 0,01lmm).
Vypéstovani monokrystalu od urc¢itého polymorfu mize byt nékdy problém.
Celkovy ptehled etap feSeni problémi spojenych s polymorfii ve farmaceutickém

priamyslu je uveden v Tab. II.

Tabulka II. Etapy vyvoje vhodného polymorfu ve farmaceutickém prumyslu

Faze vyvoje Cile

Casna 1. Sklon k tvorbé riznych krystalovych forem u dané substance
2. Vyhledani stabilnich forem
3. Vyhledani stabilnich hydrati

Vytvoteni celkového 1. Popis nejstabilnéjsi formy

prehledu 2. Popis nejstabilngjsiho hydratu
3. Komplexni popis ostatnich forem

Cilena Ptiprava vybrané formy v technologickém méfitku s dodrzenim
podminek spravné vyrobni praxe

Komplexni feseni 1. Detailni popis nejstabilnéjsi formy z riznych aspekti

2. Posouzeni vhodnosti a vyhodnosti pro 1ékovou formu
3. Vyhledavani patentové nechranénych forem
4

Patentova ochrana vSech forem

3. Proc tato dizertace vznikla a jeji cile

Muj zéjem o fenomén polymorfismu iniciovala firma Galena (potom Ivax CZ a dnes
Ivax Pharmaceuticals), kterd byla nucena tento problém feSit v souvislosti se svym
produktem terguridem pfti jeho prodeji do zahranici v roce 1989. Vzhledem k tomu, ze
naSe pracoviste jiz tehdy disponovalo relevantni RTG difrakéni analytickou technikou a
kvalifikaci ziskanou feSenim fazovych a strukturnich problémt anorganickych i
organickych sloudenin na VSCHT Praha, PiF UK Praha a jinde, byla uzaviena
vzajemné prospéSnd spoluprace, kterd trva dodnes. Nase zkuSenosti ziskané pfi studiu
polymorfie vyuzily pozdéji i1 dalsi farmaceutické¢ firmy, pfedevS§im LécCiva (dnes
Zentiva).

Dosazené vysledky maji bezprostiedni prakticky vyznam a jsou cileny na vyfeSeni
urcitého dilciho problému pii vyvoji generika. I kdyZ je tfeba pochopitelné respektovat
urCity a doCasny stupeni utajeni pii prezentaci vysledkd, lze studovanou problematiku

rozvijet nekonfliktnim akademickym smérem, takze polymorfismus a solvatomorfismus
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farmaceuticky zajimavych sloucenin byl a je ndmétem né€kolika naSich grantovych
projekti, fady diplomovych a doktorskych praci a védeckych sdéleni na konferencich a
v odborném tisku. Na jedné stran€ je v zajmu farmaceutickych firem, aby pozornost
vénovana jejich produktim meéla odpovidajici védeckou prestiz a na stran¢ druhé
akademicka pracovisté tak ziskévaji zajimavou a prakticky realizovatelnou tématiku

vyzkumu.

4. Prispévek Ustavu chemie pevnych litek na VSCHT v Praze k feSeni problému

polymorfie

Polymorfismus farmaceutickych substanci je slozity problém a jeho komplexni feSeni
vyZaduje nasazeni znacné vyzkumné kapacity. Napif. na feSeni polymorfie, jiz
zminéného, ritonaviru nasadila firma Abbott Laboratories celkem 600 lidi, po dobu
zhruba jednoho roku a pfesto nedospéla kjasnému vysledku. Mensi pracoviste,
zabyvajici se problematikou polymorfie, se spisSe zamétuji na feSeni dil¢ich problémti.
Muj piispévek a piispévek mych spolupracovniki na Ustavu chemie pevnych latek
VSCHT Praha k problematice polymorfie je také diléi a spo¢iva predeviim
v monitorovani polymorfie vybranych substanci metodou RTG fazové a strukturni
analyzy a v rozvoji této metodiky pro farmaceutické firmy ptisobici v CR (nové: feseni
krystalovych struktur substanci z RTG praskovych dat). Vysledky naSich studii jsou
aplikovany pro sledovani molekularniho pakovani polymorfd, déale pro vyzkum
flexibility/rigidity biologicky aktivnich molekul, v modelovani kavit v krystalovych
strukturach substanci a ve studiu jejich zaplnéni molekulami solvent, ve vyvoji
specializovaného krystalografického software, v modelovani interakci nékterych
substanci s receptory, ve vybranych krystalizacich a v mikroskopickych pozorovanich.

Béhem 15 let vyzkumu polymorfie byly v nasi RTG laboratofi studovany tyto skupiny

biologicky aktivnich substanci:

= Namelové alkaloidy (tergurid, lisurid, cabergolin, metergolin, nicergolin, pergolid,
bromokryptin, ergotamin, dihydroergotamin, hydroxyergotamin,
deoxodihydroergotamin, ergometrin, ergocristin, dihydroergocristin, ergocristam,
dihydroergocristam,  ergokryptin,  dihydroergokryptin,  hydroxyergokryptin,
ergokryptinin, ergocornin, dihydroergocornin, ergotoxin, dihydroergotoxin, erginin,
hydroxyerginin, ergogalin, ergoladinin)

= Imunosupresiva (cyklosporiny A, E, H,V, dihydrocyklosporin A, acetylcyklosporin
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A, acetylbromcyklosporin A, mykofenolat mofetil, mykofenolova kyselina, FK-506
(tacrolimus))

* Morfinany a jejich intermediaty (buprenorfin, butorfanol, dehydrobutorfanol,
cykloamin, dehydrocykloamin, diol, triol, naloxon, naltrexon)

= Statiny (simvastatin, atorvastatin)

* Flavanolignany (silymarin, silybinin)

= DalSi aktivni substance (ranitidin hydrochlorid, taxol, flobufen, alprazolam,
meloxicam, terazosin, praezosin, galmarin, ganciclovir, sertralin hydrochlorid,
nystatin, valsartan, clopidogrel aj.)

= Neaktivni slozky (excipienty) lékovych forem (manitol)

Tyto substance byly, aZ na vyjimky, syntetizovany ve farmaceutickych firmach a vétSina
znich mé terapeutické pouziti. Nejvice byla zuvedeného souboru prostudovéna
polymorfie namelovych alkaloidi a cyklosporinli a proto je ddle demonstrovana na

vybranych substancich z téchto skupin farmaceutik.

4.1. Polymorfie namelovych alkaloidu

Ptirodnich nédmelovych alkaloidii je popsdno vice nez 80 a jejich semisyntetickych
derivati okolo 300. Vétsina znich vykazuje vyraznou biologickou aktivitu.
Zjednodusen¢ je lze rozdélit na nepeptidické a peptidické. Nepeptidické alkaloidy
zahrnuji klaviny a derivaty kyseliny lysergové, peptidické alkaloidy tvofi majoritné
ergopeptiny, minoritné ergopeptamy (biologicky neaktivni). Hydrogenaci dvojné vazby
C7 = C8 u ptirozenych ergopeptinil se syntetizuji jejich derivaty — dihydroergopeptiny.
Zménou konfigurace na C6 u ptirodnich ergopeptinti vznikaji biologicky neaktivni
ergopeptininy (derivaty isolysergové kyseliny).

Historicky vzniklé c¢islovani atoml nepeptidickych a peptidickych namelovych
alkaloidi neni bohuzel zcela analogické¢ (obr.3). Pro drtivou vétSinu znich je
charakteristicky tetracyklicky ergolinovy (resp. ergolenovy) skelet, tvofeny kruhy A, B,
C, D. Peptidické alkaloidy obsahuji navic tripeptidickou skupinu, védzanou k ergolinu
(ergolenu) resp. klysergové kyseliné amidickou vazbou. U béznych ptirodnich
ergopeptinli ma tripeptid v pozici 1.aminokyseliny: alanin, L-aminomaselnou kyselinu
nebo valin, v pozici 2. aminokyseliny: fenylalanin, valin, leucin nebo isoleucin a
v pozici 3. aminokyseliny: prolin nebo alanin. Zbytky téchto tfi aminokyselin vytvari
v ergopeptinech kruhy E, F, G (tzv. cyklol ), u ergopeptamii neni kruh E uzavien.

Ergopeptiny jsou syntetizovany namelem (Claviceps) extraribozomalné pomoci
10



multienzymatického systému. Diky niz$i specifité tohoto typu biosyntézy, ve srovnani
s transkribci, byly v nedavné dobé izolovany dal$i minoritni namelové alkaloidy
obsahujici nékteré dalsi aminokyseliny v pozici 2., napt. norleucin, homoisoleucin nebo
methionin. Z hlediska farmakodynamiky namelovych alkaloidl je dilezita konformace
kruhti, konfigurace na chiralitnich centrech a pfip. také orientace a konformace
postrannich fetézcii. Indolova ¢ast ergolinu (resp. ergolenu) tvoiend kruhy A a B je vzdy
planarni. Kruh C (nepeptidické alkaloidy: C3-C4-C5-C10-C11-C16; peptidické
alkaloidy: C2-C3-C4-C8-C9-C14) je mirn€ zprohyban, pticemz toto prohnuti mlize byt
zdtraznéno substituci OH skupiny na C6 (hydroxyergopeptiny), kdy dojde k vytvoreni
intramolekularni H-vazby s N3 a pootocCeni rigidni ¢asti C4-C8-C7-C6. Podobny efekt

ma 1 dal$i mozna intramolekularni H-vazba: N3H...N2. Nejdilezit¢jsi je konformace

kruhu D (nepeptidické alkaloidy: N6-C5-C10-C9-C8-C7; peptidické alkaloidy: N2-C4-

Obr.3. Vlevo: ¢islovani ergolinového skeletu a znaceni kruhti (skelet obsahujici dvojnou
vazbu v poloze 8,9 je A*-ergolen a v poloze 9,10 A*'°-ergolen). Vpravo: ¢&islovani
ergopeptinti a znaCeni kruhti (R, = methyl, ethyl, isopropyl; R, = benzyl, isopropyl,
isobutyl, sec-butyl)

C8-C7-C6-CS5), ktery je nejvice flexibilni. U peptidickych alkaloidi rozliSujeme tfi
mozné konformace kruhu D. U pfirodnich ergopeptini majicich dvojnou vazbu v poloze
9,10 jsou mozné formy E ,flap-up* forma I a CB ,flap-down“ forma II; u
dihydroergopeptinlt méa kruh D pouze jedinou moZnou konformaci oznaovanou jako
»DHE®. Konformace E ,,flap-up* postaveni mize jesté existovat s pseudoequatoridlni
amidickou skupinou (pfirodni ergopeptiny) nebo s pseudoaxialni amidickou skupinou
(ergopeptininy), viz obr. 26. Kruh E (ergopeptiny: C17-C18-N4-C25-02) je vzdy témer
planarni, kruhy F (N4-C19-C20-N5-C24-C25) a G (N5-C21-C22-C23-C24) maji
vétSinou konformaci obalky, nékdy jsou mirné distortované. U ergopeptint je G kruh

tvofen L-prolinem, u ergopeptamt D-prolinem.
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Ergolinovy skelet obsahuje tii chiralitni centra na C5, C8, C10 (resp. C4, C6, C8),
cyklol ¢tyfi chiralitni centra na C17, C19, C24 a C25. Stereochemie namelovych
alkaloidii vychazi z biosyntetického prekurzoru L-tryptofanu a proto je pfirozena
chiralita C5(R) resp. C4(R). Aktivni substance pouZzivané v terapii tuto absolutni
konfiguraci vesmés zachovavaji. V literatufe je popsano relativné malo syntetickych
modifikaci ptirodniho ergolinového tripeptidu. V nasi Laboratofi byly vyfeseny
struktury nové izolovanych pfirodnich namelovych alkaloidi — ergogalinu [V1] (zde
byla v 2. pozici prokdzéna ptitomnost aminokyseliny L,L-homoisoleucinu a tato
struktura je dosud prvni, ktera obsahuje tuto aminokyselinu) a ergoladininu [V2] (v 2.

pozici byl prokazan methionin, obr.4).

Obr.4. Ergogalin (vlevo) a ergoladinin (vpravo)

Cilovymi makromolekulami namelovych alkaloidll jsou neuroreceptory serotoninového,
dopaminového a noradrenalinového typu sptazené s G-proteinem [9]. Namelové
alkaloidy se vSak na tyto neuroreceptory nevazi specificky, ale Casto smisené, takze se
mohou projevovat jako agonisté, ¢asteCni agonisté nebo antagonisté zaroven na vice
receptorech. Semisyntetické modifikace pfirodnich namelovych alkaloidii jsou vedeny
pravé snahou o zvySeni biologické aktivity a dosazeni vétsi specificity ucinku.
Némelov¢ alkaloidy obsahuji ve svém zékladnim skeletu a v substituovanych

postrannich fetézcich fadu moznych protonovych donorti i akceptori (pfedevSsim O a
N). Vzhledem k tomu, Ze protonovy donor muze byt soucasné i akceptorem a to i
vicenasobnym, vytvaii se velkd variabilita moznych intermolekuldrnich H-mustku.
Samoziejmé piipadna hydratace (solvatace) tuto variabilititu déale rozsituje. Indolovy
skelet v ergolinu (ergolenu) miZe interagovat prostfednictvim n-r vazeb s aromatickymi
solventy (napf. v benzen solvatech) a podobny typ interakce se muze uplatiiovat i pfi
interakci s receptory. Kromé toho se u namelovych alkaloidii vyrazné uplatni i VAW

vazba, ktera je nesmérova a nenasytitelna. VSechny tyto interakce se mohou podilet na
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rozmanitém molekuldrnim pakovani namelovych alkaloidii, takze pocet moznych
polymorfil a pfedevs§im solvatomorfl je zde vysoky.

K identifikaci a stanoveni polymorfnich a solvatomorfnich smési a monitorovani
fazovych prechodil byly pouzity pfedeviim RTG strukturni a fazovéa analyza, dale IC
spektroskopie a studium tepelného rozkladu (TG, DTA, DSC). Pro studium konformace
molekul v roztoku byla vyuzita NMR spektroskopie, pro identifikaci novych derivati
MS spektroskopie a pro stanoveni relativni konfigurace CD spektroskopie. Zavislosti
totalni energie na torznich uhlech byly pocitany jak semiempirickymi, tak i ab initio
kvantové-mechanickymi metodami.

Pro ilustraci polymorfniho (solvatomorfniho) chovani byly =z nepeptidickych
namelovych alakaloidi vybrany: tergurid, lisurid, nicergolin a cabergolin; a
z peptidickych: dihydroergotamin a 4 slozky dihydroergotoxinu, pfedevSim ve formé
jejich mesylatl. Souhrnna diskuse je vénovéna predevSim molekuldrnimu pakovani

jejich polymorfi a solvatomorfil.

4.1.1. Nepeptidické namelové alkaloidy

U terguridu je terapeuticky pouzivany isomer 5R,8S,10R, zkracené nazyvany

0

NP
~

Obr.5. Tergurid

trans-D-tergurid podle postaveni vodiki H5 a H10 (obr.5). V nasi Laboratofi byla téz
stanovena struktura cis-D-terguridu [V4]. Polymortfie trans-D-terguridové (dale jen
terguridové) molekuly zahrnuje 7 forem: dva monohydraty (oznacované B a D), dva
dvoutietinové hydraty (A a F), jednu bezvodou formu (C,) a dva solvaty: ethanol solvat
a methanol solvat (E a M). Nejstabilngjsi formou je sice B, ale pro vyrobu Teluronu®
(Schering) se pouziva bezvodd forma Ca. Krystalizace bezvodé formy a jednotlivych

hydrath je velmi pfisné podminéna obsahem vody ve findlnim rozpoustédle.
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Methanol a ethanol solvaty  krystaluji z pfislusnych bezvodych alkohold.
Transformacni schéma je uvedeno na obr.6.

U forem A [V5], B [V6], Ca [V5] a M [V7] byly vypéstovany monokrystaly a v nasi
Laboratofi provedena jejich RTG strukturni analyza. VyieSené krystalové struktury
poskytly celkem 12 krystalograficky nezavislych molekul (obr. 7). Z jejich piekryvu

vyplyva, ze fixni ¢asti molekuly je ergolinovy skelet, zatimco mocovinovy postranni

E: tergurid . EtOH A: tergurid . 2/3 H,O M: tergurid . MeOH

T>40°C suspenze ve vodé 1 hodina na vzduchu
nebo 3 dny pti 75% RH

| >
v
B: tergurid . H,O

6 hod, 70°C

A
>«

suspenze ve vodé¢  nekolik mésici pti 75% RH  suspenze ve vode

Ca: tergurid D: tergurid . H,O F: tergurid . 2/3 H,O &

Obr.6. Transformacni schéma terguridovych forem (RH-relative humidity)

fetézec je flexibilni. To je ve shod¢ s kvantové-chemickym ab-initio vypoctem [viz V5].

Obr.7. Ptekryv terguridovych molekul

Ca, molekula 1 (svétle Cervena)
Ca, molekula 2 v1? (tmavé zelena)
Ca, molekula 2 v2* (tmavé fialova)
Ca, molekula 3 (svétle modra)

Ca, molekula 4 (Sedd)

A, molekula 1 (zlata)

A, molekula 2 (modrozelena)

A, molekula 3 (svétle fialova)

B, molekula 1 (zlutd)

B, molekula 2 (tmavé modra)
M, molekula v1?* (tmavé ¢ervena)

M, molekula v2 (svétle zelena)

*v1 av2 jsou disordrované molekuly

U lisuridu (obr.8) byly posany a vyteseny struktury nasledujicich forem [V9]: lisurid
14



bezvody, lisurid monohydrat, lisurid ethanol solvat a lisurid methanol solvat.
Krystalizace urCit¢ formy je podminéna pouzitym rozpoustédlem. Bezvodd  forma
krystaluje primarné¢ z acetonitrilu, monohydrat primarné z fert-butylmethyletheru.

Bezvoda forma a monohydrat ¢asto koexistuji, pficemz monohydrat vypadava pii rychlé

0

Hots g 22
\N)J\Ng\ -

24
| 25

AN

i CHs

HN

Obr.8. (5R,8S) — lisurid (,lisurid®)

krystalizaci ze ziedénych roztokli, zatimco bezvoda forma pomaleji krystaluje
z ptesycenych roztokli. Monohydrat je nejstabilnéjsi formou. Nejméné stabilni je
methanol solvat, ktery desolvatuje pii 95° C, desolvatace ethanol solvatu probéhne pii
102° C. Podobné¢ jako u terguridovych alkoholovych solvatl, je uvolnénd molekula
alkoholu substituovana molekulovou vody ze vzdu$né vlhkosti a vznikd monohydrat.
Z teSeni krystalovych struktur lisuridovych forem vyplynulo 5 krystalograficky
nezavislych molekul. Podobné jako u terguridu je i zde fixni ergolenovy skelet a
flexibilni postranni mocovinovy fetézec.

Solvatomorfie bazi terguridu a lisuridu je analogicka. V obou pfipadech byly popsany
hydraty a analogické alkoholsolvaty. Molekula lisuridu mé vSak proti terguridu dvojnou
vazbu C9 = C10 misto jednoduché a o dva atomy H méné¢ - na C9 a C10 (ergolinovy
skelet u terguridu a A*'*-ergolenovy skelet u lisuridu). Tato, relativné subtilni, chemicka
zména vede ke zméné konformace kruhti C a D. U solvatomorfii lisuridu bylo nalezeno:
Es, resp. E;— *H; pro C-kruh a °H; resp. °H; — °E pro D-kruh. U solvatomorfu terguridu:
'E pro C-kruh a 'Cs pro D-kruh. Rozdily mezi obéma molekulami byly zjistény téz
v konformaci postranniho mocovinového fetézce, jak plyne ze srovnani hodnot torznich
uhlt C9-C8-N18-C19, C19-N21-C22-C23 a C19-N21-C24-C25 (viz obr. 8 a 13, lit.
[V5, V9)]). Konformacéni zmény vedou k dimenzionalnim zménam v molekule a jinému
linkovéani H-vazeb.

Zajimavy rozdil nachazime u protonizovanych bazi: tergurid hydrogenmaleat [V3]
potfebuje k vykrystalovani molekulu vody na jednu molekulu terguridu, lisurid
hydrogenmaleat [V8] krystaluje bezvody. Molekularni pakovani lisuridu

hydrogenmaleatu vytvaii fetézce H-vazeb mezi kysliky maledtu a dusiky ergolenu.
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Interakce mezi fetézci je VAW povahy. U terguridu hydrogenmaledtu monohydratu se
vytvafi podobné fetézce, které jsou navic propojeny mezi sebou piicnymi H-mustky
mezi molekulami vody a kyslikem mocovinového fetézce na jedné strané a prvnim
dusikem mocovinového fetézce a kyslikem maleatu na druhé strané.

Fabregas a Beneyto [10] popsali dva polymorfy nicergolinu (obr. 9) , znacené I a II.
Forma I (M.p. 409 K) krystaluje z polarnich rozpoustédel (napi. z ethanolu nebo
methanolu), forma II (M.p. 397 K) znepolarnich rozpoustédel (napt. z toluenu).

Majoritné je vyrabéna forma I, forma II je jeji neCistotou.

Obr.9. Nicergolin

Stanoveni absolutnich krystalovych struktur [V10, V11] ukézalo, Ze chiralita obou
forem je 5R, 8R, 10S. Krystalograficky nezavislé 3 molekuly (dvé u formy I a jedna u
formy II) se tvarové li§i pfedevS§im orientaci bromonikotinového postranniho fetézce
(obr. 10). Je pozoruhodné, Ze popsané polymorfy nicergolinu jsou rizn¢ molekuldrné
pakovany pouze zasluhou VAW sil, H-vazby se zde neuplatni. U polymorfulje
nejblizsi kontakt sousednich molekul 3,45(1), u polymorfu II 3,287(6) A. Ke stanoveni
obou forem vedle sebe byla u modelovych smési testovana Rietveldova metoda a
metoda linearni regrese zavislosti intenzita piku/koncentrace pro praSkova RTG data

[viz V11]. Mez detekce formy II v matrici formy I jsou asi 3%.

Obr. 10. Prekryv tii krystalograficky nezavislych molekul nicergolinu (Cervend —

polymorf I, molekula 1, zluta — polymorf I, molekula 2, zelend — polymorf II)
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U cabergolinu (obr. 11) jsou popsany tfi polymortfy, znacené I, II a VII. Struktura

Obr.11. Cabergolin

formy I je popsana v literatufe [11]. Témér soucasné byla uréena struktura formy II
v nasi Laboratofi a v patentu firmy Pharmacia Italia [12]. V nasi Laboratofi byla také
urcena struktura formy VII [V12] (patentované firmou Pharmacia & Upjohn [13]) a 3
izostrukturnich solvatli: s fert-butylmethyletherem, cyklohexanem a tetrahydropyranem.
Kromé toho byly pfipraveny jesté solvaty s xylenem, trimethylbenzenem a toluenem.
Patentova literatura uvadi jesté formu oznacenou X [14] (Pharmacia & Upjohn).
Desolvatace izostrukturnich solvatt, kterd probéhne okolo teploty 75°C, vede
prednostné k forme II. Forma II je tak nejstabilnéjSim polymorfem v cabergolinovém
systému.

Krystalové formy nicergolinu a cabergolinu vykazuji Cistou polymorfii, coz je u
namelovych alkaloidii vyjimka. U nicergolinu navic nejsou popsany zadné solvaty, coz
nevylucuje ve smyslu McCroneho tvrzeni (viz str. 3) jejich moznou existenci, ale
musely by byt méné stabilni nez znamé dva polymorfy. V disledku volné otacivosti
vazby C19-020 zaujima postranni fetézec nicergolinu tifi riizné konformace (viz
[V11]). U nicergolinového polymorfu I je rovina brompyridinového kruhu orientovana
k ergolinu zhruba kolmo, zatimco u polymorfu II je postaveni daleko plossi (viz obr.10).
To je v souladu s faktem, ze z polarnich rozpoustédel ptrednostné krystaluje
polymorf I, pravé pro vyhodnégjsi postaveni atomti N6 a 022, které se tak sndze
solvatuji. Dlvodi, pro¢ v polymorfech nicergolinu nenachdzime H-vazby je nékolik.
V prvé tadé je dulezity protonovy donor N1 methylovan a zadné dal$i donory nejsou
k dispozici a pfitomnost velkého atomu bromu v molekule coulombicky nedovoli u

sousednich molekul bliz8i kontakt neZ je pottebny pouze pro VAW interakci. Piipadné
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solvaty (hydraty), by musely interagovat s moznymi akceptory 020, O22 resp. N25
(pyridinovy kruh) a to se nezda stéricky ptilis vyhodné.

Cabergolin tvoii 3 polymorfy: I, Il a VII. Polymorfy I a VII krystaluji sice ve stejné
symetrii, P 2,, ale srozdilnou geometrii miizky. Krystalové pakovani formy II je
analogické izostrukturnim cabergolinovym solvatim (stejnd prostorovd symetrie,
P 2,22, a velmi podobnd geometrie miizky). Pro biologicky ucinek, ale i pro
polymorfni chovani cabergolinu je dulezity dlouhy a flexibilni bocni fetézec
subtituovany na C8, obsahujici dva kyslikové a dva dusikové akceptory a jeden
dusikovy donor protonu. Druhy bo¢ni fetézec — propyl na N6 mé daleko mensi vyznam.
Prekryv krystalograficky nezavislych molekul polymorfi LII a VII (2 molekuly, z nichZ
jedna je ,,disorderovana‘) vede k zajimavé odliSnosti. Zatimco orientace bo¢niho fetézce
u forem I a II je témé&f shodnd, u formy VII je opacna, jak plyne z hodnot torzniho tthlu

C7-C8- C20-N22 (I: 174°, 1I: 151° VII: 63° a 88°; viz obr. 12).

Obr.12.  Piekryv molekul cabergolinu ve formach I

Krystalové pakovani vSech tfi cabergolinovych polymorfi se déje intermolekularnim H-
linkovanim molekul do fetézcl. Vzdy je do linkovani zahrnut dusikovy donor NI,
v piipad& polymorfu VII se tvoii H-vazby typu dusik ... kyslik: N1-H...024' (* znaci
sousedni ekvivalentni polohu), v ptipad¢€ polymorfa I a [l H-vazby typu dusik ... dusik:
N1-H...N6'

4.1.2. Peptidické namelové alkaloidy

Nejstabiln€jsim solvatomorfem dihydroergocristinu (obr. 13) je jeho mesylat

monohydrat, tzv. forma I, ktera je ovSem velmi malo rozpustnd. Jeji strukturu jsme
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Obr. 13. Dihydroergocristin

publikovali ve [V13]. Kromé¢ toho byla ndmi popsana i struktura dihydroergocristinu bis
(dioxan) solvatu [V14]. Z divodu hledani solvatomorfu s vySs$i rozpustnosti byla

zkoumana existence i dalSich forem a podafilo se vykrystalizovat:

dihydroergocristin mesylat monohydrat bis(ethylacetat) solvat
dihydroergocristin mesylat methanol solvat

dihydroergocristin mesylat bis(ethylmethylketon) solvéat
dihydroergocristin mesylat monohydrat amylacetat methanol solvat

dihydroergocristin mesylat ethylacetat ethanol solvat

VysuSenim dihydroergocristinu mesylatu monohydratu bis(ethylacetat) solvatu (forma
V), vznika dihydroergocristin mesylat monohydrat, ktery se ovsem li$i od formy I pravé
daleko vyssi rozpustnosti.

U vSech popsanych forem dihydroergocristinti mesylat byla stanovena RTG krystalova
struktura a vzdjemné porovnana konformacni analyza a molekuldrni pakovani.
Absolutni chiralita dihydroergocristinové molekuly je nasledujici: C4(R), C8(R), C6(R),
C17(R), C25(S), C24(S), C19(S).

VyteSené struktury 7 forem poskytly 7 krystalograficky nezavislych molekul. Kruh C
ma vesmé&s konformaci E;, kruh D vesmés *C,, kruh F zaujima formu °E, nékdy mirné
distortovanou k °Hs a kruh G lezi mezi *E a *Ts.

V literature je popsana struktura dihydroergotaminu (obr.14) mesylatu monohydrétu
[15]. V naSi Laboratofi jsme studovali solvatomorfii dihydroergotaminu vinanu
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z hlediska srovnani vlivu aniontu na konformaci baze. Byly vykrystalovany nasledujici

solvaty a stanovena jejich struktura [V 15]:

dihydroergotamin vinan methanol solvat
dihydroergotamin vinan ethanol solvat

dihydroergotamin vinan monohydrat methanol solvat

Ukézalo se, ze methanol a ethanol solvat jsou izostrukturni. Monohydrat methanol
solvat se vyznacuje spojitymi kanaly, v nichz obsah solventli odrazi ve volném poméru
jejich pomér v mateéném louhu.

Dihydroergotoxin (obr. 15) je smési alkaloidd — dihydroergocorninu, o- a f-
dihydroergokryptinu a dihydroergocristinu (o dihydroergocristinu mesylatu, ktery se
rovnéz terapeuticky uziva jako Cistd latka, viz str. 19-20).

Solvatomorfie dihydroergocorninu mesylatu zahrnuje 6 forem, strukturné vyfeSenych

R' OH . .
0] 0 br.15. Dihydroergotoxin
O _NHe t N
© H g2 0 RI= iPr, R*= CH, Ph : dihydroergocristin
Ne '=iPr, R*=iPr: dihydroergocornin

H o™ RI= iPr,R?=iBu:  dihydro-o-ergokryptin
R'=iPr, R*=secBu : dihydro-B-ergokryptin

HN

v nasi Laboratofi:

dihydroergocornin mesyldt monohydrat acetonitril solvat
dihydroergocornin mesylat monohydrat bis (nitromethan) solvat
dihydroergocornin mesylat bis(ethanol) solvat

dihydroergocornin mesylat hemihydrat bis (i-propanol) solvat
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dihydroergocornin mesylat monohydrat bis (n-propanol) solvat

dihydroergocornin mesylatu monohydrat 1.33 (methanol) solvat

U dihydroergokryptinii mesylati existuji 4 formy, jejichZ struktury byly vyfeseny v nasi

Laboratofi a publikovany:

dihydro-a-ergokryptin mesylat monohydrat aceton solvat [V16]
dihydro-o-ergokryptin mesylat monohydrat nitromethan solvat [V16]
dihydro-o-ergokryptin mesylat monohydrat ethanol solvat [V17]
dihydro-B-ergokryptin mesylat monohydrat methanol solvat [V17]

Krystalové struktury 16 dihydroergopeptinii , vyfeSenych v nasi Laboratofi, lze
rozdélit do 5 strukturnich typt [viz V16], kdy vkazdém znich se kryje pozice
pfislusného dihydroergotoxinu, mesylatu a solventu (zde samoziejmé piiblizng).
Struktury vradmci jednoho typu nazyvame izostrukturni (obr. 16-20). Pojem
izostrukturnosti zde neni tak pfisny jako napf. u anorganickych strukturnich typt
(chlorid sodny, chlorid cesny apod.), spiSe se jedna o obtiznou rozlisitelnost RTG
difraktogramt. Vyjimku tvofii strukturni typ IV, kde se struktury li§i symetrii a proto
nejsou izostrukturni. Nalézame zde pouze podobnost v usporfadani dvou solvata

dihydroergocristinu mesylatu v 1/2 objemu bunky (viz obr.19).

V ramci urcitého strukturniho typu lze studovat moznosti solvatace v izostrukturni sérii
metodou vizualizace kavit. Tak byla napf. v pfipadé dihydroergocristinu mesylatu
potvrzena substituovatelnost ethanolového a methanolového solvatu nebo u
solvatomorfii dihydroergocorninu byla zpiesnéna predikce solventl, které se mohou
vejit do dané kavity a zpétné studovan vliv solventu na konformaci peptidického
namelového alkaloidu — obr. 21. Zajimavé kavity byly nalezeny ve strukturach
ergotaminu bis(benzen) solvatu a ergocristinu bis(benzen) solvatu [V18]. Struktury

ergocristamu a ergocristinu aceton solvatu jsou uvedeny v [V19].
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Obr.16. Strukturni typ I Obr.17. Strukturni typ II

DH-a-ergokryptin msf . H,O. EtOH DH-a-ergokryptin msf . H,O. aceton
(Cervenc) (modie)

DH- B-ergokryptin msf . H,O. MeOH DH-a-ergokryptin msf . H,O. nitromethan
(modte) (Cerveng)

vSechny DH-ergocorniny msf

(zde nakreslen pouze: . H,O . MeOH — zeleng¢)

Obr.18. Strukturni typ III

DH-ergocristin msf . H,O . bis(AcOEt) (Cerveng)
DH-ergocristin msf . H;O . AcOAm . MeOH (modfe)

22



Obr. 19. Strukturni typ IV
DH-ergocristin msf . MeOH
(zelend)

DH-ergocristin msf .H,O

(Cervene)

Obr.20. Strukturni typ V Obr. 21. Vizualizace kavit ve struktute
DH-cristin msf . bis(MeCOE}) (zlut¢) DH-corninu msf . bis(EtOH)
DH-cristin msf . ACOEt . EtOH (zelen¢)

4.2. Polymorfie cyklosporinii

Ptirodni cyklosporiny jsou cyklické undekapeptidy, z nichz nejvétsi vyznam ma
imunosupresivni cyklosporin A (CsA = cyclo(-MeBmt'-Abu*-Sar’-MeLeu*-Val’-
MeLeu®-Ala’-D-Ala®-MeLeu’-MeLeu'’-MeVal''-)). Ve srovnani s ostatnimi peptidy,
CsA obsahuje predevs§im neobvyklou aminokyselinu, MeBmt' = (2S, 3R, 4R, 6E)-3-
hydroxy-4-methyl-2-(methylamino)-6-oktenova kyselina. Aminokyselinové zbytky CsA,

kromé¢ achiralniho Sar’ a D-Ala® maji L-konfiguraci (obr. 22).
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Obr. 22. Struktura CsA

MeLeul0 MeValll MeBmt! Abu2

c|HJ 0 o v krystalickém dihydratu
H

o L

MeLcliJ\I N

; N——CH3

MeLeu4
0

D-Ala8 Ala7 MeLeu6 Val5

Ostatni pfirodni cyklosporiny, které se od CsA li§i substituci jedné az dvou
aminokyselin (v literatufe se oznacuji napf. pismeny B az Z nebo vyznacenim substituce
puvodni CsA.

Efekt snizeni, resp. ztrata imunosupresivity je ze strukturniho hlediska pozoruhodna,
protoze cyklosporiny jsou pomérné velké molekuly (M;= 1 200), ale pfesto i nepatrna
chemicka a tudiz i strukturni zména na jedné aminokyseliné (napi. demethylace) miize
vyvolat zésadni zménu biologické aktivity. Neimunosupresivni cyklosporiny jsou také
v centru pozornosti, vzhledem k jejich moznému pouziti pii lécbé MDR (,,multidrug
resistance*)a AIDS [16].

Ptirodnich a semisyntetickych cyklosporini a jejich metabolitl je dnes popsano okolo
100. Cyklosporiny mohou navic vystupovat jako ligandy v komplexech, napf. s Li, Na,
K, Mg, Ca, Zn, Cu aj. Kromé struktur CsA, krystalovanych z riznych rozpoustédel, byly
vyfeseny i struktury cilovych proteinovych receptorti s cyklosporiny. Komplex CsA s
cyklofilinem A (CypA) je znam v n€kolika formach, napt. monomeru [17] nebo
dekameru [18]. Jak konformace cyklosporinového skeletu, tak vazebné misto na
cyklofilin jsou vSak ve vSech téchto formach stejné. Dalsi komplex cyklofilin A /
cyklosporin A/ kalcineurin (CypA/CsA/Cn) se zatim nepodafilo vykrystalovat, takze

jeho RTG-struktura je neznama. Je vSak zndma konformace CsA véazaného na FAB

fragment monoklonalni protilatky [19].

Na rozdil od linearnich peptidii nema cyklicky skelet cyklosporint k dispozici volnou
karboxy nebo amino-skupinu a ptfitomné aminokyselinové zbytky jsou neutralni (Abu,
Ala, Thr, MeVal, Val, Nva, Sar, MeLeu, Leu, Ile a MeBmt). V dasledku tohoto faktu a
tésné uspofadané sekundarni struktury jsou cyklosporiny lipofilni a hydrofébni. CsA ma
sedm N-methylovanych aminokyselinovych zbytka (1,3,4,6,9,10,11) a tyto methylace
umoziuji vznik cis/trans izomert peptidovych vazeb (vzajemné postaveni methylové
skupiny a atomu kysliku) .
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Konformace neboli prostorové usporadani cyklosporinového skeletu je primarné dano
energetickou vyhodnosti systému a tzce souvisi s jeho biologickou uc€innosti. V tomto
systému se vytvari intramolekularni vodikové vazby, které jsou dany jednak poctem
donorti a akceptor protont, které mé skelet k dispozici, a déle jejich prostorovou

orientaci. Kvalitativni informaci o urcité konformaci poskytuje obrazek tvaru molekuly,

kvantitativnim vyjaddfenim jsou hodnoty konvencnich torznich thli (znaenych ¢,y,®)
peptidovych vazeb.

Krystalické cyklosporiny vykazuji zna¢nou solvatomorfii. Vzhledem k terapeutickému
pouziti, byla a je nejvétsi pozornost vénovana formam CsA a jejim derivatim. Kromé
toho se podafilo vykrystalovat a v nasi Laboratofi ur€it strukturu tfi solvatomorfi CsE a
dvou dalsich solvatt jinych cyklosporinti: CsH diethyletheru hemisolvatu monohydratu
[V20] a Cs V bis(tert-butylmethyletheru) solvatu [V21] a dvou acetyl derivati
cyklosporinu A : acetyl CsA a bromacetylu CsA [V22] - dulezitych intermedidti
pii syntéze lidského cyklosporinového metabolitu AM1 (M-17).

Z hlediska urcité¢ predikce moznych solvatomorfii cyklosporini byl v nasi Laboratofi
pouzit model cyklosporinovych klatratd [V23]. Pfi krystalovém pakovani se mezi
molekulami cyklosporinlt vytvaii rizné velké a rlizné€ orientované kavity. Tyto kavity

jsou pii solvataci vypliovany molekulami solventi vhodné velikosti a tvaru. Tvar a

objem kavit lze vypocitat a graficky modelovat [20, 21]. Tak lze pro rizné
cyklosporinové klatraty stanovit maximalni pocet nevodikovych atomi solventu, které
1ze do kavity sméstnat.

Cyklosporin A je imunosupresivem prvni volby, které se pouziva pro potlaceni reakce

hostitele na tkanové transplantaty a pro lécbu autoimunitnich chorob. Produkuje se

biotechnologicky, napt. submerzni fermentaci hub rodu Tolypocladium [22]. Z mycelia
této houby byl izolovan a vnasi Laboratofi strukturné charakterizovan novy typ
hydroxamové kyseliny a jejiho komplexu s Fe™
CsA zbarvuje do zluta [V24].

Podle soucasné farmakodynamické predstavy prochazi CsA bunécnou membranou do

— nezadouciho pigmentu, ktery surovy

cytoplazmy, kde se vaze ptes rezidua 1,2,3,9,10 a 11 na cytosolicky protein cyklofilin
A, peptidylprolin-cis-trans-isomerasu (EC 5.2.1.8). Ve vzniklém komplexu, CypA/CsA
je k dispozici tzv. efektivni smycka (,,effector loop*), tvofend zbylymi rezidui (4-8), pro
interakci s dalSim cytosolickym proteinem — kalcineurinem (Cn), fosfoprotein
fosfohydrolasou (EC 3.1.3.16). Imunosupresivni uc¢inek této interakce se projevi
tlumenim tvorby a uvoliovani lymfokinti, pfedev§im interleukinu-2, ristového faktoru

T lymfocytt.
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Vazba cyklosporinil na cyklofilin pfimo koreluje s jejich imunosupresni aktivitou. Pfi
interakci volného cyklosporinu A (podavané 1é¢ivo) s cyklofilinem A se razantné zméni
konformace cyklosporinového skeletu béhem nékolika desitek ps [23]. Plvodni ctyii
intramolekularni H-vazby ve volném CsA (viz obr. 22) se redukuji na jednu -
(MeBmt'OH...COMeLeu*), v CsA vazaném v komplexu s CypA. Dile je podstatné, Ze
pfi této interakci se méni 1 vzdjemné postaveni atomu kysliku a methylové skupiny
peptidické vazby mezi MeLeu’ a MeLeu' z konfigurace cis (volny CsA) na trans
(vazany CsA).

Solvatomorfie CsA zahrnuje zatim 7 krystalickych forem a od vSech je znama
krystalova struktura:

CsA monohydrat [25], prostorova grupa P 2,2,2,

CsA dihydrat [24] P4, cyklosporinové klatraty

CsA monohydrat bis(aceton) solvat [V26] P 4,

CsA dimethylisosorbid [V25] P2,

CsA di-n-butylether solvat [viz V23] P2, cyklosporinové klatraty

CsA tetrahydrofuran solvat [viz V23] P2,

CsA (1)-n-butyl-laktat [V26] P2,

Konformace cyklosporinii v klatratech se lisi od konformace cyklosporinu A v dihydratu
v zésad& pouze orientaci postranniho fetézce rezidua MeBmt', pfi¢emZ samotna rezidua
1-5 jsou, podobné jako u CsA dihydratu, v uspofddani nesouhlasn¢ orientované¢ho f3-
skladaného listu a rezidua 7-11 tvofi otevienou smycku s peptidickou cis-vazbou mezi
rezidui 9-10. Konformace CsA v nepolarnich rozpoustédlech (benzen, chloroform) je
velmi podobné jeho konformaci v krystalovych formach. V krystalovych formach vSak
lze rozliSit dva rizné typy konformaci podle systému intramolekularnich H-vazeb

v cyklosporinovém skeletu (Tab. III):

Tabulka III. Konformacni typy v krystalickém CsA

Typ H-vazby Zastupci
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CsA dihydrat (obr.22) D-Ala®NH...COMeLeu®, CsA dihydrat

Ala’NH...COMeVal'!, CsA monohydrat
Abu’NH...COVal’, CsA monohydrat bis(aceton)
Val’NH...COAbu’ solvat

[O-acetyl-MeBmt'] CsA
[O-acetyl-o-bromo-MeBmt']

CsA
CsA dimethylisosorbid MeBmt'OH...COSar’, CsA dimethylisosorbid
(obr.23) Ala’NH...COMeVal"', CsA di-n-butylether solvat
Abu*NH...COVal’, CsA tetrahydrofuran solvat
Val’NH...COAbu’ Dihydro-CsA bis(tert-

butylmethylether) solvat
CsA (f)-n-butyl-laktat

MeLeu!0 MeValll MeBmtl Abu2

Obr ¢

O N
MeLe\U\I
N E B R
we” ; ; :
N—CH,
(o]
. W//\
| MeLeu#
O

CH,
n-Alad Ala7 MeLeu6 Val$

. . 23. Konformacni typ
j\ Sar® CsA dimethylisosorbidu

Cyklosporin E ma ve srovnani s CsA demethylovany 11ty aminokyselinovy zbytek
[Val''l.  Touto demethylaci se protonizuje atom dusiku valinu a vznikne nova
intramolekularni vazba Val''NH...D-Ala*CO. Tim se pocet H-vazeb zvysi na 5
(obr.24).

Srovnani tvara molekul CsA, CsE ukazuje, ze smycka rezidui 8-11 je u CsE vlivem

piitomnosti paté H-vazby podstatné vice ,,zaskrcena“ (zhruba ze 4 A u CsA na
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Obr. 24. " Konformaéni typ CsE v aceton

solvatu monohydratu [V27]

3 A u Cs E). Pata H-vazba podstatné pfispiva ke stabilité konformace a CSE ma pouze
jednu identickou konformaci v krystalovych formach, nepolarnich 1 poldrnich
rozpoustédlech. Imunosupresivita CsE je ve srovnani s CsA asi 20 %.

Solvatomorfie CsE zatim zahrnuje tfi krystalické formy a vSechny maji znamou

krystalovou strukturu, vyfesenou v nasi Laboratofi:

CsE monohydrat bis(2-butanol) solvat [V23], PG P 2,
CsE monohydrat aceton solvat [V27] P2, cyklosporinové klatraty
CsE (%)-n-butyl-laktat [V28] P2

Originalnim pfinosem naSeho tymu je uvaZovat solvatomorfii cyklosporini jako
vypliiovani kavit v krystalovych strukturach cyklosporini vhodnymi molekulami
solventll. Cyklosporiny jsou ptekvapivé rigidni molekuly preferujici ve volné forme
v krystalech symetrické uspotfadani prostorové grupy P 2,. V tomto strukturnim
uspotradani (cyklosporinové klatraty) se do elementarni buiikky umisti dvé vzorcové
jednotky cyklosporinu vcetné solventi (Z = 2) a vprostoru mezi molekulami
cyklosporint se vytvaii kavity o maximalni velikosti fadové 300 — 600 A* (viz Tab. IV).
Ridgeji se u cyklosporinovych klatrati objevuje i jiné symetrické uspofadani:

P 4, Z =4, rovnéz s velkymi kavitami. Jiné symetrické uspotadani, P 2,2,2,, nalézame
v krystalu CsA monohydratu, v acetyl-CsA a acetylbromo-CsA, které krystaluji
nesolvatovany a v CsA vazaném na cyklofilinovy receptor. Maximalni kavity u symetrie
P 2,2,2, maji velikost pouze né&kolik desitek A3. Na obr. 25 je rozlozeni kavit

vizualizovano jak pro symetrii P 4,, tak pro symetrii P 2;.
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Obr.25. Vlevo: oblast 42x42x20 A ve struktufe CsA monohydratu bis(aceton) solvétu,
grupa P 4, a dvé molekuly acetonu v kavité (kyslik molekuly vody je v disledku H-
vazeb z kavity vysunut). Vpravo: oblast ve struktufe CsA di-n-butylether solvatu a
molekula solventu v kavité. Pro lokalizaci solventl v kavitach byl pouzit program MCE
[V29]. Tvar kavity byl definovan body, které jsou vzdaleny minimalng 1A od VdW

sféry nejblizs§iho atomu v cyklosporinovém skeletu.

Diilezité parametry kavit ve vyfeSenych strukturach cyklosporinovych klatrati CsA a
CsE jsou uvedeny v Tab. IV.

Tabulka IV. Parametry kavit ve strukturach solvatovanych CsA a CsE

Cyklosporin mono- dihydrat monohydrat dimethyl- di-n-butyl- di-n-butyl- (*)-n-

A hydra bis-(aceton) isosorbid ether ether butyl-
solvat solvat solvat laktat

Prost.grupa P2]2121 P41 P4] P2| P21 P21 P21

Z 4 4 4 2 2 2 2

T sbéru dat 293 293 150 293 150 293 150

(K)

Builka 7216 7896 7751 4121 3961 4144 3987

V (A%

Pocet vSech 372 407 400 212 204 213 205

atomi”

Pocet atomi  (372-4x85) (407-4x85) (400-4x85) (212-2x85) (204-2x85) (213-2x85) (205-2x85)

solventu® =32 =67 =60 =42 =34 =43 =35

Podetatomiiv 32/4=8 67/4=17 60/4=15 42/2=21 34/2=17 43/2=21 352=17
kavite®

Nejvetsi 61 332 314 438 377 463 387
kavita V, (A%)

Suma kavit 360 1326 1256 875 754 926 774

v bunice Vy

(A%

Podil kavit v 5% 17 % 16 % 21 % 19 % 22 % 19 %
burice
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Atomua 1 2 9 12 9 9 10
v solventu ¢

Pakovaci 7216/ 7896/ 7751/(4x85 4121/ 3961/ 4144/ 3987/

koeficient (4x85 + (4x85 + +4x9) = (2x85 + (2x85 + (2x85 + (2x85 +
4x1) = 4x2) = 20,6 2x12) = 2x9) = 2x9) = 2x10) =

21,0 23,0 21,2 21,1 22,0 21,0

Vi / atomt v 61,0 166,0 34,9 36,5 41,9 51,4 38,7

solventu

Cyklosporin monohydrat bis(2- monohydrat aceton (+)-n-butyl-laktat

E butanol) solvat solvat

Prost.grupa P2, P2, P2,

Z 2 2 2

T sbéru dat (K) 150 150 150

Buika 4093 4302 3981

V (A%

Pocet vSech atom@® 211 222 205

Pocet atomi solventu® (211-2x84) = 43 (222-2x84)=54 (205-2x84) =37

Pocet atomd v kavits? 43/2=121 54/2=27 37/2=18

Nejveétsi kavita Vi (A%) 473 563 405

Suma kavit v bufice Vs 946 1144 810

&)

Podil kavit v bunice 23% 27% 20%

Atomil v solventu ¢ 2x6+1 =13 2x4+1=9 10

Pakovaci koeficient 4093/(2x84+2x13)=21,1 4302/(2x84+2x9)=23,1 3981/(2x84+2x10)= 21,2

V / atomi v solventu 36,4 63,5 40,5

a) Teoreticky pocet vSech nevodikovych atomi v bunce ( V/19,4). Hodnota 19,4 je pakovaci koeficient
pro jeden nevodikovy atom [26].

b) Teoreticky pocet nevodikovych atomi solventu v buiice (CsA ma 85 nevodikovych atomd, CsE 84).

¢) Teoreticky pocet nevodikovych atomt umistitelnych do jedné kavity (za predpokladu, Ze na
asymetrickou ¢ast bunky pfipada jedna kavita).

d) Pocet nevodikovych atomti daného solventu v jedné kavité.

Pokud byla struktura feSena jak pii laboratorni teploté¢ (293K), tak pii 150K, jsou
uvedeny vypocty parametri kavit pro oboji data. Rozdil je vSak logickd redukce
rozméri pouze o nékolik procent pti sniZeni teploty (napi. u CsA di-n-butyletheru se
objem kavity snizi pti 150K o 4,6 % proti hodnoté vypocitané pro 293 K), coz neni
podstatné.

Teoreticky umistitelny pocet atomil solventu do kavity je nutné korelovat s tvarem
kavity (viz obr. 25 dole). Zajimavé jsou hodnoty pakovacich koeficienti, které¢ vychazi
v pomérné Uzkém intervalu 21-23 nezavisle na pfitomném solventu. Z toho vyplyva, Ze
CsA 1 CsE jsou schopné vykrystalovat s ur¢itym i1 kdyz velkym poctem solventt a jejich
kombinaci, které se do tohoto rozmezi vejdou. V této souvislosti je ,podeziela*
hydratace CsA.2H,O, protoze vypoctend kavita ma zde daleko vétsi objem nez pro

pouhé dvé molekuly vody. Stanoveni krystalové struktury CsA.2H,O je vSak starSiho
data [viz 24].
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Chiralita samotného cyklosporinového skeletu, symetrické dispozice kavit a moznost
vytvafeni vodikovych vazeb s hostujici molekulou solventu nabizi i moZznost vyuZiti
preferencni krystalizace k separaci riznych enantiomerti. Kazdy z enantiomerii zaujima
v kavité specifickou pozici, coZ podporuje potencidlni moznost diskriminace vétSich
chiralnich molekul. Celkem jsme testovali [viz V26] inkorporaci tfi typl chiralnich
molekul. Byly syntetizovany nesymetrické chirdlni ethery, avSak nepodafilo se nalézt
vhodny analyticky systém pro separaci enantiomeru. Jako dal$i byl testovan (R,S)-butyl-
laktat (resp. (+)-n-butyl-laktat), avSak i zde bylo u klatrdtu CsE nalezeno zastoupeni
obou enantiomertt v poméru 1:1. I tato molekula s 10 nevodikovymi atomy je zjevné
priliS§ mald vzhledem k velikosti kavity. Inkorporace (R,S)-2-butanolu do CsE sice
prokazala, Ze tato molekula je také ptilis malé a v kavité byly nalezeny oba enantiomery.
Kazdy z téchto enantiomert vSak zaujima specifickou pozici, coZ podporuje potencialni
moznost diskriminace vétsich chiralnich molekul.

Vzhledem ke snadné tvorbé, tvaru i kvalité krystalli predstavuje postup krystalizace
cyklosporinti ve form¢ izostrukturnich klatrati i vybornou metodu jak pfimét ke
krystalizaci neznamé cyklosporiny. Tato metoda byla napt. uspéSné pouZita pro primarni
identifikaci CsV [viz V21]. Postup byl testovan i1 pro rizné metabolity cyklosporinu a
podafilo se takto vyftesit strukturu dihydro-CsA [viz V21] (dihydro-metabolity vznikaji
pravdépodobné zpétnou resorpci ze stieva v disledku plisobeni stfevni mikroflory).
Ptedpokladem pro uvazovani solvatomorfie na principu zaplnovani kavit, je velky rozdil
ve velikosti hostitelské molekuly (cyklosporinu) a hosta (solventu). To je v naSem
piipadé splnéno, cyklosporiny obsahuji pfes 80 nevodikovych atomt, pouzité solventy
okolo 10. Izostrukturni cyklosporinovy klatrat pak krystaluje téméf nezavisle na
solventu, vzdy ve stejné symetrii a s téméf shodnou geometrii mfizky. Podobnych
prikladii existuje jist€ mnoho, problém vSak je, Ze vysledky systematickych
krystaliza¢nich a strukturnich studii vétSich molekul s mnoha solventy nejsou vzdy
podrobn¢ publikovany. Principu zaplhovani kavit jsme pouzili 1 pifi vysvétleni

krystalovych struktur solvatomorfi peptidickych namelovych alkaloidi.

5. Zavéryprorealizaci v praxi adalsi rozvoj védy

Vysledky uvedené v této praci mély, k ur¢itému datu, velky prakticky vyznam pro
farmaceutické firmy, které se obratily na nasSi Laboratot s zadosti o expertni studie RTG
difrakce v konkrétnich polymorfnich a solvatomorfnich systémech v souvislosti

s Casovym harmonogramem vyvoje ur¢it¢ho generika. Tyto studie byly nezbytné, aby
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firmy splnily dokumentaéni kritéria statnich autorit pro schvalovani a kontrolu 1é¢iv
(SUKL, FDA), nedostaly se do patentovych kolizi a uspély v licenénim fizeni pi
prodeji svych produkti. Zejména se jednalo o neustalé zvySovani irovné Drug Master
Files, jejichz neopomenutelnou kapitolou jsou vysledky RTG méfeni. Napt. firma
Schering-Plough zhodnotila v roce 1998 DMF Galeny (dnes Ivax Pharmaceuticals) na
cyklosporin, po zapracovani RTG partie, jako ,,very high standard®. V ramci registrace
aktivnich substanci prostiednictvim nového evropského systému certifikath se prave
RTG strukturni studie dostavaji az k projednani na trovni Evropské komise pro 1écivé
substance a promitnou se tak v budoucnu i do zdvaznych evropskych norem v ramci
monografii European Pharmacopoeia (EP).

Z hlediska kontroly jakosti bylana zakladé nasich RTG méfeni monitorovana
polymorfie a solvatomorfie vyrobnich a valida¢nich Sarzi, vstupnich surovin a
laboratornich  krystalizaci a strukturné a difrakéné identifikovany produkty,
meziprodukty a necistoty.

Krom¢ toho byla aplikacné rozvijena metodika RTG difrak¢énich studii ve farmacii, tak
jak to vyzaduje evropsky standard. Vedle téchto kontroln€¢ vyrobnich aspekti mayji
dosazené vysledky i1 svoji akademickou hodnotu. Praktické téma polymorfie urcité
aktivni substance lze rozvijet smérem k zdkladnimu vyzkumu a vysledky nekolizné
publikovat, spole¢n¢ s pracovniky V&V farmaceutickych firem, v odborném tisku. I
toto je pfitazlivé pro farmaceuticky primysl, nebot’ tim zvySuje v&€decky kredit svych
vyrobki.

Z hlediska dalsiho poznani polymorfie farmaceutickych substanci prispiva tato prace
detailnim popisem nékolika dulezitych polymorfnich a solvatomorfnich systémi.
Nejvice si cenim originalniho pfistupu uvazovat solvatomorfii jako moznost zaplhovani
kavit ve struktufe hostitele (substance) riznymi molekulami solventt (hostit).

A tip pro dal$i rozvoj védniho oboru — vytvofit databazi polymorfli a solvatomorfl
pevnych farmaceutik. Dosavadni udaje jsou poncékud nepiehledné rozprostiené
v primarni a sekundarni literatufe [27,28] a v patentech. Nevim, Ze by takova
interaktivni databaze existovala nebo se o ni uvazovalo na odbornych setkanich.

Nepochybuji, ze by byla uzite¢na a velmi vyhledavana.

6. Pouzita literatura
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Souhrn tezi disertace

Schopnost molekuly vykrystalovat v rtiznych krystalovych formach se nazyva
polymorfie (polymorfismus). Pokud je do krystalové struktury zahrnut i1 solvent
(nejcastéji voda), hovoiime o solvétech (hydratech), ptipadné pouZivame pro tyto formy
1 jiné nazvy — solvatomorfy nebo pseudopolymorfy. I solvaty vSak mohou vykazovat
polymorfii. RGzné krystalova struktura polymorfii a solvatomorfii determinuje jejich
odli$né vlastnosti.

V poslednich, zhruba 10 letech vyznam polymorfie vzrostl predev§im ve farmacii a
jesté akceleroval po prvnim velkém patentovém sporu firem Glaxo a Novopharm o
ranitidin hydrochlorid v roce 1995. Etické farmaceutické firmy (originalni vyrobci) se
snazi pfed generickymi firmami patentové ochranit vSechny mozZné pevné formy urcité
farmaceutické substance. Polymorfie a solvatomorfie jsou u farmaceutik velmi castym
jevem a nelze je teoreticky predpoveédét z kvantové-chemickych vypocti a proto je

nutné u vybrané substance provést komplexni ,screening”, coz piedstavuje velké
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mnozstvi krystalizanich experimentl. S tim souvisi také validace vhodné analytické
metodiky, ktera je schopna vSechny polymorfy, resp. solvatomorfy jednoznacné
charakterizovat, rozlisit a stanovit. Polymorfy a solvatomorfy urcité substance se lisi
pfedevSim farmakokinetickym profilem, biodostupnosti, technologickymi parametry
(mleti, tabletace, filtrovatelnost) a stabilitou.

Muj piispévek a piispévek mych spolupracovnikii na Ustavu chemie pevnych latek
VSCHT Praha k uvedené problematice spo&iva piedev§im v monitorovani polymorfie a
solvatomorfie vybranych substanci metodou RTG fadzové a strukturni analyzy. Dale v
rozvoji této metodiky a problematiky, jednak pro potfeby farmaceutickych firem
piisobicich v CR a pak i nekoliznim akademickym smérem. Vysledky nasich studii jsou
aplikovany pro sledovani molekuldrniho pakovani polymorfi a solvatomorfli, dale pro
vyzkum flexibility/rigidity biologicky aktivnich molekul, v modelovani kavit
v krystalovych strukturach substanci a ve studiu jejich zaplnéni molekulami solventti, ve
vyvoji specializovaného krystalografického software, v modelovani interakci nékterych
substanci s receptory, ve vybranych krystalizacich a v mikroskopickych pozorovanich.
Béhem 15 let vyzkumu polymorfie byly v nasi RTG laboratoti studovany tyto skupiny
biologicky aktivnich substanci: namelové alkaloidy, imunosupresiva, morfinany, statiny,
flavanolignany a dalSi. Tyto substance byly, az na vyjimky, syntetizovany ve
farmaceutickych firmach a vétSina znich ma terapeutické pouziti. Nejvice byly
z uvedeného souboru prostudovany polymorfni a solvatomorfni systémy nadmelovych
alkaloidii a cyklosporinli (imunosupresiva) a proto jsou dosazené vysledky v disertaci
demonstrovany na vybranych substancich z té€chto skupin farmaceutik. U ndmelovych
alkaloidii jsou popsany krystalové formy terguridu, lisuridu, nicergolinu, cabergolinu a
vybranych  dihydroergopeptint -  dihydroergocristinu,  dihydroergotaminu a
dihydroergotoxinu; z cyklosporinli je popsana solvatomorfie cyklosporinu A a
cyklosporinu E.

Tergurid krystaluje v 7 formach, lisurid ve 4 formach, nicergolin je dimorfni a u
cabergolinu je znamo 8§ forem. Dihydroergocristin mesylat se podaftilo vykrystalovat v 5
riznych solvatech, dihydroergotamin vinan ve 3 solvatech a u dihydroergotoxinu
mesylatu jsme popsali 6 forem. U kazdého zminéného typu ndmelového alkaloidu je
studovéana a diskutovana flexibilita/rigidita molekuly, postaveni bocnich fetézci,
krystalové pakovani, stabilita forem a jejich ptipadné fazové transformace. Krystalové

struktury studovanych dihydroergopeptinli se navic podafilo rozdélit do 5 strukturnich

typi.
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Vyrazn¢ imunosupresivni cyklosporin A krystaluje v 7 riznych solvatech a cyklosporin
E se podafilo vykrystalovat ve 3 solvatech. Podrobné byla studovana konformace
cyklosporinového molekularniho skeletu, dana systémem intramolekularnich H-vazeb a
jeji ovlivnéni solvataci. Origindlné byla solvatomorfie cyklosporinii uvazovana jako
vypliiovani kavit v jejich krystalovych strukturach molekulami solventd. Byly
vypocitany parametry téchto kavit a korelovany s hodnotami pakovacich koeficientli
vybranych solventi. Byl zaveden pojem izostrukturnich cyklosporinovych klatrata
preferencné krystalujich v prostorovych grupach P 2, a P 4,.

Vysledky uvedené v této praci mély a maji velky prakticky vyznam pro spolupracujici
farmaceutické firmy v souvislosti s ¢asovym harmonogramem vyvoje urcitého generika.
Studie polymorfie a solvatomorfie byly nezbytné, aby firmy splnily dokumentacni
kritéria statnich autorit pro schvalovani a kontrolu 16¢iv (SUKL, FDA), nedostaly se do
patentovych kolizi a uspély v licencnim fizeni pii prodeji svych produktii. Zejména se
jednalo o neustalé zvySovani trovné ,.Drug Master Files®, jejichz neopomenutelnou

kapitolou jsou vysledky RTG fazovych a strukturnich méfeni.

A contribution to understanding of polymorphism of pharmaceutical substances

The ability of a particular chemical substance to exist in several different crystal forms
is called polymorphism or solvatomorphism for forms including solvents. These
phenomena are frequently observed in solid pharmaceuticals. Polymorphs have different
crystal structures and vary in both their physical and biological properties (crystal shape,
hardness, melting point, solubility, bioavailability etc.). This affects commercial drug
formulations and their therapeutical effect. Polymorphs and solvatomorphs can be
detected using various analytical techniques including mainly X-ray diffraction, NMR
and IR spectroscopies, thermal methods, and microscopy. The exact theoretical
prediction of polymorphic and solvatomorphic behaviour is not yet possible. Therefore,
producers of original pharmaceuticals tend to patent all crystal forms of the developed
active substance, while producers of generics mostly search for new polymorphs
(solvatomorphs) or technologies. Clearly, this practice can lead to lawsuits.

My contribution as well as the contribution of my co-workers at the Department of Solid

State Chemistry, Institute of Chemical Technology, Prague to understanding of
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polymorphism of pharmaceutical substances comprises monitoring of polymorphs
(solvatomorphs) by X-ray diffraction methods. Results of our studies are enable
description of crystal packing, molecular rigidity/flexibility, modeling of solvent-
cavities in crystal structures, and interaction of substances with cell receptors. In
addition, new crystallization methods are tested in our Laboratory and crystallographic
software is being developed.

This thesis provides a detailed description of polymorphism and solvatomorphism for
selected ergot alkaloids and cyclosporins:

Semisynthetic ergot alkaloid derivatives — terguride crystallizes in seven different forms,
lisuride in four forms, nicergolin is dimorphic, and cabergoline has seven forms. Crystal
structures of 16 ergopeptine solvatomorphs can be divided into five structural types.
Transformation pathways of the crystal forms and conformation flexibility of ergoline
(ergolene) moiety and its side chains are also described.

Immunosuppressive cyclosporin A (Cs A) forms seven solvatomorphs while cyclosporin
E (Cs E) three. A conformational comparison of solvated Cs A with its non-
immunosuppressive derivative Cs E shows some differences in the system of
intramolecular H-bonds. We found that the inclusion effect of cyclosporin molecules
packed in “cyclosporin clathrates” promotes preferential crystallization with various
chiral molecules and organic solvents.

X-ray diffraction studies of active pharmaceutical substances are extremely important
for the pharmaceutical industry since they enable to improve the Drug Master Files

required by regulatory authorities such as FDA and SUKL.
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