VYSOKA SKOLA
CHEMICKO-TECHNOLOGICKA
V PRAZE

RTG difrakéni metody a jejich
aplikace ve farmacii

Bohumil Kratochvil

Farmaceuticka fakulta VFU Brno



Pevnolatkové analytické metody pouzivané ve farmacii

PXRD - Powder X-Ray Diffraction

SCXRD - Single Crystal X-Ray Diffraction

ssNMR - Solid State Nuclear Magnetic Resonance

DSC - Differential Scanning Calorimetry (HyperDSc, MicroDSC)
MTDSC - Modulated Temperature Differential Scanning Calorimetry
IR - mid-Infrared Spectroscopy

NIR - Near-Infrared Spectroscopy

TGA - Termogravimetric Analysis

DVS - Dynamic Vapour Sorption

FTIR - Fourier Transform Infrared

TPS - Terahertz Pulsed Spectroscopy

IMC - Isothermal Microcalorimetry

PLM - Polarised Light Microscopy

MS - Mass Spectroscopy

TSC - Thermally Stimulated Current

TEM, SEM, HRTEM - Transmission (Scaning, High Resolution) Electron Microscopy
AFM - Atomic Force Microscopy

STM - Scaning Tunelling Microscopy

RS - Raman Spectroscopy

IMC - Isothermal Microcalorimetry

DRIFTS - Diffuse Reflectance Infrared Transmission Spectroscopy
EXAFS - X-Ray Absorption Fine Structure

XANES - X-Ray Absorption Near Edge Structure

SAXS - Small Angle X-Ray Scattering



Rozdéleni pevnolatkovych analytickych metod

metody analyzujici molekuly: RTG difrakce,
IR, NIR a Ramanova spektr., pevnoldtkovda NMR,
hmotnostni spektroskopie (MS)

metody analyzujici krystalovou (amorfni)
strukturu: RTG difrakce (prdskovd,
monokrystalovd) , teplotni metody (TGA, DSC,
mikroDSC, hyperDSC, kalorimetrie (SC, TSC,
IMC), pokrocilé mikroskopie (TEM, SEM, AFM,
HRTEM, STM), terahertzova spektr., RTG
absorpcni spektr. (EXAFS, XANES), malodhlovy
rozptyl (SAXS)

metody analyzujici ,bulk® (povrch, velikost a
tvar castic, sypné a filtracni charakteristiky,
hygroskopicitu...): optickd mikroskopie (v polarizov.
sveétle, teplotni), dynamicka sorpce par (DVS), sitovd
analyza, laserova difrakce, zeta potencidl, méreni
adsorpchich izoterem, RTG difrakce




Pristrojové zdzemi v CR a SR pro metodiku RTG difrakce

PXRD - Powder X-Ray Diffraction ( RTG prdskova (fdzova) analyza)

SCXRD - Single Crystal X-Ray Diffraction ( RTG monokrystalova (strukturni) analyza)

RTG praskova (fazova) analyza:

* rutinni technika nejenom ve farmaceutickych laboratorich -
RTG praskovy difraktometr (v CR a SR v provozu okolo 150 pFistrojd)

* hlavni vyrobci: Bruker, PanAnalytical, Rigaku (cena okolo 150 tis. EUR)

RTG monokrystalova (strukturni) analyza:

néroéna technika, v CR a SR nemd zddna farmaceuticka firma -
RTG monokrystalovy difraktometr (v CR a SR v provozu asi 10 pristroji)

hlavni vyrobci: Bruker, Agilent (Oxford Diffraction), Rigaku (cena okolo
550 tis. EUR)



RTG difrakéni metody pouzivané ve farmaceutickém primyslu

Typ méreného materialu

Monokrystalové metody/\Préékové (polykrystalické) metody

10-3- 105 mm 0,1 nm - 10 pm

&

malé molekuly biomakromolekuly prasek kompaktni tenka vrstva
téleso

Vystup

L
.

strukturni analyza strukturni analyza fazova analyza, ale i strukturni analyza



Farmaceutické materialy - chemické a fyzikalni typy
pevnych lécivych latek

( W - molekula)
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kokrystal hydratovany kokrystal kokrystal soli hydratovany kokrystal soli

multikomponentni slou¢eniny, které jsou potencialné polymorfni

Jedna farmaceuticka molekula muze tvofrit vice nez 100 riznych pevnych substanci




Farmaceutické materialy - pevné lékové formy
(tablety, tobolky, drazé, cipky)




Nejcastéji zkoumané jevy a procesy v pevnych substancich a
v pevnych lékovych formach metodami RTG difrakce

Monitorovani fazového slozeni farmaceutickych praska, reprodukovatelnost sarzi
»Screening” hydratti a solvatu a procesi dehydratace a desolvatace

Identifikace a stanoveni polymorfl a studium polymorfnich transformaci
Amorfni faze a jejich transformace na krystalické faze, stupen krystalinity
Farmaceutické soli, kokrystaly a jejich priprava

Monitorovani stability, degradacnich procest a strukturni charakterizace pevnych
degradacnich produktt

Stanoveni technologickych parametru praskd, segregacni chovani smési
Analyza homogenity (mikrostruktury) kompaktnich Iékovych forem (tablety, tobolky)

Farmaceuticka dokumentace, expertni posouzeni pri patentovych sporech



Kratky pohled do historie RTG difrakce

1912: Laue, Friedrich, Knipping - 1912-22: W.L. Bragg & W.H. Bragg -
objevili difraci RTG zareni na vyresSili struktury jednoduchych

krystalickych latkach anorganickych a organickych sloucenin:
diamant, grafit, méd’, chlorid sodny a

draselny, sfalerit,fluorit, pyrit,
vapenec, korund, spinel, led, naftalen

M. von Laue
Fig.
Prvni RTG difraktogram krystalu nA=2dsin 6
modré skalice
Friedrich W., Knipping P., Laue M.: Braggova rovnice

Ann.d. Physik 41, 971 (1913).



Historie RTG strukturni analyzy v CR

Prvni krystalova struktura byla vyresena v létech 1951-1957
Dr. Allan Linek (fyzik)

Ethylendiammonium - tartrate (EDT), model struktury byl vystaven na
EXPO1958 v Bruselu (N-modry, O-Cerveny, C-Cerny)



Kratka historie pouzivani RTG difrakénich
metod ve farmacii a lékarstvi

~ 1950: Franklin, Crick, Watson ~ 1950: Farmaceutické spolecnosti zacaly

- RT6G difraktogram DNA vyuzivat RTG praskovou metodu pro
(struktura dvojité Sroubovice) kontrolu fazové Cistoty vyrobnich Sarzi
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Difraktogramy vyrobnich $arZi jednoho produktu
- je prokdzana reprodukovatelnost vyroby




RTG zareni

Wavelength 1pum 100nm 10nm 1nm 100 pm 10 pm lpm 100 fm
iU L AL T prerrrre | bR

visigEe light soft X—rays

ultraviolet light hard X—rays
|
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Photon energy 1 eV 10eV 100evV 1 keV 10 keV 100 keV 1 MeV 10 MeV
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X-ray crystallography [Mammography Medical CT Airport security

by
B Sl N,

1pm=1012m=0,000nm, 1A =10Ym =0,1nm, 1nm=10° m

Vinova délka RTG zareni je srovnatelna se vzdalenostmi atomi
(rozptylujicich center) ve strukture krystalu - proto muze
vzniknout pozorovatelny difrakéni obraz, ktery analyzujeme




Zdroje RTG zareni

Laboratorni zdroj
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1 VODNi CHLAZENI NA BANKA
2 ANODA 1 F
3 BERYLIOVE OKENKO
4 KATODA 10 QHREV KATODY
5 EL. PRIVODY 11 PRIVODNI  PATICE
6 KOVAR

RTG lampa

s ™charakterist. Vinové délky (pm)

E Anoda Ko, Ka, Ko™ Budici napéti(kV)
Cu 154,056 154,439 154,184 8,98
Mo 70,930 71,359 71,073 20,00
Co 178,897 179,285 179,026 7,71

Fe 193,600 193,998 193,736 7,11
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RTG difrakcni experiment a difrakéni obrazce
(difraktogramy) - nikoliv atomy |

Difraktogramy

Ihkl
krystalové

roviny (hkl) ~difrak&ni skvrna
/_ (difrakce)
7| /%

primdrni svazek M\y
>

A
6 rotace vzorku

J

Analyticky vyuzitelné
veli¢iny:

leraké ni inTer\ZiTG, Ihkl
Pozice difrakce, 20,

monokrystal

prasek
Courts N e A MW 1
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Rlizné podoby difraktogrami



Interpretace RTG difraktogramu - difrakce je reflexe

~U

AR
L8160
/ d

/

B¢ c

“ 1

\\(\* C:
)

R N

.

2 > “D ~ A K
>Q) by I
o —
‘ z

Konstruktivni interference - reflexe
nevyhasne, protoze R;a R, jsou ve fazi

nl=2dsino A=2dsin 0

rdd reflexe n je zahrnut do d

Destruktivni interference - reflexe
vyhasne, protoze R;a R, jsou v
protifazi

Energie primarniho RTG svazku je krystalem rozptylena
(reflektovana) pouze do uréitych sméru (zatimco v jinych vyhasne)




RTG difrakcni experiment ,vidi" (prostrednictvim
difrakéniho obrazu) strukturu pevné faze

Struktura: elektronovad, molekulovd, krystalova (amorfnt),
mikrostruktura (kompaktni télesa),
charakteristiky sypkého praskového ..bulku”

Struktura vs. Vlastnosti

Kazdd pevna forma ma jiné vlastnosti (funkcni a
technologické parametry) a pouze zménou
struktury formy lze tyto vlastnosti ménit |




Vnitfni struktura - nejdilezitéjSi fenomén
pevné faze

Struktura (dimenzionalni hierarchie):

= elektronova (< 1019)

= molekulova (1010 - 107 m)

= krystalovd, amorfni (10-3- 10°m)

= charakteristiky sypkého praskového , bulku“(10>- 103 m)
* mikrostruktura kompaktniho télesa (10~- 103 m)



s

Pasova teorie pevnych latek - viz
Elektronova struktura: E e I:> prednaska: Chemie a fyzika pevnych

| vatencnipas latek, pro farmacii méné dulezita

vnitini pas

Molekulova struktura: :> Viz dale, Pro farmacii dilezita!

Krystalova nebo

:> Viz dale, pro farmacii

amorfni struktura: velmi dulezité!
Mikrostruktura
kompaktnich Pro farmacii dileZita —

A / h ita lIékovych f !
lékovych forem: omogenita lékovych forem

Charakteristiky

sypkého
praskového bulku

:> Viz prednaska: Inzenyrstvi
farmaceutickych vyrob, pro farmacii
dilezité!




Molekulova struktura
cl_ NH;  HN o Cl

/\pl /;pt\ jako kancerostatikum ucinkuje
cl \NH3 cl NH, :

pouze forma cis

 |somerie cis, trans

Cisplatin Transplatin

H 5 H O O
N N
| ?;/< H )):@
N=C o) C=N_ R |
* Chiralita : i j %JR Y
@

@ O
Ao

S

thalidomid: S- isomer teratogen,
R-isomer sedativum

» kontrola spravné chirality vstupnich surovin

» kontrola zda pfi mnohastupnovych organickych syntézach nedochazi k necekané
zméné chirality meziproduktu (findlniho produktu)

» kontrola, zda pfi stereoselektivni syntéze nedochazi k racemizaci meziproduktu
(produktu)

> lokalizace ptip. zmény chirality u molekul s vice chiralnimi centry



Krystalické a amorfni faze
Makroskopickeé vlastnosti API jsou urceny mirou vzajemné usporadanosti
molekul (vnitfni strukturou API)

- Krystalické APl maji vnitrni krystalickou
strukturu usporadanou na dlouhou vzdalenost
(zhruba nad 100 A, 1A =101°m)

- Amorfni APl maji vnitrni strukturu
usporadanou pouze na kratkou vzdalenost
(zhruba pod 100 A)
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Krystalicka faze Amorfni faze



Semikrystalické API
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forma krystalicka forma semikrystalicka forma amorfni
LRO (long-range order) SRO (short-range order)
RTG difraktogramy
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Amorfni a semikrystalické API jsou fazemi nestabilnimi (vySe energetickymi) a proto
prechazi na faze krystalické (nize energetické)




Amorfni, semikrystalické a krystalické faze

RTG difraktogramy: =

\! ;{ﬂ*r.p
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40 L atorvastatin vapenaty amorfat
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atorvastatin vapenaty
semikrystal, forma V, firma Teva

atorvastatin vapenaty . 3H,0 krystal,

' L\WM forma |, firma Warner-Lambert (Pfizer)
- J
K ‘ PO

Semikrystalicka faze muize tvorit mezistupen pfti fazové transformaci :
Amorfat —» Semikrystalicka faze — Krystal




Zakladni charakteristika a rozdil mezi krystalickou a

amorfni fazi
Krystalicka faze: Amorfni faze:
ostry bod tani, Tt - teplota skelného prechodu, Tg
parametry krystalové (vnitrni)

- vnitrni (neusporadana) struktura
neni charakterizovana zadnymi
parametry

struktury:

mrizkoveé parametry, délky hran
buriky a,b,c [A] a jimi seviené
uhly o, 5,7 [°] , mezirovinné
vzdalenosti dhkl,

prostorovd grupa symetrie
pozice atomii x,y,z



Idealni krystal - elementy krystalové geometrie

V nultém pribliZeni hovorime o tzv. idedlni krystalové strukture neboli o idedlnim
krystalu, ktery je dokonaly (neporuseny) a nekonecné translacné periodicky.

Krystalova struktura realita - el.mikroskopie Idedlni krystal - molekuldrni grafika,
vystup z reseni RTG difrakénimi metodami



Idealni krystal - popis

PR

hmotnad bdze

Idedlni krystalova struktura = prostorova mrizka + hmotnd bdze



Idealni krystal - popis

Elementarni burika (a,b,c,a.B,y) Roviny (hkl) - ..zrcadla" - obsazeny atomy
(elektrony), mezirovinnd vzddlenost dy



Geometrie krystalové struktury -
elementdrni bunka

Rozméry bunky, délky hran a,b,c [A] a jimi sevrené dhly a,8,7 [°] , se
také nazyvaji mrizkové parametry. PoCet molekul v bunice udava symbol
Z (zde Z=1). Objem V = 2abc.{sin s . sin(s - «) sin (s -p) .

sin(s -y )}1/2 , kde s = (a + B + y)/2. V [A3].



14 Bravaisovych bunék prirazenych k
7 krystalografickym soustavdm

Krystalografické soustavy

1. Triklinicka
2. Monoklinicka
3. Orthorombicka

4. Romboedricka

5. Hexagonalni

6.Tetragonalni
7. Kubicka

Bravaisovy bunky




Pozice atomt v elementdrni bufice

15 2a

Pozici x,y,z udavaji bezrozmérna Cisla. Pozice atomu N v burice:
x=0.5, y=0.75; translaéné symetrické pozice dalSich atomi N :
i = x+1,y-1;ii = x,y-3 atd.



Prostorova grupa - elementy krystalové symetrie

Prostorova grupa je soubor vSech moznych operaci symetrie a jejich kombinaci s
elementadrni burfikou (primitivni nebo centrovanou), které je mozné nalézt v dané krystalové
strukture. Vzhledem ke translaéni periodicité krystalovych struktur je pocet moznych
prostorovych grup omezen na 230.

Symboly P.6.: P1, P2,/c, P2,2,2,,Pmna.....

Krystalova struktura sulfathiazolu (forma IIT) s vyznalenim elementdrni buriky, Sroubovych os 2,,
skluzné roviny b, a stfedt soumérnosti 1 (prostorovad grupa P2,/b)



Kompletni popis symetrie
krystalové struktury udava jeji
prostorova grupa (space group).

V prirodé existuje pouze 230
prostorové-symetrickych usporddani
neboli 230 prostorovych grup.

Zastoupeni vSech prostorovych grup v
prirodé neni rovnomérné, ale jsou
uprednosthiovdny pouze nékteré ——

Soust bodova  prostorova
oustava symetrie grupa
Triclinic 1 P1
1 Pl
Monoclinic 2 P2, P2,, C2
m Pm, Pe, Cm, Ce
2/m P2jm, P2/m, C2/m, P2/c, P2ife, C2/c

Orthorhombic 222

ni2

mmm

Tetragonal 1
4
4/m
422

A
dm

4/mmm

Trigonal

32
Im
Im
Hexagonal 6
6
6/m
622
6min
6m
6/mmpm
Cubic 23
m3
432
43m

}?ij?’f

P222, P222,, P2,2,2, P2,2,2,;, C222,, C222, F222, 1222,
12,2,2,

Pmm?2, Pme2,, Pec2, Pma2,, Pea2,, Pnc2,, Pmn2,, Pha2,
Pna2,. Pnn2, Cmm2, Cme2,, Cee2, Amm?2, Abm2, Ama?2,
Aba2, Fmm?2, Fdd2, Imm?2, 1ba2, Ima?

P, Punn, Pecem, Pban, Prma, Pnna, Prmna, Peea, Pham,
Pcen, Pbem, Punm, Pmmn, Pben, Pbea, Pnma, Cmem, Cmca,
Crmumm, Ceem, Cmma, Ceca, Fmmm, Fddd, Tmmm, Tham,
Lbca, lmma

P4, P4,, P4,, P4y, 14, 14,

P4, 14

Pd/m, Pd>/m, Pd[n, Pdy/n, 14/m, 14, /a

P422, P42,2, P4,22, P4,2,2. P4,22, P4,2,2, P4:22, Pd;2,2,
1422, 14,22

Pdnmm, P4bm, Pdsem, Pdonm, Pdce, Pdnc, Pdame, Pdshe,
1mm, 1dem, 14 md, 14 ¢d

P42m, P42c, P42\ m, Pd2ic, Pdm2, Pdc2, P4b2, Pan2, 1dm2,
[4¢2, 142m, 1424

P4/mmm, Pd/mee, Pdfnbm, Pd/nnc. P4/mbm, P4d/mnc,
Pd/numm, Pd[nce, Pd/mme, Pd>/mem, Pdsfnbe, Pdy/nnm,
Pa,/mbe, Pdsmmmm, Pdsfnme, Pdsfnem, 14/mmm, 14/moem,
14, /amd, 14;]acd

P3, P3,, P3;, R3

P3. R3

P312, P321, P3,12, P3,21, P3,12, P3,21, R32

P3ml, P3lm, P3el, P31c, R3m, R3¢

P31m, P31ec. P3ml, P3cl, R3m, R3¢

P6, P6,, P6s, P65, P65, P6y

P6

P6/m, P6s/m

P622, P6,22, P6s22, P6,;22, P6422, P6322

Pémm, Poce, Posem, Poayme

P6m2, P6c2, Pa;)m, P62¢

P6/mmin, Po/mce, Pos/mem, P6y/mme

P23, F23. 123. P2,3, 12,3

Pm3, Pn3, Fm3, Fd3, Im3, Pa3, 1a3

P432, P4,32, F432, F4,32, 1432, P4532, P4,32, 14,32

Pd3m, Fd3m, 143m, P43n, F43c, 143d

Pm3m, Pn3n, Pm3n, Pn3m, Fm3m, Fmic., Fd3m, Fd3c,
Im3m, Ta3d



Analyticky vyuzitelnd data ve strukturni RTG difrakci:
1) intenzita difrakc ni STOPY, Ihkl

Strukturni model typu ,ball Realistictéjsi pohled na strukturu
and sticks" (distribuce elektronové hustoty)



Abstraktni rozklad RTG difrakéniho experimentu -
jak vznikaji difrakcni intenzity

Intenzita difrakce I, souvisi primo Umérné s .mnozstvim elektroni" v roviné hkl

elektron atom el. bunka krystal
! i I::hkl Ihkl

http://blogearth.wordpress.com/2
tereeme! atomovy faktor  strukturni faktor  pozorovand intenzita

008/02/27/electron-filmed-for- J



Difrakce od rlznych rovin (hkl) jsou vi¢i sobé a po¢atku rizné
fazové posunuty, tzn., Ze ke kazdé intenzité I
prislusi hodnota faze ¢ hkl

————.— e e e e a A

Experimentdlné (RTG difrakct) jsou méritelné pouze
hodnoty Ihkl



Strukturni faktor F,, - difrakéni mohutnost
jedné elementarni bunky"

Y

|

L/ &
Skladoame pr'lspev,ky,vsefh = E Ny
atomu v elementarni bufice - | ~
s¢itani vin (atomovych amplitud ¢’ § g
. . VAR 4 - -
f;a jejich fazi ¢) e el
fic0s, f.cos . f,cos
' {'i;“@i ’ ) X

Fua = Y f;cos 2n(hx; + ky; + lz;) + i) f;sin 2n(hx; + ky; + Iz))
J J

@, = 2n (hx;+ ky;+ lzJ-) - hodnota faze je zadvisld na pozici atomu XiY;Z

Ihkl ~ | I::hkl | °




Analyticky vyuzZitelna data ve fazové RTG difrakci:
2) poloha difrakéni skvrny, 20,

optika & monochromator

detektor

“Bragg-Brentano” }

reflexni geometrie
RTG lampa

vzorek | , detektor

2 Ohkl

zrcadlo &

“Debye-Scherrer” monochromator _ ~_
transmisni rotujici kapilara se vzorkem

geometrie

RTG lampa



Souhrnna data I,,, 260,, (10 - 10¢ dat)

A Newy refinement
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A= 2d nk Sin Bk

Z poloh difrakci (20,,) lze vypocist mrizkové parametry (a,b,c,a.B.y):
Z intenzit difrakci (I,) Ize urlit pozice atomu v elementdrni burice (x,y,z)
Z vyhasinani difrakci (I, = 0) Ize urcit prostorovu grupu krystalu




RTG strukturni analyza na monokrystalu -
rutinni technika

Priprava

« Vvhodné rozpoustédlo resp. kombinace rozpous.
« hejpomalejsi dosazeni mirné presyceného
roztoku (pomalé chladnuti i desitky hod.)
« pomala diflze ,srazedla" do roztoku
. herudeny rist
« trpélivost ( desitky pokust...)

Vybér

- rozmér ~ 10- I mm (vyjimecné i mensi)
bez zjevnych defektu (srostlice atd.)
prihledny
Vstupni materidl - monokrystal » nestabilni materidl (kapildra nebo pokryti inertni
vrstvou)
elementarni analyza !l



Experiment - RTG difrakce na monokrystalu

= ' 1002

goniometricka Goniometr monokrystalovy

hlavicka zareni (MoKa,, CuKa) difraktometr
Méreni:

« béhem rddové nékolika hodin se proméri témér cely difrakcni prostor
(-h = +h; -k - +k; -l — +|) a ziska se nekolik tisic az stovek tisic
difrakci (reflexi) - .measured reflections” independent reflections"
. pro potlaéeni teplotnich vibraci atoml se méri za nizké teploty (150 K)



Postup reseni krystalové struktury

RTG difrakcni
experiment

zobrazeni vysledku vypoCet mapy elektronové
molekuldrni grafikou hustoty



Zpracovani dat - RTG strukturni analyza

Vstupni soubor: dhki (Ohki), Ihkl

h k |
p(xyz) = (/V) £ Z Z Fy,, exp [-2ni (hx + Ky + 1z)]

Fhki = | Fhki | exp i[@hk |Frki |2~ Ink - fazovy problém

Primé metody - urCeni hodnot fazi, phkl , ze statistickych a
pravdépodobnostnich vypoctu z Ihkl (Karle & Hauptmann, Nobelova

cena za chemii v r. 1985)
,Charge flipping*“ — nova metoda z r.2004 vyuzivajici brutalni sily

pocitacu

’° f e Mapa elektronové hustoty



RTG strukturni analyza - vysledky

Table 3. Atomic coordinates and displacement parameters (in A%,

Atom  Site x y z Un Uz Usz Uiz Uz Uz
0(18) 4a 0.5676(2) 0.5512(2) 0.1929¢(1) 0,0359(9) 0.0371(9) 0.050(1) 0.0118(7) 0.0065(8) 0.0036(8)
021) 4a 1.1907(2) =02026(2) —0.0774(1) 0.054(1) 0.029%(8) 0.0366(9) 0.0194(8) 0.0192(8) 0.0009%(7)
022) 4a 0.7969(1) —-0.0105(1) 0.01529(8)  0.0224(7) 0.0283(7) 0.0142(6) -0.0012(5) -0.0047(5) 0.0001(5)
N(I) 4a 0.6982(2) 0.3690(2) 0.2018(1) 0.0283(9) 0.0216(9) (.037(1) 0.0051(7) 0.0075(8) —0.0027(8)
N(6) 4a 0.8781(2) -0.1528(2) 0.1627(1) 0.0248(8) 0.0162(7) 0.0131(7) -0.0002(6) —0.6032(6) 0.0008(6)
C(2) 4q 0.6568(2) 0.2538(2) 0.2309(1) 0.0246(9) 0.027(1) 0.030(1) 0.0015(8) 0.0086(8) —0.0032(9)
Cy) da 0.7245(2) 0.1635(2) 0.1870(1) 0.0177(8) 0.0238(9) 0.0230(9)  —0.0005(7) 0.0036(7) —0.0022(8)
C) da 0.7284(2) 0.0265(2) Q.1908(1) 0.0212(8) 0.0209(9) 0.0181(8) -0.0012(7) 0.0065(7) 0.0006(7)
C(5) 4a 0.8703(2) -0.0174(2) 0.1605(1) 0.0167(8) 0.0180(8) 0.0131(8) —0.0030(6) -0.0015(6) —0.0041(7)
(7 4a 1.0120(2) -0.1975(2) 0.1344(1) 0.028(1) 0.0196(9) 0.0231(9) 0.0071(7) —0.0047(7) 0.0002(7)
C(8) da 1.0432(2) —0.1574(2) 0.0424(1) 0.026(1) 0.0227(9) 0.02149) 0.0061(8) 0.0001(7) —0.0019(8)
C9) 4a 1.0424¢(2) —0.0177(2) 0.0382(1) 0.0173(8) 0.0235(9) 0.0216(9) 0.0036(7) 0.0046(7) 0.0008(7)
C(10) 4a 0.9056(2) 0.0340(2) 0.0686(1) 0.0154(8) 0.0177(8) 0.0162(8) 0.0010(7) 0.0012(7) 0.0008(7)
C(11) dq 0.9047(2) 0.1741(2) 0.0713(1) 0.0166(8) 0.0217(9) 0.0204(9) —0.0008(7) 0.000%7) 0.0011(7)
C(12) " 4a 0.9809(2) 0.2546(2) 0.0219(2) 0.026(1) 0.027(1) 0.033(1) 0.0004(8) 0.0121(9) 0.0047(9)
C(13}) 4a 0.9616¢2) 0.3819(2) 0.0299(2) 0.031(1) 0.026(1) 0.042(1) —0.0063(9) 0.007(1) 0.0126(9)
C{14) da 0.8697(2) (.4339(2) 0.0866(2) 0.031(1) 0.0164(8) 0.041(1) —0.0002(8) —0.0018(%) 0.0055(9)
C(15) 4a 0.7946(2) 0.3528(2) 0.1381(1) 0.0203(9) 0.022(1) 0.032(1) 0.0015(8) —0.0016(8) —0.0015(8)
C(16) 4a 0.8119(2) 0.2262(2) 0.1284(1) 0.0160(8) 0.0188(%) 0.0236(9) 0.000%(7) 0.0007(7y  ~-0.0001(7)
c(an 4q 0.6597(3) 0.4844(2) 0.2413(2) 0.03%(1) 0.026(1) 0.034(1) 0.0069(9) 0.0002(9) -0.0079(9)
Cc(19) 4a 0.8532(2) —0.2010(2) 0.249%1) 0.042(1) 0.0218(9) 0.0186(9) —0.0011(8) —0.0019(8) 0.0029(8)
C(20) 40 1.1776(3) —0.2136(2) 0.0132(2) 0.038(1) 0.037(1) 0.033(1) 0.020(1) 0.0056(9) —0.000(1)
C(23) 4a 0.7954(3) 0.0312(3) -0.0716(1) 0.035(1) 0.063(2) 0.019(1) —0.002(1) -0.6046(9) 0.010(1)
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(Oak Ridge National Laboratory)



Priklad vyreSené krystalové struktury - sertralin . HCl (antidepresivum)

NHCH;3

Chemicka struktura Molekulova struktura

Zakladni krystalografické parametry

Cell dimensions (A) a = 8.004(5)
b =8.372(5)
c =25.21(2)

Cell volume (A3) V = 1689.3(6)

Space grou P2 22

p group 1151
Crystal system Orthorombic
Molecules/unit cell, Z =14

i Density calculated (g/cm3) p = 1.354
Krystalova struktura




V4

Primarnim produktem vyroby lécivé latky je prasek

RTG strukturni analyza nikoliv z monokrystalu, ale z prasku !

_ 102-105 mm

Krystalizace v laboratori ¥

i”ul]l
Mr'w "

RTG difrakcni RTG difrakéni
experiment experiment




Reseni krystalové struktury z prasku

7% W
S /Q/ \\Q\
manipulace a ziskdvani ~ % FeSeni struktury
dat z mikromonokrystali * z prakovych dat
~ 10-2 mm 3

7-kruhovy RTG difraktometr u
synchrotronového zdroje ESRF

v Grenoble molekula ma 14 DOF



Studium krystalové a molekulové struktury -
z praskovych RTG difrakcnich dat (nestandardni technika)

|c|> CH,CHj

Hy,, pC—N—C==CH,OH

o sy,

o e | 3

Co0 / 8
HN / '%%—‘x

parametry DOF
ZZZZZZ struktura, DOF = 20

Struktura z prdsku je méné presnd nez z monokrystalu a navic je reseni
omezeno hodnotou DOF (Degrees of Freedom) = 30, ale primdrnim
produktem primyslu je prasek




Tiotropium bromide - (14 DOF)

anticholinergic bronchodilator

& live plot E]
File Options Help
TICTROPIUM_BROMID cycle 78 Hist 1
= hckar
— Calc
s ® Ohs
G000 bt — diff
H
=
4000
=
[ix]
=
[ak]
=

2000 —

-2000

T T T T
3 10 14
2Theta




Stanovili jsme krystalovou strukturu spravné ??

Matematicka kritéria posouzeni kvality struktury — R-faktory
spolehlivosti

* R =2 [l —=<I1.>|72 1,

* R =2 |(IF,| - [FDI /2 [F]

* R, = |(IF,| - [FDI Y |F,|, kde F > 2
o(F,)

+ WR, ={5 [w(F2-F22/5y [w(F_2)? }

0 — observed (experimental) data; ¢ — calculated data

Za spolehlivé uréenou strukturu se dnes povazuje hodnota R-faktoru do O, 08 (87%)




Stanovili jsme krystalovou strukturu sprdavné ??

Porovndni zméreného RTG pradskového zdznamu (obs) a
praskového zdznamu vypocteného ze stanoveného
strukturniho modelu (calc):

R live plot ['ZJ [EI IEI

File oOprions Help

TIhOTRORILUM_BRROMID cycle 72 Hist 1

==

bockor
alc
= b=
oditr

s
e

Intensy

T T T T T
= 10 15

ZTheta




Srovnani struktury z monokrystalu a z prasku

Vyresena struktura fluticasonu: vlevo z monokrystalu, vpravo z prasku




Standardni ulozeni vysledku RTG strukturni analyzy

Crystallographic Information File

http://bioportal.weizmann.ac.il/iucr-top/cif/index.html

Priklad
data_TOZ audit_creation_date 91-03-20 _chemical_name_systematic ;trans-3-Benzoyl-2-(tert-butyl)-4-
(iso-butyl)-1,3-oxazolidin-5-one ; _chemical_formula_sum 'C18 H25 N O3' cell _length _a 5.959(1)
_cell_length_b 14.956(1) cell length_c 19.737(3) _cell angle _alpha 90 cell angle beta 90
_cell_angle_gamma 90 loop__ _reflns_scale_group code _reflns_scale_meas F 1.960926 loop__
_symmetry_equiv_pos_as_Xxyz +X,+y,+z 1/2-x,-y,1/2+z 1/2+x,1/2-y,-z -x,1/2+y,1/2-z loop__
_atom_type_symbol atom_type number_in_cell atom_type scat_dispersion_real
_atom_type_scat_dispersion_imag C 72 .017 .009 H10000 0 12 .047 .032 N 4 .029 .018 loop_
_atom_site_label atom_site fract x atom_site fract_ y atom_site fract z atom_site test rubbish #
requested item not present _atom_site_thermal_displace_type atom_site_U iso_or_equiv O1 .4154(4)
.5699(1) .3026(1) ? Uani .060(1) C2 .5630(5) .5087(2) .3246(1) ? Uani .060(2) C3 .5350(5) .4920(2)
.3997(1) ? Uani .048(1) N4 .3570(3) .5558(1) .4167(1) ? Uani .039(1) C5 .3000(5) .6122(2) .3581(1) ? Uani
.045(1) 021 .6958(5) .4738(2) .2874(1) ? Uani .090(2) C31 .4869(6) .3929(2) .4143(2) ? Uani .059(2) C32
.2552(7) .3558(2) .3953(2) ? Uani .073(2) C321 .209(1) .3542(4) .3211(3) ? Uani.111(4) C322 .230(1)
.2626(3) .4264(3) ? Uani .149(5) C41 .2034(4) .5476(2) .4682(1) ? Uani .041(1) H321C .04(1) .318(3)
.320(2) ? Uiso .14000 H322A .25(1) .272(4) .475(3) ? Uiso .19000 H322B .34976 .22118 .40954 ? Uiso
.19000 H322C .08(1) .234(4) .397(3) ? Uiso .19000 H412 -.007(6) .447(2) .552(2) ? Uiso .08000 H513B
.115(7) .757(3) .426(2) ? Uiso .09000 H513C .329(6) .817(2) .430(2) ? Uiso .09000 loop_ _refln_index_h
_refln_index_k _refln_index_| _refln_F_meas refln_F sigma refln_observed status
_refln_scale_group_code



Priklady vyuziti RTG strukturni analyzy ve farmacii

Pro¢ reSime struktury farmaceutickych molekul a biomakromolekul :
- strukturni charakterizace farmakoforu (struktura vs. vlastnosti)
- strukturni charakterizace mechanismu G¢inku (hdvrh novych Iéku)
- strukturni identifikace pevné formy (polymorfu)
- mapovani vyskytu moznych solventt (hydratd)
— - farmaceuticka dokumentace
o - dikazy v patentovych soudnich sporech

RTG strukturni analyza malych molekul RTG proteinova krystalografie (napr.
(do 1 000 atomi v molekule) ribosom obsahuje okolo 64 000 atoma)

molekuldrni krystaly - 1éCiva biomakromolekuly - biolé¢iva



Stanoveni absolutni a relativni chirality RTG difrakci

Stanoveni absolutni chirality je mozné pouze u enantiomeru, protoze krystaluje v

polarni prostorové grupé (nema stred symetrie ani jiné operace symetrie, které jej

zahrnuiji - 65 polarnich PG z celkovych 230 PG). U racematu je mozné urcit pouze
relativni chiralitu (krystaluje v centrosymetrické PG).

,Normalni” rozptyl: I(hk) =I ( h k | ), Friedeliiv zakon
atomovy rozptylovy faktor je realné ¢islo

~Anomalni” rozptyl: I(hk)#I ( h k I)
atomovy rozptylovy faktor je komplexni €islo

Divod anomalniho rozptylu: rezonanéni frekvence (frekvence elektronu
v atomu rezonuje s frekvenci dopadajiciho RTG svazku). Anomalni
rozptyl zavisi na velikosti atomu a pouzité vinové délce dopadajiciho
RTG svazku




Testy pro stanoveni absolutni chirality:

Hamiltontiv R-faktor test, Rogersuv parametr 1,

Flacklv parametr x

[F(h, x)I° = (1= x) [F|* +x [F_y)?

Zkracena notace:Fh = Fhkl

Kritérium: x=0 spravné, x=1 opaéné

Uspésnost stanoveni absolutni chirality:
Absolutni chiralita: predpokladem je tézky atom ve strukture
Relativni chiralita: pouze lehké atomy (C,N,O,H)
Absolutni chiralita centra: je-li pfitomen atom o znamé
chiralité, pak podle ného priradime absolutni chiralitu
celému centru



Kontrola chiralni ¢istoty molekul

1

(ontergag

kontrola spravné chirality vstupnich surovin

kontrola zda pfi mnohastupnovych organickych syntézach
nedochazi k necekané zméné chirality meziproduktu
(finalniho produktu)

kontrola, zda pfi stereoselektivni syntéze nedochazi k
racemizaci meziproduktu (produktu)

lokalizace prip. zmény chirality u molekul s vice
chiralnimi centry

urceni absolutni konfigurace v pripadé kdy ji Ize urcit
jen velmi obtizné z NMR (napt. z dlivodu oddéleni
spinovych systému heteroatomy)



Urceni absolutni chirality z RTG difrakc¢nich dat

(O)-ester —

Intermediat syntézy steroidnich léciv Necistota fluticasonu furoatu - dvé moznosti:
(O)-ester nebo(S)-ester thiokyseliny?




Terricolin [FeL3]2MeOH — nezadouci pigmentova necistota Cs A
HL = (1S,2R,4S,6R)-3-(2,4*-dimethyl-6‘-vinylcyklohexyl)-1,4-dihydroxy-2(1H)-pyridon
stanoveni absolutni chirality z RTG difrakénich dat

A-cis R=0,057 x=0.97(4) A-cis R=0,052 x=0.03(4)
spravné
Krystalograficka data terricolinu: a=20,27(3) A AMMoKa) =0,7107 A
b =19,35(4) Dc=1,141 g.cm-3
c =13,43(4) PG P 21212

V=5268(2) A3  z=4



Imunosupresivum — cyklosporin A (Cs A)

MeLeu!0 McVaIl ! MeBmt! Abu?
/C -
McLeu‘?
C—
CH H :
Hc/ ? 5 . ©
H : H N—
O | | CH;
T ) i
MeLeud
H----- -0 0
CH3
D-Alad Ala’ MeLeu6 Vals

Cyklosporin A a konformace jeho molekuly

LécCivy pripravek Equoral Mékkeé Zelatinové tobolky
uzavirajici prizracnou substanci



G Identifikace krystalické faze v tobolce Equoralu metodou
monokrystalové RTG difrakce

.e

HsC—
Dimethylisorbid (DMI) — uvazovana

komponenta do mikroemulze
/ MeLeu!®  MeValll  MeBmt! Abu2
MeLeu? ¢ :g( |
H c/

HH”

O

Nezadouci krystalicka faze v tobolce

D-Ala8 Ala7

Zména konformace molekuly CsA.DMI proti CsA

Krystalicky Cs A . DMI solvat



RozlozZeni kavit ve strukturach cyklosporinii a modelovani

jejich mozného zaplnéni molekulami solventt

P ‘!Ai?;i“ =
=25 -’l\\, VA“ "
o G
N2 manser

=

Vyplnéni kavity molekulou
di-n-butyletheru




Kooperace praskové RTG difrakce a ss-NMR

=) sitagliptin sulfat
lanuviar 52 o,
SR (CigH15FeN50), SO,
A [ DOF = 30
Lé¢ba cukrovky sitagliptin, Januvia (Merck)
(sitagliptin fosfat monohydrat)
Na spektru 13C ss-
NMR je vidét pouze
jednu molekulu
sitagliptinu v
asymetrické ¢asti
el. bunky

T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T T T T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
PPM . o ,
reseno ve spoluprdci s J. Brusem



Struktura sitagliptinu sulfatu monohydratu

Indexace prdskovych dat vede k: a = 28,298; b = 6,033; c = 11,946 A;
B=97,36°;grupaC2; Z=2

Redeni struktury v grupé C2 snizuje DOF = 30 na DOF = 16 (pozice S je
fixovand na 2 ¢etné ose) - strukturu lze resit i z dat rutinniho
prdskového difraktometru:

Pakovani struktury zobrazené programem Mercury véetné systému
H-vazeb (analyzou kavit ve strukture byla jesté lokalizovana
pritomnost hydratové vody)



Polymorfismus a polymorfy ve farmacii

Polymorfismus je schopnost API, ale i excipientl, tvoFit rizné pevné faze (polymorfy),
které se liSi krystal.strukturou. Mezi polymorfy jedné entity existuji polymorfni
prechody. Polymorfy jedné entity se liSi svymi vlastnostmi (rozpoustéci rychlosti,

stabilitou, sorpci vlhkosti, technolog. parametry atd.)

O

o

sulfapyridin
polymorf I pakovaci polymorfismus polymorf IT

W | S T e y ? |

| ‘ <+ ‘5!5 i 5 ; ? /) ‘

[ | , 5 F&’

B o ' ’ : j
A — L - glutamova kyselina ’

konformacni polymorfismus polymorf a

polymorf f




Detekce polymorfniho systému metodou RTG praskové
a monokrystalové difrakce

O H NHM itici ( HCI) 76 <
e ranitidine (as mg
MezN /\@/\ S/\/ \[ ok
lelieves or prevents
heartburn & acid indi, 2

HCI NO, @ Fast acting

All day or all
% night relief

Ranitidin hydrochlorid (antiulcerosum)

48
TABLETS

Polymorfismus — molekuly jednoho druhu se mohou slozit do vice krystalovych
struktur neboli polymorfu. Polymorfy se ve farmacii lisi svoji rozpoustéci rychlosti

FORM 1,8

% S

\pﬁ:\){j_\ : .

Polymorf | Polymorf I Polymorf | Polymorf I



Reseni polymorfismu substance trans-D-terguridu

Namel (palickovice nachov3, Trans-D-tergurid
Claviceps purpurea)



Polymorfismus substance trans-D-terguridu

Tergurid . 2/3 H,0 (forma A ) - necistota

Stabilni (nejstabilné;jsi) formou v
systému je B:

» formy A a C, za urcitych
podminek, prechazi na formu B

> o tom, ktera forma bude z
roztoku krystalovat, rozhoduje
velmi prisné obsah H,0 ve
finalnim rozpoustédle

Tergurid . H,O (forma B) - necistota



Fazove transformace v systému 58S

of ]
o N K ey
trans-D-terguridu *Ox
E: tergurid . EtOH A: tergurid . 2/3 H,0 M: tergurid . MeOH
T>40°C suspenze ve vodé 1 hodina na vzduchu
nebo 3 dny pfi 75% RH
B: tergurid . H,O 6 hod, 70°C
suspenze ve vodeé nékolik mésicu pfi 75% RH suspenze ve vodeé
C: tergurid D: tergurid . H,O F: tergurid . 2/3H,0 «—

Stabilni fazi v systému je monohydrdt. Obecné ale neplati, Ze solvaty
jsou stabilnéjsi nez ansolvaty Il




Priklady polymorfnich systému — teoreticky zajimavé
a prakticky dulezité

>, dimorfni kyselina
” acetylsalycilova
-

Forma | Forma Il
Wishweshwar P. et al.:JACS 127, 16802 (2005).



Prakticky duleZité a teoreticky zajimavé polymorfni systémy

Teoreticky zajimavé 1
Nizkoteplotni polymorfy simvastatinu: %O T l :
261 K 223 K
. Room Temp." faze > nizkoteplotni faze I > nizkoteplotni faze IT

P 2,22, P 22,2,

Husak M., Kratochvil B., Jegorov A.: Acta Crystallogr. A64, €211 (2008).



Kombinace polymorfniho slozeni

Dostinex, Pfizer (pribalova informace, PIL — neuvadi polymorfy):

Lécivou latkou je cabergolinum 0,5 mg v jedné tableté. Excipienty jsou laktosa (plnivo, pojivo) a leucin

(ochucovadlo)

DOSTINEX :
0,5mg CABERGOLINA Ca bergO“n
) 3 polymorfy

VIA DE ADMINISTRACION: I | | V I I
ORAL ’ ’
Sontenido Neto: 2 Tabletas

Lék pro regulaci tvorby mléka u Zzen

OH
OH
HO.. é Ob‘/i 38 Pro polymorfni slozeni
Ho" o™ won 2 Polymorty Dostinexu ptipada v avahu
HO” OH (o, B) 6 kombinaci !




m Reverzni inzenyrstvi - identifikace polymorfu atorvastatinu
vapenatého v tabletach konkurence

File: ATV lipdtor N0071-0157-23 40ng slow sean SHQ, ID: ATV lipitor NOO71-0157-23 40mg slow scan SHQ
Date: 07/28/01 23:50 Skep : 0.020° Gnt Time: 20.000 Sec.
Range: 2.00 - 30.00 (Deg) Step Scan Rate : 0.06 Deg/min.
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Difraktogram atorvastatinu: Cista forma |l a forma | v tableté (+ excipienty):
e uhlicitan vapenaty

e mikrokrystalicka celulosa

e laktosa

¢ sodna stil karboxymethylcelulosy

e polysorbat

¢ hydroxypropylcelulosa

e stearan horecnaty)



Farmaceuticky kokrystal

Farmaceuticky kokrystal je stechiometrickd multikomponentni sloucenina typu hostitel
(aktivni molekula) : host (kokrystalizacni partner), vytvorena ze dvou nebo vice
slozek, které jsou v Cistém stavu a za pokojové teploty pevné - uznavana definice
C.B. Adkerdye. Stechiometricky pomér hostitel : host je vétSinou jednoduchy (1:1,

2:1, 3:1, 4:1, resp. 1:4)

carbamazepine - API

"R
1 1 N
5 [ ;
CIw i b
. NH-"  saccharin
- cocrystal former

kokrystal karbamazepin:sacharin (1:1)

Aktivni molekula ve formé kokrystalu miZe vyrazné zlep$it funkéni a
technologické parametry API




Predikce krystalovych struktur - alaptid

HN

NH
O

CH3

Alaptid je spirocyklicky dipeptid [(8S)-8-methyl-6,9-
diazaspiro[4,5]dekan-7,10-dion], CsH4N,O,, tvoreny spojenim
peticlenného a Sesticlenného kruhu. Teplota tdni 243-245 °C

Vlastnosti: rozpustnost: 1 mg alaptidu v 1 ml vody, 10 mg v 1 ml MeOH

Pouziti: ve formé veterindrni masti na Ié¢bu koznich a slizni¢nich
poranéni, popdlenin, odrenin, omrzlin, prolezenin atd., potencidlné pro
|éCbu Alzheimerovy choroby a Zaludecnich viedu - nizkd rozpustnost
ve vodé |



Predikce krystalovych struktur - alaptid

Poradi dle Celkova Hustota | Prostorova V(A3) a(A) b(A) c(A) B()
energie energie dle | (g/cm3) grupa
pole
COMPASS
(kcal/mol)

1 15,97 1,388 P212121 871,94 21,08268 6,24113 6,62667 90
2 16,70 1,366 P2 442,96 6,24871 6,60183 11,63131 | 112,6
1 05
3 16,76 1,371 P212121 882,58 16,01046 8,75008 6,300000 90
4 16,97 1,379 P21 438,97 6,16103 7,04354 10,21912 | 98,16
3
5 17,04 1,377 P212121 879,22 20,19003 6,16983 7,05811 90
Exp. [40] 1,469 P212121 938,41(1) 21,14118(7) 6,14610(3) 7,22207(2) 90

cervene - predikce,
zelené - experiment



Aplikace v praskové RTG difrakéni analyze
- kvalitativni a kvantitativni fazova analyza

1) Kazda fdze poskytuje charakteristicky difraktogram (hodnoty 8, resp.d a I')
2) Difraktogram smési je superpozici difraktogrami éistych fazi

3) Intenzita difrakénich piki je imérnd mnoZstvi faze ve smési

- kvalitativni analyza:
- referencni databdze PDF IV (asi 750 000 fazi)

- identifikacni algoritmy a vyhleddvaci software

- kvantitativni analyza:

bezstandardové metody

standardové metody

teoreticky RTG praskovy difraktogram

Rietveldova metoda

Prevzato od Fiala, Kolega: Mat. Struct. 18, 81 (2011).

Napr. u fazové polymorfni smési je RTG difrakéni analyza
nejdulezitéjSi metodou identifikace a stanoveni




RTG fazova (prdskova) analyza - experiment

Pristrojova technika:

Vstupni material :

pragkovy RTG

* prasek o zrnitosti 103-10°>mm difraktometr
* plisek, plocha, vrstva , plisek, Gl T T e
kapilara... min. az desitky min.

(nékolik 10 - 100 reflexi
z jedné dimenze)



RTG fazova (praskovad) analyza -
vysledek experimentu

[ roor Dvoji mozna Skala na ose x:
20: zavisi na hodnoteé A

N d:nezavisi na hodnote A RTG praskovy difraktogram (difrakéni obraz),
a5 A=2dhkl sin Bhk na kterém lze odedéist:
50—
0 polohy , intenzity, profily a Sirky difrak€nich linii
30—
oL (NKT)
30 40 50 60 70 X0 2
a Zkresleni intenzit — prednostni orientace (textura) !
‘ Analogie prednostniho usporadani Supinovitych
[
' ‘\ ‘ krystalitti ve vzorku podle preferenc¢niho tvaru
| l| h' | "n“ I K potlaéeni se pouziva kapilarni technika !
LEHISIAD LYY, STy
b

Dva difraktogramy sulfathiazolu Il (Bernstein, 2002):

S potlaéenim prednostni orientace (a),

bez potlaceni prednostni orientace (b).




Monitorovani fazové cCistoty a reprodukovatelnosti vyrobnich
sarzi (QC) lécivych latek metodou RTG praskové difrakce

N H2 [ NOC 0093-4069-01
H3CO « HCl % FYDROCHLORIDE
)\ Eg i (S:fmzules usp
HaCO N/\ Tl/o e T it
0 . . . .
o Prazosin hydrochlorid (antihypertensivum)
Counts
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0~ —
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v '\----——--"‘/ L’ » M "-/ \..1 ]V \/ \J/AL// v J \' .'N* l.// V’\-W \;\J’\-"V\.—M‘A.c

Position [2Theta]

RTG praskové difraktogramy vyrobnich Sarzi prazosinu hydrochloridu



Detekce polymorfni necistoty u raniditinu hydrochloridu
metodou RTG praskové difrakce

b

llL]A[lIIXlAI]!!AJIIllI!!IIilIIAAvl
134 188 242

L2
§
BUENEENSENRRE

lllllllllllllllll

RTG praskovy difraktogram polymorfu | RTG praskovy difraktogram polymorfu Il

RTG praskovy difraktogram smési polymorfa | + Il



Potvrzeni strukturné-fazové cistoty vyrobnich sarzi

Krystalova struktura simvastatinu

N’

HO 0]

simvastatin obs
40000 —

Lo

S|mvastat|n calc

20000 —

10000 —

Position [2Theta] (0 69956 [4])

Naméreny (obs) a vypocteny (calc) RTG praskovy
difraktogram simvastatinu



Mikrostruktura pevnych lékovych forem — technika RTG mikrodifrakce

es , Excipient 1(,,cerveny”
Mezifazové P (» V)

rozhrani

I8 3.

Excipient 2(,,zeleny”)
IéCivo (,,modra”)

.. e re Y Vi - -

Mapping mikrostruktury tobolky (Ramanova spektroskopie)

obal &&i
(,modra“) écivo , 2
cukr

(,,zelena”)

¥ (um)

6000

-28500 -28000 -27500
X (um)

Mapping mikrostruktury pelety Identifikace necistoty na tableté
(infracervena spektroskopie)




Difrakce na latkach krystalickych, semikrystalickych a amorfnich
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Patenty a védecka pravda - semikrystalické faze

1455.00 7 oou;tzls
-1 50[7 Figure 7: Atorvastatin calcium salt Form E
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0,00~ T T [ T 3
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Difraktogram amorfniho atorvastatinu Difraktogram amorfniho atorvastatinu (forma E)
Patent firmy Warner-Lambert Co. Patent firmy Ciba Specialty Chemicals Holding Inc.
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Difraktogram semikrystalické formy Prechodové faze atorvastatinu mezi

atorvastatinu (V Teva) amorfni a semikrystalickou formou



Patenty a atorvastatin
(v soucasnosti zapatentovdno asi 70 pevnych forem atorvastatinu)

ATET.50 '—|
Cps |
R H\“"Jﬂ I| MWL JL“ﬁ rI‘\ L ool
o VU SO TV AR A
FTHETA

U atorvastatinu | pfipada na Skalu do 36° 2-theta 47 pikd,
u 70 forem atorvastatinu 70 x 47 = ~3200 piku...
koincidence pozic piku vyvolaji patentové spory !
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monitorovani kr'ys’rallckych a v mensi mire i amorfnich fazi ve farmacii

RTG difrakce zahrnuje dvé hlavni analytické metodiky:
- strukturni analyzu (z monokrystalu a z prdsku)
- fazovou analyzu (identifikaci a stanoveni kryst. a amorfnich fazi)

RTG difrakéni metodika predevsim monitoruje:
- strukturné-fdzovou Cistotu vyrobnich sarzi
- polymorfismus
- stabilitu, degradaéni produkty, meziprodukty
- farmaceutické fdze (anhydrdty, hydrdty, solvdty, soli, kokrystaly)

Vysledky RTG difrakénich metodik jsou dilezité ve vyvoji, kontrole
kvality vyroby, reverznim inzenyrstvi a v patentovych sporech

RTG difrakéni metodika Gzce kooperuje s ostatnimi pevnolatkovymi
metodami (prredeviim NMR, IC, Raman, teplotni metody)

Pro registraéni autority je u pevnych fdzi RTG difrakéni metodika
metodou prvni volby
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