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Kratak sadzaj

Soft (,antedrug”) glukokortikoidi su farmakoloski aktivna jedinjenja koja se
biotransformisu na predvidiv i kontrolisan na¢in do neaktivnih i netoksi¢nih metabolita. Amidi
kortienskih kiselina (173-karboksamidni derivati glukokortikoida) su potencijalni soft lekovi sa
manje nezeljenih efekata u odnosu na konvencionalne glukokortikoide. Precis¢avanje 17f-
karboksamidnih derivata hidrokortizona je prikazano na primeru amida kortienske kiseline iz
hidrokortizona i etil estra L-glicina i vrsi se primenom hromatografije na koloni i preparativne
tankoslojne hromatografije (TLC). Optimizacija procesa preciS¢avanja je izvrSena primenom
analiticke TLC i reverzno-fazne teCne hromatografije pod visokim pritiskom (RP-HPLC).
Mobilna faza koja omogucuje najbolje hromatografsko razdvajanje amida od necisto¢a na TLC
plocici (hloroform-metanol (95:5 V/V) je odabrana i izvrSena je njena modifikacija (smanjenje
polarnosti, odnosno dodatak glacijalne sircetne kliseline) u cilju precis¢avanja hromatografijom
na koloni, odnosno preparativnom TLC. Primenom RP-HPLC je potvrdeno da su navedeni
postupci precis¢avanja omogucili dobijanje amida stepena Cistoce 96,2 %.

Kljuéne reci: 17p-karboksamidni derivati hidrokortizona, analiticka TLC,
RP-HPLC, hromatografija na koloni, preparativna TLC.
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Uvod

Koncept soft lek se prvi put pominje 1980. godine kao deo retrometabolickog
pristupa u dizajniranju farmakoloski aktivnih jedinjenja sa manje neZeljenih efekata
[1-5]. Soft (,,antedrug”) glukokortikoidi su estri kortienske kiseline (loteprednol
etabonat 1 etiprednol dikloacetat), kao i estri i amidi kiselina dobijenih oksidacijom
glukokortikoida na polozajima C6, C17 i C21. Ova jedinjenja se biotransformi$u na
predvidiv i kontrolisan nac¢in do neaktivnih i netoksi¢nih metabolita [6, 7].

Do sada je sintetisano nekoliko grupa amida kortienskih kiselina (17p3-
karboksamidnih derivata glukokotikoida) 1 alkil, cijanoalkil, oksialkil, aminoalkil i
aromati¢nih amina [8-10]. Ova jedinjenja mogu biti agonisti, parcijalni agonisti ili
antagonisti glukokortikoidnih receptora, $to zavisi od prirode njihovog boc¢nog niza.
Prisustvo grupa u bo¢nom nizu koje mogu da ostvaruju vodonicne veze sa
glukokortikoidnim receptorom je neophodno da bi ova jedinjenja delovala kao agonisti.
Formstecher 1 saradnici su ispitivali afinitet za glukokortikoidni receptor i
antiglukokortikoidnu aktivnost serije 17p-karboksamidnih derivata deksametazona [10].
Najizrazeniju antiglukokortikoidnu aktivnost poseduju derivati koji u bocnom nizu
imaju alkil ili aril supstituente, bez prisustva grupa koje bi mogle da stvaraju vodoni¢ne
veze sa receptorom. Zajednicko za derivate koji ispoljavaju glukokortikoidnu aktivnost i
derivate koji ispoljavaju antiglukokortikoidnu aktivnost je da se povecanjem afiniteta za
receptor povecava i bioloska aktivnost jedinjenja. Toksi¢nost i metabolizam jedinjenja
koja pokazuju glukokortikoidnu aktivnost nisu ispitani, tako da za sada nema potvrde da
1 ovi derivati glukokortikoida spadaju u soft lekove.

Sinteza 17p-karboksamidnih derivata hidrokortizona se vr§i primenom 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)karbodiimida (EDC), N-hidroksibenzotriazola (HOB?) i trietilamina
(TEA) iz odgovarajuée kortienske kiseline i aminokiselina [11]. Cisto¢a reakcione
smeSe zavisi od viSe faktora: vremena trajanja reakcije, temperature, koliCine
upotrebljenih reaktanata 1 katalizatora. Najve¢i problem prilikom preciS¢avanja
sintetisanih jedinjenja predstavljaju neizreagovali EDC, derivat uree koji nastaje iz EDC
po zavrSetku reakcije, kao i sporedni proizvodi sli¢ne strukture i fizickohemijskih
osobina kao 17B-karboksamidni derivati hidrokortizona. Stoga, neophodno je
pronalazenje optimalnih hromatografskih uslova kako bi se izvrSilo preciS¢avanje
reakcione smeSe hromatografijom na koloni 1 preparativnom tankoslojnom
hromatografijom (Thin Layer Liquid Chromatography - TLC).

Cilj ovog rada je da se prikaze primena hromatografskih tehnika u optimizaciji
procesa preciS¢avanja 17p-karboksamidnih derivata hidrokortizona na primeru amida
kortienske kiseline iz hidrokortizona 1 etil estra L-glicina (HEG). Optimizacija uslova
preciS¢avanja hromatografijom na koloni i preparativnom TLC je izvrSena primenom
analiticke TLC 1 reverzno-fazne teCne hromatografije pod visokim pritiskom
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(Reverse Phase High Performance Liquid Chromatography - RP-HPLC). Ispitivanje
stepena Cistoce sintetisanog amida izvrSeno je primenom RP-HPLC.

Eksperimentalni deo
Materijali

U cilju optimizacije uslova pre¢i§¢avanja amida primenom analiticke TLC
koris¢en je TLC silikagel 60 F254 na aluminijumskim plocama (Merck, Darmstadt,
Nemacka). Za preciS¢avanje sintetisanog amida koris¢eni su silikagel za hromatografiju
na koloni (veli¢ina cCestica: 0,063-0,200 mm; Merck, Darmstadt, Nemacka), silikagel
F254 za preparativnu TLC (Sigma Aldrich, Steinheim, Nemacka), hloroform (JT Baker,
Loughborough, Velika Britanija), metanol (JT Baker, Loughborough, Velika Britanija) i
glacijalna sir¢etna kiselina (Sigma Aldrich, Steinheim, Nemacka). Za ispitivanje stepena
Cisto¢e amida primenom RP-HPLC koriS¢eni su acetonitril HPLC Ccistoce (Sigma
Aldrich, Steinheim, Nemacka) i dejonizovana voda (TKA sistem za pre¢is¢avanje vode,
Niederelbert, Nemacka).

Precisc¢avanje reakcione smese primenom hromatografije na koloni

17B-karboksamidni derivati hidrokortizona su sintetisani primenom EDC, HOBt i
TEA prema postupku opisanom u literaturi [11].

U prvoj fazi precis¢avanja primenjena je hromatografija na koloni. Odmereno je 7
g silikagela za hromatografijiu na koloni 1 suspendovano u odgovaraju¢oj mobilnoj fazi.
Ovako pripremljena suspenzija kvantitativno je preneta u vertikalno postavljenu
staklenu kolonu duzine 54 cm. Uparena reakciona smesa (oko 80 mg) se rastvori u
mobilnoj fazi 1 kvantitativno prenese u kolonu na povrSinu suspenzije silikagela.
Precis¢avanje se vrsi kontinuiranim dodavanjem mobilne faze u kolonu i prikupljanjem
eluata u obliku veceg broja frakcija male zapremine (2-4 mL). Frakcije koje sadrze amid
se spajaju, uparavaju do suva, nakon Cega se vrsi preciS¢avanje primenom preparativne
TLC.

Precis¢avanje reakcione smeSe primenom preparativne TLC

U drugoj fazi preciS¢avanja koriS¢ena je preparativna TLC. Odmereno je 20 g
silikagela za preparativnu TLC (sa fluorescentnim indikatorom F254) i suspendovano u
55 mL destilovane vode. Dobijena suspenzija je razlivena na staklenu plocu dimenzije
20 X 20 cm i ostavljena jedan dan da se osusi na sobnoj temperaturi. Pre upotrebe,
ovako pripremljena plo¢a se aktivira suSenjem na 105 °C u toku 2 h. Uzorak (oko 30
mg) se rastvori u metanolu i nanese u obliku tanke horizontalne linije na oko 2 cm od
donje ivice staklene ploce. Razvijanje se vrSi uzlaznom tehnikom primenom
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odgovaraju¢e mobilne faze. Iz odgovarajuc¢e zone na ploci ekstrahuje se amid smeSom
hloroform-metanol (70:30 V/V), nakon ¢ega se dobijeni ekstrakt upari do suva.

Ispitivanje stepena Cistoce sintetisanog amida

Stepen Cistoce sintetisanog amida je ispitan primenom RP-HPLC. Primenjena je
modifikacija hromatografske metode iz Ph. Eur. 7. koja se koristi za ispitivanje stepena
Cisto¢e hidrokortizona [12]. RP-HPLC analiza je izvrSena na Agilent 1200 te¢nom
hromatografu, opremljenom binarnom pumpom, Rheodyne injektorom (injekciona
zapremina je 20 pL) i DAD detektorom. KoriS¢ena je kolona Zorbax Eclipse Plus C18
(250 x 4,6 mm; 5 um veliCina Cestica), mobilna faza se sastoji od acetonitrila i vode
(40:60 V/V) sa protokom 1 mL/min, a temperatura kolone je podesena na 30 °C. Stepen
Cisto¢e amida odredivan je na talasnoj duzini od 254 nm.

Rezultati i diskusija
Optimizacija hromatografskih uslova za preciséavanje amida hromatografijom
na koloni i preparativnom TLC

Upotreba hromatografskih tehnika u optimizaciji preci§¢avanja, precis¢avanju i
ispitivanju stepena cistoce 173-karboksamidnih derivata hidrokortizona je prikazana na
primeru amida kortienske kiseline iz hidrokortizona i etil estra L-glicina (HEG, Slika 1).

Slika 1. Struktura amida HEG
Figure 1. The structure of amide HEG

PreciS¢avanje amida je izvrSeno u dve faze. U prvoj fazi primenjena je
hromatografija na koloni, a u drugoj preparativna TLC.
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Kao polazna tacka u optimizaciji hromatografskih uslova precis¢avanja amida
HEG hromatografijom na koloni i preparativnom TLC posluzila je mobilna faza
upotrebljena za ispitivanje stepena cistoée serije 17p-karboksamidnih derivata
deksametazona sa razliCitim alkil i aminoalkil aminima primenom analiticke TLC:
hloroform-metanol (90:10 V/V) [9].

Hromatografsko razdvajanje amida HEG od necistoca iz reakcione smesSe ispitano
je primenom nekoliko mobilnih faza sa razli¢itim zapreminskim odnosima hloroforma i
metanola:

- hloroform-metanol (70:30 V/V) (A)

- hloroform-metanol (80:20 V/V) (B)

- hloroform-metanol (90:10 V/V) (C)

- hloroform-metanol (95:5 V/V) (D)

Najbolje razdvajanje amida od necisto¢a iz reakcione smeSe je postignuto
primenom mobilne faze D (hloroform-metanol (95:5 V/V)). R¢ vrednosti HEG i
necistoca koje su vidljive na 254 nm u ovom hromatografskom su: 0,10 (necistoca 1);
0,36 (necistoc¢a 2); 0,44 (HEG); 0,56 (necistoca 3); 0,80 (necistoca 4); 0,89 (necCistoca
5). TLC hromatogram amida HEG i necistoca 1-5 je prikazan na Slici 2.

Necistoca 5
Necistoca 4

Necistoca 3

HEG

Necistoca 2

Nedistoca 1

Slika 2. TLC hromatogram amida HEG i necisto¢a 1-5 (mobilna faza D)
Figure 2. TLC chromatogram of amide HEG and impurities 1-5 (mobile phase D)
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Direktna primena mobilne faze optimizovane primenom analiticlke TLC u
precis¢avanju hromatografijom na koloni Cesto nije moguéa, tako da se obi¢no vrsi
blago smanjenje njene polarnosti. Polarnost izabrane mobilne faze (mobilna faza D) je
smanjena promenom odnosa hloroforma i metanola, tako da je sastav mobilne faze
upotrebljene za preciS¢avanje HEG hromatografijom na koloni hloroform-metanol
(98,5:1,5 V/V). Prikupljene frakcije koje sadrze HEG su spojene i uparene do suva.
Stepen cCisto¢e HEG preciS¢enog hromatografijom na koloni je ispitan primenom RP-
HPLC metode, a odgovarajuc¢i hromatogram je prikazan na Slici 3.

DAD1 B, Sig=254,10 Rar=360,100 (AMIDIKORTIENS KEVAMIDOD0072. D)

Slika 3. HPLC hromatogram amida HEG nakon precis¢avanja hromatografijom
na koloni

Figure 3. The HPLC chromatogram of amide HEG after the purification by use
of column chromatography

Na prikazanom hromatogramu se pored amida HEG (R; = 6,82 min) uocava i
necistoca koju nije moguce uociti u hromatografskom sistemu D (necisto¢a 6, Ry = 5,05
min; RR; = 0,74). Na slici su prikazani i UV spektri amida i necisto¢e 6, pored
odgovaraju¢ih hromatografskih pikova. Na osnovu slicnih UV spektara 1 izgleda
hromatografskih pikova moze se zakljuciti da necisto¢a 6 ima sli¢nu hemijsku strukturu
kao HEG. Sadrzaj ove necistoée je oko 3 % u odnosu na sadrzaj HEG. Cisto¢a amida
HEG iznosi 93,2 %.

Kako bi se postiglo razdvajanje HEG od necisto¢e 6, izvrSena je modifikacija
sastava mobilne faze D dodatkom glacijalne siretne kiseline. Modifikovana mobilna
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faza je sledeCeg sastava: hloroform-metanol-glacijalna sir¢etna kiselina (95:5:1 V/V/V)
(E).

Primena mobilne faze E (dodatak glacijalne siréetne kiseline) omogucuje
razdvajanje amida HEG (R = 0,44) od necistoce 6 (Rf = 0,42). Na osnovu
pretpostavljene sli¢nosti hemijskih struktura HEG 1 ove necistoce, moze se ocekivati da
dodatak glacijalne siréetne kiseline ne dovodi do jonizacije ova dva jedinjenja ve¢ do
suzbijanja jonizacije silanolnih grupa, c¢ime se povecava efikasnost silikagela i
poboljsava razdvajanje supstanci koje se preciS¢avaju ovom tehnikom. Na osnovu ovih
rezultata, mobilna faza E je odabrana za finalno precis¢avanje amida HEG
preparativnom TLC.

Preciséavanje amida HEG preparativnom TLC

Precis¢avanje amida HEG (iz uzorka prec¢is¢enog hromatografijom na koloni) je
izvr§eno primenom preparativne TLC 1 mobilne faze E. Iz odgovarajuce zone na TLC
plo¢i ekstrahovan je amid sme$om hloroform-metanol (70:30 V/V). Cistoéa ovako
izolovanog amida je ispitana RP-HPLC metodom. Dobijeni hromatogram je prikazan na
Slici 4.

DAL B, Sige254,98 Refx380,100 (AMIDIKDR TIENSKEVAMIDOODO1T 1)
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Slika 4. HPLC hromatogram amida HEG nakon preciS¢avanja preparativhom TLC
(mobilna faza E)

Figure 4. The HPLC chromatogram of amide HEG after the purification by use of
preparative TLC (mobile phase E)
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Sadrzaj necisto¢e 6 u uzorku je oko 0,9 % u odnosu na sadrzaj amida, Sto je
znacajno manje u odnosu na uzorak koji je preciS¢éen samo hromatografijom na koloni.
Hromatografijom na koloni i preparativnom TLC (uz primenu mobilne faze E) dobijen
je amid HEG cistoc¢e 96,2 %. Ovako precis¢en amid moze biti upotrebljen za dalja in
vitro (fizickohemijska karakterizacija 1 odredivanje osnovnih fizickohemijskih i
biofarmaceutskih parametara) i in vivo (procena bioloske aktivnosti) ispitivanja.

Zakljucak

U cilju precis¢avanja HEG (amid kortienske kiseline iz hidrokortizona i etil estra
L-glicina) primenjene su dve hromatografske tehnike: hromatografija na koloni 1
preparativna TLC. Mobilnu fazu koja je koriS¢ena za prec¢iS¢avanje hromatografijom na
koloni ¢ine hloroform i metanol (hloroform-metanol (98,5:1,5 V/V)), a mobilnu fazu
koriSéenu za precis¢avanje preparativnom TLC cine hloroform, metanol i glacijalna
sircetna kiselina (hloroform-metanol-glacijalna siréetna kiselina (95:5:1 V/V/V)).
Sastav mobilnih faza koriS¢enih za precis¢avanje HEG ovim hromatografskim
tehnikama je prethodno optimizovan primenom analiticke TLC. Kombinacija
hromatografije na koloni i preparativne TLC omogucuje dobijanje amida stepena
¢istoce 96,2 %, koji moZe biti upotrebljen za dalja in vitro 1 in vivo ispitivanja.
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Summary

Soft (“antedrug”) glucocorticoids are pharmacologically active compounds which are
biotransformed in a predictable and controllable way to inactive and non-toxic metabolites.
Amides of cortienic acids (17p-carboxamide derivatives of glucocorticoids) are potential soft
drugs with fewer side effects than traditional glucocorticoids. The purification of 17f-
carboxamide derivatives of hydrocortisone was explained using the amide of hydrocortisone-
derived cortienic acid and ethyl ester of L-glycine as an example and performed by use of
column chromatography and preparative thin-layer chromatography (TLC). The optimization of
purification process was performed employing analytical TLC and reversed-phase high-
performance liquid chromatography (RP-HPLC). The mobile phase that enables best
chromatographic separation of the amide from impurities on TLC plate (chloroform-methanol
(95:5 V/V)) was selected and modified (reduction of polarity and addition of glacial acetic acid)
to be used for the column chromatography and preparative TLC purification. It was confirmed
by use of RP-HPLC that purification procedures applied in this study resulted in pure (96.2 % )
amide.

Keywords: 17B-carboxamide derivatives of hydrocortisone, analytical TLC,
RP-HPLC, column chromatography, preparative TLC.
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