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Sazetak

Proucavanje procesa stereoizomerizacije od iznimne je vaznosti u farmaceutskoj kemiji i biomedicini. Razliciti izomeri mogu
pokazivati znacajne razlike u interakciji s bioloskim makromolekulama, sto moze dovesti do razlika i u njihovim farmakokine-
tickim i farmakodinamickim svojstvima te, u konacnici, u terapijskim i nezeljenim ucincima. lako postoji velik broj primjera
koji svjedoce o vaznosti stereokemije, u ovome radu dan je pregled nekoliko najznacajnijih i najreprezentativnijih slucajeva u

farmaciji.

Kljucne rijeci

Stereoizomeri, konfiguracijska nestabilnost, farmakoloska i farmaceutska vremenska skala, kiralni lijekovi

1. Uvod
1.1. Temeljna i fluktuirajuca svojstva molekula

Poznavanje molekulske strukture predstavlja klju¢ni kon-
cept u svim podrucjima kemijskih znanosti. Prostorni od-
nosi izmedu atoma unutar molekule mogu znatno utjecati
na fizicko, kemijsko i biolosko ponasanje, a zbog specific-
nosti za svaku kemijsku vrstu definiraju se kao temeljna ili
konstantna svojstva molekule. Konstantna svojstva spojeva
ukljucuju broj i vrstu atoma (kompozicija), povezanost ato-
ma (konstitucija) te prisutnost jednog ili vise stereogenih
elemenata (konfiguracija). Promjena konstitucije ili konfi-
guracije dovodi do nastanka drugog kemijskog entiteta —
izomera." Izomeri (grc. isos = jednak + gré. meros = dio)
su spojevi razlicite strukturne, ali iste molekulske formule.
Mogu se podijeliti na konstitucijske (strukturne) izomere
i stereoizomere (slika 1). Konstitucijski izomeri imaju istu
molekulsku formulu, ali razlicit redoslijed kovalentno ve-
zanih atoma te razlicita fizikalno-kemijska svojstva. Stereo-
izomeri imaju jednaku molekulsku formulu, isti redoslijed
kovalentno vezanih atoma, ali razlicit prostorni raspored
(usmjerenje) tih atoma.??

Stereoizomerija opisuje konformacijska i konfiguracijska
svojstva. Konfiguracijska svojstva konstantna su za pojedini
kemijski entitet, a cine osnovnu razliku izmedu enantio-
mernih i dijastereomernih spojeva. Enantiomeri su spojevi
koje odlikuje kiralnost koja se javlja kao posljedica asime-
trije, tj. odsustva nekog od elemenata simetrije — ravnine,
osi ili centra simetrije. Zbog posjedovanja kiralnih svojsta-
va enantiomeri se odnose kao predmet i njegova zrcalna
slika, a medusobno se ne mogu preklopiti. Molekule s n
kiralnih centara imaju 2" stereoizomera. Za razliku od aki-
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Slika 1 — Klasifikacija izomera
Fig. 1T - Classification of isomers

ralnih, kiralni spojevi nemaju simetri¢ne konformacije i niti
jedna od njih ne izmjenjuje se sa svojom zrcalnom slikom.?

Dijastereomeri su konfiguracijski stereoizomeri koji nisu u
zrcalnom odnosu, tj. ne odnose se kao predmet i njegova
zrcalna slika, zbog cega posjeduju razlicita fizikalno-kemij-
ska svojstva. To su spojevi koji mogu ili ne moraju imati
kiralne centre, a kad ih nemaju nazivaju se cis/trans izo-
merima.

Za razliku od dijastereomera, enantiomere obi¢no karak-
teriziraju jednaka fizikalno-kemijska svojstva, osim zakre-
tanja ravnine polariziranog svjetla. Naime, i jedan i drugi
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enantiomer zakrece polariziranu svjetlost za isti kut, ali u
suprotnom smjeru. To svojstvo oznacava se s plus (+) za
desnorotirajuci (smjer kazaljke na satu), odnosno s minus
(=) za lijevorotirajudi enantiomer (obrnuto od smjera ka-
zaljke na satu). Nadalje, takoder je poznato da enantiome-
ri mogu kristalizirati u razli¢itim oblicima, ali i pokazivati
razlike u afinitetima prema bioloskim metama, o ¢emu ¢e
biti govora dalje u tekstu.*?

Razlikovanje enantiomernih i dijastereomernih odnosa
medu molekulama veoma je vazno prilikom istraZivanja
procesa interkonverzije razlicitih stereoizomernih geome-
trija. U slucaju interkonverzije enantiomernih struktura ko-
nacnu ravnoteznu smjesu cinit ¢e jednak udio dvaju enan-
tiomera koji se ne razlikuju u energiji zbog ranije navedene
istovjetnosti fizikalno-kemijskih svojstava. Suprotno tome,
rezultat interkonverzije dijastereomera dovodi do nastanka
ravnotezne smjese s nejednakim udjelima dvaju izomera
kao posljedica razlike u njihovim stabilnostima te razlicite
reaktivnosti i fizikalno-kemijskih svojstava.” Izomer s nizom
energijom bit ¢e zastupljeniji u smjesi nakon uspostavljanja
ravnoteze prema jednadzbi:

AG® = —RTInK,,, (1)

gdje AG® predstavlja promjenu standardne Gibbsove ener-
gije, R oznacava opcu plinsku konstantu (8,314 Jmol~'K™),
T temperaturu u kelvinima, a K, ravnoteznu konstantu.

Osim temeljnih konfiguracijskih svojstava, stereoizomerija
proucava i konformacijske promjene spojeva koje pripa-
daju fluktuiraju¢im svojstvima.* Fluktuiraju¢a svojstva su
promjenjiva i ovise o okolisu u kojem se molekula nala-
zi, a imaju vaznu ulogu u tocnom i potpunom opisivanju
trodimenzionalne grade kao dopuna temeljnim svojstvima.
Osim konformacije, fluktuirajuc¢im svojstvima pripadaju i
vibracijski odnosi (promjena duljine veza i kutova), ioni-
zacija, tautomerija te niz konformacijsko ovisnih svojstava
koja se sumarno nazivaju poljima molekulske interakcije
(engl. molecular interaction fields).> lako ionizacija i tau-
tomerija ukljucuju promjenu kompozicije i/ili konstituci-
je, pripadaju fluktuirajué¢im svojstvima jer predstavljaju o
okolisu ovisan, reverzibilan proces medusobne konverzije
dvaju oblika iste kemijske specije.

Na temelju opisa fluktuirajucih svojstava, konfiguracijske
stereoizomere mozemo podijeliti na rotamere, izomere
inverzije prstena i atropoizomere (slika 1). Atropoizome-
rija ili torzijska kiralnost vrsta je kiralnosti koja ne zahtijeva
asimetriju molekule. Javlja se kad ogranicenje rotacije oko
jednostruke veze omogucuje razdvajanje dvaju izomera.
Najpoznatiji primjer su bifenilni spojevi, npr. poliklorirani
bifenili kod kojih je, zbog neveznog odbijanja stericki za-
htjevnih skupina u ortho-polozajima aromati¢nih prstena,
ogranic¢ena slobodna rotacija oko jednostruke veze koja
povezuje takva dva prstena.?

1.2. Konfiguracijska nestabilnost

Prilikom istrazivanja procesa izomerizacije vazno je znati
je li konfiguracijska stabilnost medusobno konvertirajucih
oblika dovoljno velika da omoguci zasebna kemijska i bi-
oloska ispitivanja pojedinih izomera, pri ¢emu je nuzno
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poznavati vremensku skalu reakcija izomerizacije. Drugim
rijecima, ako je reakcija pretvorbe iz jednog oblika u drugi
spora, bit ¢e moguce izolirati stereoizomere i ispitati nji-
hovu selektivnost u interakciji s biomolekulama. Takoder
se postavlja pitanje postoje li dogovorene referentne vri-
jednosti energije aktivacije (AGY) i vremena poluizomeri-
zacije (t,,) koje definiraju granicu izmedu konformacijskih
i konfiguracijskih stereoizomera.” Neki autori smatraju
da bi kriterij razlu¢ivanja konformacijskih od konfigura-
cijskih stereoizomera trebao zadovoljiti vrijednost t,,, ve-
¢eg od 1000 s (tj. ty, > 17 min pri 25 °C), Sto odgovara
konstanti brzine izomerizacije (k) manjoj od 7 - 107 s
i AG* = 90 k) mol™",° dok drugi autori predlazu fleksi-
bilnije vrijednosti: AG* = 95 k) mol™', k = 8- 107° s7',
ti, = 2 =3 h pri 25 °C.” Ako promatramo bioloske sustave,
onda je vazno imati na umu da su, pri normalnoj tjelesnoj
temperaturi od 36 do 37 °C, izvedive reakcije s energet-
skom barijerom i do AG* = 105 kJ mol~", pa izomerizacij-
ski procesi ksenobiotika s takvim kinetickim parametrima
mogu biti itekako klinicki znacajni.

Konfiguracijska nestabilnost molekula moze se promatrati
na dvjema razinama, makroskopskoj i mikroskopskoj. Ma-
kroskopska, tj. statisticka razina obuhvaca proces formira-
nja ravnotezne smjese dvaju stereoizomera polazeci od
jednog, Cistog stereoizomera, dok mikroskopska, odnosno
molekulska razina podrazumijeva reverzibilnu konverziju
jednog stereoizomera u drugi i odvija se kinetikom prvog
reda (slika 2).2

Makroskopski kemijski model

O——O

Mikroskopski kemijski model

—_— 1D ) —
@

Slika 2 — Shematski prikaz makroskopskog i mikroskopskog ke-
mijskog modela. (R), (S) enantiomeri; RAC racemic¢na
smjesa; TS/INT prijelazno stanje ili meduprodukt®

Fig. 2 —Schematic representation of macroscopic and micro-
scopic chemical models. (R), (S) enantiomers; RAC race-
mic mixture; TS/INT transition state or intermediate®

Racemizacija je makroskopski proces ireverzibilne tran-
sformacije jednog enantiomera u racemi¢nu smjesu. Tako-
der se definira i kao proces gubitka opticke aktivnosti neke
supstancije tijekom vremena. Konstanta brzine racemiza-
cije (k.,o) odnosi se na brzinu formiranja racemicne smjese,
tj. proces u kojem 50 % molekula pocetnog enantiomera
konvertira u drugi enantiomer (jedn. (2)).

(R) ili (S)—=— (R), (S). (2)

Enantiomerizacija je mikroskopski proces koji se dogada
na razini individualnih molekula, a predstavlja reverzibil-
nu konverziju jednog enantiomera u drugi. Mikroskopski
kemijski model pokazuje da enantiomer mijenja konfigu-
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raciju prolazeéi kroz prijelazno stanje i/ili preko medupro-
dukta (slika 2). Konstanta brzine enantiomerizacije (Kenan)
odnosi se na proces konverzije enantiomera (R) u (S) ili
(S) u (R (jedn. (3)), a jednaka je polovini konstante brzine
racemizacije: Kepane = 2K pac-

(R) () | 3)

Kenant

Stoga, prilikom proucavanja kinetike, tj. izracuna energija
aktivacije za procese konfiguracijske nestabilnosti kiralnih
spojeva, vrlo je vazno naznaciti odnose li se konstante br-
zina na interkonverziju enantiomera (enantiomerizacija) ili
na proces nastanka racemicne smjese (racemizacija).

Slicno enantiomerizaciji, proces pretvorbe jednog dijaste-
reomera u drugi, promatrano na molekulskoj razini, naziva
se dijastereomerizacija. Makroskopski proces formiranja
ravnotezne smjese dvaju dijastereomera, pocevsi od jed-
noga, naziva se mutarotacija. Za razliku od enantiomera,
dijastereomeri se razlikuju u energiji, sto znaci da udio di-
jastereomera u ravnoteznoj smjesi nece biti jednak. Poslje-
dica razlicitih energija dvaju dijastereomera jesu i razlicite
konstante brzine njihove medusobne pretvorbe u odnosu
na reverzibilni proces.’

Procesi stereoizomerizacije odvijaju se kemijskim ili bio-
kemijskim putem, a oba su vazna pri ispitivanju konfigura-
cijske stabilnosti molekula u bioloskim sustavima. Kemijski
procesi mogu biti spontani ili kiselo/bazno katalizirani. Bi-
okemijska, odnosno enzimska stereoizomerizacija ovisi o
koli¢ini, aktivnosti i selektivnosti enzima prema pojedinom
stereoizomernom supstratu.’

Ranije je spomenuto da se dijastereomeri razlikuju u fi-
zikalno-kemijskim svojstvima $to im omogucuje relativno
jednostavno odvajanje. Enantiomeri se mogu odvojiti me-
hanickom, inokulacijskom i biokemijskom metodom te
pretvorbom u dijastereomerni par. Mehanicko odvajanje
moze se primijeniti samo ako enantiomeri kristaliziraju u
razlicitim kristalnim sustavima. Inokulacijska metoda pro-
vodi se tako da se zasi¢enoj otopini racemata doda Cisti
kristal jednog enantiomera oko kojeg kristalizira odgova-
raju¢i enantiomer. Biokemijska metoda razdvajanja ogra-
nicena je na sustave za koje postoji enzim koji selektivno
razgraduje samo jedan enantiomer. Razdvajanje putem
dijastereomera najefikasnija je i najcesce primjenjivana
tehnika. Racemat (+)-A reagira s opticki aktivnim rea-
gensom, npr. (+)-B, pri ¢emu nastaju dva dijastereomera
(+)-A.(+)-B i (—)-A.(+)-B koji se mogu odvojiti frakcijskom
kristalizacijom. Nakon odvajanja dijastereomere je potreb-
no prikladnim reakcijama prevesti u polazne enantiomere
(jedn. (4) i (5)).

(+)-A.(+)-B — (+)-A'i (+)-B (4)
(—)-A.(+)-B — (—)-A i (+)-B. (5)

Ako je polazni racemat organska kiselina, obi¢no se kao
bazi¢no sredstvo upotrebljava opticki aktivan amin, najce-
$¢e alkaloid, npr. (—)-brucin, (=)-strihnin, (=)-kinin, (+)-ki-
nidin. Pri razdvajanju racemicnih baza za stvaranje dijaste-
reomernih soli upotrebljavaju se opticki aktivne kiseline,
npr. (+)-vinska, (—)-jabuc¢na, (+)-10-kamfor-sulfonska ili
(—)-glutaminska kiselina.?
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1.3. Farmakoloska i farmaceutska vremenska skala

Poznavanje konfiguracijske stabilnosti stereoizomera od
velike je vaznosti za farmakologiju i farmaceutsku tehno-
logiju. Prilikom istrazivanja i razvoja lijekova relevantne su
dvije vremenske skale: farmakoloska i farmaceutska (sli-
ka 3). Farmakoloska vremenska skala (engl. pharmacolo-
gical time scale) odnosi se na vrijeme zadrzavanja lijeka
u organizmu pri fizioloskim uvjetima (37 °C, pH = 7,4).
Ako je t,,, izomerizacije dulje od mjesec dana, konverzija
nema farmakoloski i terapijski znacaj jer je vecina lijeko-
va u tom razdoblju u potpunosti eliminirana iz organizma.
Vrlo kratko t,;, izomerizacije (u sekundama ili minutama)
znacajno je u pogledu interakcija lijek-transportni protein,
lijek-receptor ili lijek-enzim. Ako se t,, izomerizacije po-
klapa s farmakoloskom vremenskom skalom, vrlo je vazno
poznavati kinetiku izomerizacije takvoga lijeka.

Vrijeme poluizomerizacije u tjednima, mjesecima ili godi-
nama od velikog je znacaja za proces oblikovanja lijekova
jer je nuzno odrzati opticku cistocu tijekom proizvodnje
i predvidenog roka trajanja proizvoda. Farmaceutska vre-
menska skala (engl. pharmaceutical time scale) pokriva raz-
doblje proizvodnje i skladistenja lijeka.’

Farmaceutski
znacaj

Farmakoloski

P t
znacaj "

I
desetljeca

1 T T
min sati  dani mjeseci

T
godine
Slika 3 — Farmakoloska i farmaceutska vremenska skala®
Fig. 3 - Pharmacological and pharmaceutical time scales’

2. Vaznost stereokemije u istrazivanju i
razvoju lijekova

2.1. Cis/trans izomeri peptida

Peptidi i proteini najprisutnije su makromolekule u biosu-
stavima, a imaju klju¢nu ulogu u svim esencijalnim bio-
loskim procesima. Sudjeluju u metabolizmu, transportu i
skladistenju endobiotika ili ksenobiotika, omogucéuju me-
hanic¢ku potporu i imunolosku zastitu, odgovorni su za
pokretanje i provodenje zivéanih impulsa te kontroliraju
rast i diferencijaciju stanica.”” Osim Sto predstavljaju naj-
vazniju metu djelovanja lijekova u trenutacnoj upotrebi
(slika 4),"°"" sve vise lijekova koji danas dolaze na trziste
peptidnog je karaktera.’? Trodimenzionalna struktura ta-
kvih lijekova, koja omogucuje adekvatno pozicioniranje
unutar aktivnog mjesta te stvaranje optimalnih interakcija,
klju¢ je njihova terapijskog ucinka.

Amidna skupina dio je peptida, ali i mnogih nepeptidnih
lijekova, prema tome igra vaznu ulogu u biokemiji i far-
maceutskoj kemiji. Osnovna svojstva amidne veze ograni-
¢eni su kapacitet rotacije i sposobnost stvaranja vodikovih
veza koje su klju¢ne u procesima biomolekulskog prepo-
znavanja. Delokalizacija slobodnog elektronskog para iz
amidnog dusika cini N—C vezu parcijalno dvostrukom
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Slika 4 — Udio razlicitih proteinskih meta djelovanja lijekova u
trenutacnoj upotrebi'®™

Fig. 4 —Proportion of different protein targets for drugs in cur-
rent use'*!

zbog Cega zauzima planarnu konformaciju (slika 5). Takvo
prostorno uredenje odgovorno je za smanjenje bazi¢nog
karaktera dusikova atoma te povecanu nukleofilnost kisi-
kova centra.’

Slika 5 — Shematski prikaz planarne peptidne (amidne) veze

Fig. 5 — Schematic representation of the planar peptide (amide)
bond

Rotacija parcijalno dvostruke veze u amidima karak-
terizirana je relativno visokom energetskom barijerom
AG* = 80 — 90 kI mol™" u fizioloskim uvjetima, ovisno o
drugim strukturnim svojstvima molekule." Zbog torzijskih
ogranicenja i visoke barijere rotacije peptidi su vecinom
prisutni kao trans izomeri, a takvo usmjerenje odgovorno
je za specifi¢no nastajanje vodikovih veza i tvorbu sekun-
darnih proteinskih struktura (u a-uzvojnici C=0O skupina
aminokiseline i stvara vodikovu vezu s NH skupinom ami-
nokiseline i + 4; vodikove veze u B-plo¢ama nastaju izme-
du pojedinih slojeva).’® Specifi¢nost peptida s prolinskim
aminokiselinskim ostatkom jest u povecanoj ucestalosti
stvaranja cis izomera u odnosu na peptide s drugim ami-
nokiselinama jer pirolidinski prsten uzrokuje usporedive
stericke smetnje u oba izomera. Cis-trans izomerizacijski
procesi peptida s prolinom utjeCu na smatanje proteina i
modauliraju njihovu ulogu u stani¢nom signaliziranju i gen-
skoj ekspresiji, a promjene u trodimenzionalnoj gradi pro-
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teina mogu dovesti do nastanka karcinoma i Alzheimerove
bolesti."

2.2. Atropoizomeri diazepama

koji djeluju kao pozitivni alostericki modulatori GABA, re-
ceptora, a upotrebljavaju se u terapiji anksioznih poreme-
¢aja i napadaja panike, opsesivho-kompulzivnog i posttra-
umatskog stresnog poremecaja te nesanice.®

Diazepam je 1,4-benzodiazepin-2-on s vezanim klorom
na polozaju 7 te metilnom skupinom na N1 atomu (sli-
ka 6). 1,4-diazepinski prsten zauzima iskrivljenu konfor-
maciju lade gdje metilenska skupina C3 izlazi izvan ravni-
ne fuzioniranog benzenskog prstena i stvara dva moguca
konformera. Konformer s negativnim torzijskim kutom C2-
C3-N4-C5 oznacava se stereodeskriptorom (M) — minus, a
konformer s pozitivnim kutom kao (P) — plus. (M) i (P) kon-
formeri zrcalne su slike iako molekula nema asimetrican
ugljikov atom. S obzirom na to da ne postoji funkcionalna
skupina na C3-polozaju koja bi, zbog sterickih odbijanja,
preferirala pseudoekvatorijalni polozaj, (M) i (P) konforme-
ri diazepama su izoenergetski.""”

O
\N%

K =1 5
eq
—_— Q =
Cl

(P)-diazepam

S

LTI

(M)-diazepam

Slika 6 — Atropoizomeri diazepama
Fig. 6 — Atropisomers of diazepam

Prostorni raspored skupina u molekuli klju¢an je za inte-
rakciju s enzimima, receptorima, transportnim proteinima
i DNA pa je, unatoc jednakoj energiji, uocena stereoselek-
tivnost atropoizomera diazepama pri vezanju na bioma-
kromolekule. (M)-oblik dominantno se veze na albumin,™
dok a1-kiseli glikoprotein ima stereospecificni afinitet za
(P)-atropoizomer,' Sto utjece na koncentraciju konforme-
ra u plazmi te na raspodjelu, metabolizam i eliminaciju
lijeka iz organizma. Takve razlike mogu biti klinicki znacaj-
ne jer je kod nekoliko derivata diazepama s nesupstituira-
nim C3-polozajem potvrdena razlika u afinitetima prema
GABA, receptoru ovisno o torzijskoj kiralnosti, zbog cega
postoji opravdana sumnja da kod vecine benzodiazepina
samo jedan atropoizomer ima eutomerna svojstva.?

2.3. Procesi racemizacije i opticka stabilnost lijekova

Ljudsko tijelo kiralni je sustav: proteini i peptidi sastavlje-
ni su od L-aminokiselina, D-ugljikohidrati osnovni su izvor
energije, a DNA molekula i a-uzvojnica (sekundarna struk-
tura proteina) desno su zavijene. U takvom okolisu procesi
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kao $to su apsorpcija, vezanje na proteine plazme i DNA,
transport, interakcija s enzimima i receptorima te metabo-
lizam, uvelike ovise o kiralnosti molekula. Posljedica toga
mogu biti razlicita farmakokinetika, farmakodinamika te
terapijski i nezeljeni ucinci za pojedine enantiomere i nji-
hovu ekvimolarnu smjesu.”!

U nekim metabolickim putovima dogadaju se procesi in-
verzije konfiguracije, najées¢e u sekvencijskom nizu od
dvije ili tri reakcije, pri ¢emu nastaju jedan ili dva stabilna
meduprodukta.” Izolirano je, identificirano i karakterizira-
no nekoliko enzima koji sudjeluju u reakcijama racemi-
zacije: a-metilacil-CoA racemaza, racemaza N-acilamino-
kiselina, racemaza bademove kiseline, alanin-, aspartat-,
glutamat- i hidantoin-racemaza. Nadalje, i u reakcijama
oksidoredukcije, konjugacije te u ravnoteznim reakcijama
sulfoksid/sulfid i N-oksid/tercijarni amin, moze do¢i do en-
zimski kataliziranih kiralnih inverzija.® U takvim procesima
gubi se stereoinformacija i nastaju prokiralni produkti, a
povratnim reakcijama u ishodne spojeve nastaju oba ste-
reo-oblika, tvoreci pritom racemat.

2.3.1. Derivati 2-arilpropanskih kiselina

Primjer ireverzibilne kiralne inverzije kao metabolicke ak-
tivacije nastanak je aktivnih (S)-enantiomera iz neaktivnih
(R)-enantiomera protuupalnih nesteroidnih 2-arilpropan-
skih kiselina, poznatijih kao profena (slika 7). U testovima
in vitro uoceno je da (S)-izomer ibuprofena pokazuje 160

(S)-(+)-ibuprofen

@A o

(S)-(+)-ibuprofenoil-CoA

hidrolaze

w o

(S)-(+)-ibuprofen

o-metilacil-CoA
racemaza
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puta jacu aktivnost u sprjeCavanju nastajanja proupalnih
prostaglandina od (R)-izomera. Naime, (S)-enantiomer s
podjednakom efikasnos¢u inhibira obje izoforme ciklo-
oksigenaze — COX-1 i COX-2, dok (R)-enantiomer po-
kazuje znatno slabiju aktivnost prema COX-1 u odnosu
na (S)-enantiomer, a na COX-2 izoformu nema nikakvog
ucinka. Osim toga, (R)-enantiomer povezuje se i s gastro-
intestinalnim nuspojavama karakteristicnima za primjenu
racemata ibuprofena.?*?3

Racemizaciji prethodi konjugacija s acetil-CoA koju ka-
talizira CoA-ligaza dugog lanca (acil-CoA-sintetaza). Re-
akcija konjugacije je enantioselektivna, a samo neak-
tivni (R)-enantiomer podlijeze reakciji. Nastali tioester
(R)-ibuprofena prevodi se u (S)-enantiomer posredstvom
a-metilacil-CoA racemaze, a nakon stereo-neselektivne
hidrolize konacna smjesa obogacena je aktivnim (S)-enan-
tiomerom ibuprofena.??

2.3.2. Talidomid

Najpoznatiji te ujedno najtragicniji primjer koji govori o
vaznosti stereokemije u farmaciji zasigurno je talidomid.
Njegova upotreba kao sedativa i antiemetika u trudnodi
zapocela je 50-ih godina prosloga stoljeca i trajala sve do
1961. godine kad je povucen s trzista zbog teratogenosti.
U navedenom razdoblju u Europi, Australiji i Japanu ro-
deno je 10 000 djece s fokomelijom — sindromom koji se
manifestira malformacijama i redukcijom udova te raznim

COOH

(R)-(-)-ibuprofen

acil-CoA-sintetaza
CoA, ATR Mg?*

CO-S-CoA

(R)-(-)-ibuprofenoil-CoA

hidrolaze

COOH

(R)~(—)-ibuprofen

Slika 7 — Racemizacija ibuprofena®
Fig. 7 — Racemisation of ibuprofen??
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drugim poremecajima vida, sluha, kardiovaskularnog i re-
produktivnog sustava, kao posljedica inhibicije angiogene-
ze i faktora rasta.?* Talidomid je kiralni lijek koji se primje-
njivao kao racemicna smjesa (slika 8). Teratogeni ucinak
pripisuje se (S)-enantiomeru, dok se (R)-talidomid smatra
sigurnim i zasluznim za sedativno djelovanje. Ipak, tali-
domidska katastrofa ne bi bila izbjegnuta niti primjenom
Cistog (R)-enantiomera jer u organizmu dolazi do brze ra-
cemizacije katalizirane bazi¢nim medijem i serumskim al-
buminom.?> Keto-enolna tautomerija glavni je mehanizam
racemizacije talidomida, a odvija se u dva koraka: prijenos
protona s kiralnog centra na kisikov atom susjedne karbo-
nilne skupine i rotacija glutarimidnog prstena.

O O O O
O (@]

(R)-(+)-talidomid ($)-(-)-talidomid
Slika 8 — Ravnotezni proces racemizacije talidomida
Fig. 8 —Equilibrium process of thalidomide racemisation

Dramaticne razlike u djelovanju i toksi¢nosti pojedinih
enantiomera te napredak tehnologije u razvoju i istrazi-
vanju lijekova potakle su regulatorne agencije FDA (engl.
Food and Drug Administration) i EMA (engl. European Me-
dicines Agency) da 1992., odnosno 1993. godine done-
su nove, rigoroznije zahtjeve za razvoj kiralnih lijekova i
njihovo stavljanje na trziste.?”?® Kiralno-specificni zahtjevi
ukljucuju adekvatnu proizvodnu kontrolu (uklanjanje di-
jastereomernih oneciséenja), ispitivanje stabilnosti (race-
mizacija tijekom skladistenja), evaluaciju farmakokinetike
(krivulje doza-odgovor) za razli¢ite enantiomere i ispravnu
interpretaciju razlicitih podataka o farmakokinetickim svoj-
stvima dobivenima na animalnim i humanim modelima.
Prema novim pravilnicima sastav kiralnog lijeka primijenje-
nog u farmakoloskim, toksikoloskim i klinickim studijama
mora biti poznat, a lijekovi koji su prethodno registrirani
kao racemati postaju kandidati za kiralno prebacivanje
(engl. chiral switch), tj. razvoj enantiomera s boljim farma-
kokinetickim i farmakodinamickim profilom. Ujedno, ta-
kva karakterizacija osigurava farmaceutskim tvrtkama pra-
vo na produljenje patentne zastite. Zahtjevi regulatornih
agencija doveli su do toga da se danas na trziste u najvecoj
mjeri plasiraju pojedinacni enantiomeri, a ne smjese enan-
tiomera ili dijastereomera kao $to je to ranije bio slucaj.?

2.3.3. Benzodiazepini

Vecina reakcija racemizacije i enantiomerizacije imaju far-
maceutski, a ne farmakoloski znacaj. Medutim, velik broj
benzodiazepina s asimetricnim C3-atomom karakterizira
opticka nestabilnost, tj. racemizacija unutar farmakolos-
ke vremenske skale. S obzirom na to da su studije in vivo
pokazale da postoji znatna razlika u farmakokinetici i far-
makodinamici enantiomera benzodiazepina, za tu skupinu
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spojeva iznimno je vazno poznavati uzroke stereokemijske
nestabilnosti.*

Stereoselektivnost se ocituje u vezanju na primarnu bi-
olosku metu benzodiazepina — GABA, receptor. Naime,
(S)-(+)-enantiomeri pokazuju vedi afinitet, a posljedica toga
je da (S)-(+)-oksazepam djeluje kao 100 — 200 puta poten-
tniji anksiolitik i sedativ u odnosu na (R)-enantiomer.*' Slic-
no vrijedi i za druge bioloske mete. Nedavno je zapazeno
da benzodiazepini djeluju kao potentni inhibitori proteina
koji sadrze bromodomene, posebice onih iz BET porodice,
koji reguliraju gensku ekspresiju vezuci se na acetilirane
lizinske ostatke histona, te na taj nacin ostvaruju vaznu
ulogu u patofizioloskoj pozadini upala i tumorskih obolje-
nja. Detaljan uvid u nacin vezanja pojedinih enantiomera
pokazao je da, zbog sterickih smetnji s aminokiselinskim
ostatcima na bromodomenama, eksperimentalni (5)-ben-
zodiazepini ne posjeduju inhibitornu aktivnost.*? Takoder
je uoceno da (S)-(+)-enantiomeri lorazepama i oksaze-
pama lakse istiskuju diazepam i flurazepam s receptora
u sinapsama mozga Stakora nego (R)-(—)-enantiomeri.*
Stereoselektivnost je prisutna i kod enzimske hidrolize i
metabolizma. Naime, pokazano je da esteraze u ljudskom
mozgu stereoselektivno hidroliziraju (S)-(+)-enantiomer
oksazepam acetata.** Metabolizam diazepama zapocinje
N-demetilacijom uz CYP2C19, pri ¢emu nastaje nordia-
zepam — prokiralni lijek koji se hidroksilira na polozaju C3
djelovanjem CYP3A4 enzima stvarajudi pritom oksazepam
i to 90 % kao (S)-enantiomer.>*

Ranije je navedeno da neki benzodiazepini, npr. oksaze-
pam, pokazuju stereokemijsku nestabilnost, ¢ak i pri fizio-
loskim uvjetima. S obzirom na to da je oksazepam aktivni
metabolit najpropisivanijeg anksiolitika diazepama, potre-
ba za detaljnom karakterizacijom tog procesa postaje jo$
vaznija. Takva znanja mogu biti korisna i farmaceutskim
tvrtkama prilikom planiranja strukturnih modifikacija s ci-
liem smanjenja opticke nestabilnosti unutar farmakolos-
ke vremenske skale, ali i pri odabiru kandidata za razvoj
enantiomera s boljim terapijskim profilom.

lako se u literaturi ve¢ dugo raspravlja o potencijalnom
mehanizmu, tek je odnedavno poznato da je za opticku
nestabilnost oksazepama odgovoran proces tzv. prsten-la-
nac tautomerije.** Kvantno-kemijskim metodama ispitana
je relevantnost nekoliko predlozenih mehanizama (sli-
ka 9). Najjednostavniji mogudi proces ukljucuje deproto-
niranje kiralnog centra i nastanak karbaniona (slika 9, i).
Kiselo-bazna ravnoteza dovodi do konfiguracijske izome-
rizacije na C3 polozaju jer gubitkom sp® kiralnog centra
nakon deprotoniranja vjerojatnost da ¢e ponovno nastati
isti enantiomer iznosi 50 %. Medutim, predlozeni meha-
nizam malo je vjerojatan zbog niske kiselosti C3—H sku-
pine, posebice u takvom okruzenju gdje je na tom centru
izravno vezana znatno kiselija hidroksilna skupina. Kao
potencijalni uzrok opticke nestabilnosti oksazepama raz-
motren je i mehanizam keto-enolne tautomerije, (slika 9,
ii). Intramolekulskim prijenosom protona s C3-polozaja na
C2=0 karbonilnu skupinu dolazi do gubitka sp? kiralnog
centra i nastanka sp? prokiralnog C-atoma, nakon cega
je vjerojatnost nastanka oba enantiomera jednaka, ali ki-
netickim i termodinamickim izracunima utvrdeno je da
taj mehanizam nije relevantan za opis enantiomerizacije
oksazepama. Tre¢i mogudi proces obuhvaca protoniranje
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C3—OH skupine, dehidrataciju uz nastanak karbokationa
te reverzibilnu hidrataciju (slika 9, iii). S obzirom na to da je
C3—0OH skupina najmanje bazican polozaj u oksazepamu,
taj mehanizam ne smatra se odgovornim za enantiomeri-
zaciju. Izracunati parametri za Cetvrti ispitani mehanizam
prsten-lanac tautomerije u skladu su s eksperimentalno
izmjerenom energijskom barijerom od 91 k] mol™", a uk-
ljuCuje prijenos protona s C3—OH na N4 atom. Stoga je
zakljuceno da je, izmedu predlozenih mehanizama, pr-
sten-lanac tautomerija proces odgovoran za opti¢ku nesta-
bilnost oksazepama (slika 9, iv).*®
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Slika 9 — Ispitani mehanizmi enantiomerizacije oksazepama®
Fig. 9 - Investigated mechanisms of enantiomerisation of oxaz-
epam*

2.3.4. [Eslomeprazol

Primjer primjene kiralnosti kao jednostavne i jeftine stra-
tegije poboljsanja svojstava postojecih lijekova (engl. chiral
switch) dolazak je na trziste (S)-enantiomera omeprazola
nakon isteka patentne zastite prethodno registriranog race-
mata. U omeprazolu kiralni centar je atom sumpora, a slo-
bodni elektronski par Cini tetraedar (slika 10). Esomeprazol
i omeprazol djeluju kao ireverzibilni inhibitori H*/K*-ATP-
aze (protonske pumpe) na membrani parijetalnih stanica
zeluca. Upotrebljavaju se u terapiji gastroezofagealne re-
fluksne bolesti (GERB), zelucanog i duodenalnog ulkusa,
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Slika 10 — Struktura esomeprazola
Fig. 10— Structure of esomeprazole

Zollinger-Ellisonova sindroma, u profilaksi gastropatije kod
bolesnika na kontinuiranoj terapiji nesteroidnim protu-
upalnim lijekovima te za eradikaciju Helicobacter pylori u
kombinaciji s antibioticima.?¢

Za razliku od talidomida i kiralnih benzodiazepina, esome-
prazol je opticki stabilan pri 25 °C (AG* = 170 k) mol~").>”
(S)-enantiomer ima slican sigurnosni profil kao i omeprazol,
ali pokazuje bolja farmakokineti¢ka svojstva: bolju oralnu
raspolozivost, manju podloznost metabolickim reakcijama
i sporije izlucivanje. Primjenom jednake doze esomepra-
zola postize se dva puta veca koncentracija aktivnog izo-
mera, ¢ime se povecava aktivnost lijeka.?®

2.3.5. Sinteza nikotina

Pocetkom 20. stoljeca znanstvenici su pokusali sintetizirati
potentne alkaloidne spojeve i njihove derivate u istrazivac-
ke svrhe te kao zamjenu za izolaciju iz biljnog materijala.
Medu istrazivanim alkaloidima zanimljiv problem pred-
stavlja sinteza nikotina koji u prirodi dolazi kao (—)-izomer.
Medutim, drugi stereoizomer, (+)-nikotin pokazuje znatno
slabije toksi¢ne ucinke pri istoj dozi, pa su se znanstvena
istrazivanja usmjerila prema enantioselektivnoj sintezi. Za
prvi sintetski postupak zasluzni su Loffler i Kober, koji su
1909. godine primjenom Hofmann, Loffler, Freytag (HLF)
reakcije uspjeli sintetizirati nikotin, ali kao racemic¢nu smje-
su dvaju enantiomera (slika 11).>? Daljnji pokusaji dobiva-
nja enantiomerno cistog produkta nisu bili uspjesni sve do
2019. godine, kad su Muniz i sur. primjenom iste reakcije,
ali s drugim aktiviranim prekursorima u Sest sintetskih ko-
raka uspjeli doci do Zeljenog stereoizomera.*® Potraga za
strukturnim znacajkama i/ili reakcijskim prekidacima koji
¢e usmijeriti HLF reakciju prema produktima visoke opticke
Cistoce i dalje se intenzivno nastavlja.*' Potrebe farmaceut-
ske industrije za proizvodnjom opticki ¢istih produkata po-
taknuli su znanstvenu zajednicu na razvijanje inovativnih
postupaka kojima bi se omogucilo sto bolje iskoristenje uz
Sto vecu stereoselektivnost.
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Slika 11 - Sinteza nikotina. Lijevo: sinteza racemic¢ne smjese ni-
kotina i neuspjesna sinteza (—)-nikotina. Desno: sinte-
za (—)-nikotina

— Nicotine synthesis. Left: synthesis of nicotine racemic
mixture and unsuccessful synthesis of (—)-nicotine.
Right: synthesis of (—)-nicotine

Fig. 11
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3. Zakljucak

U prirodi je vaznost stereokemije nemjerljiva — od DNA
molekule u kojoj je pohranjena geneticka informacija, pre-
ko peptidne veze koja je odgovorna za specificna svojstva
proteina, do Secera iz kojih se dobiva energija. Ne treba
zacuditi da se u takvom okolisu djelovanje razlicitih izome-
ra endo- i ksenobiotika moze dramati¢no razlikovati. Stoga
je proucavanje stereokemijskih procesa, posebice onih koji
ukljucuju kiralne efekte, od velikog znacaja u istrazivanju
i razvoju lijekova. Zbog napretka tehnologije i strozih za-
htjeva regulatornih agencija, u posljednjih dvadesetak go-
dina zanimanje za kiralne molekule postalo je goruca tema
u akademskoj zajednici. U prilog tome govori i Nobelova
nagrada za kemiju 2021. godine dodijeljena Benjaminu
Listu i Davidu MacMillanu za otkric¢e asimetri¢nih organo-
katalitickih reakcija koje su pomogle u razvoju novih lije-
kova te brzim, ucinkovitijim i zelenijim nacinima njihove
priprave. Analiza trzista lijekova iz 2018. godine upucuje
na zakljucak da je razdvajanje racemicnih smjesa postao
novi trend u farmaceutskoj industriji,*> a moze se naslutiti
da Ce takva vrsta priznanja u obliku Nobelove nagrade biti
dodatan vjetar u leda razvoju enantiomerno Cistih lijekova.
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SUMMARY
Pharmaceutical Significance of the Stereoisomerisation Process

Lucija Hok,* Davor Sakidp Valerije Vrcek,c and Robert Vianello®

Investigation of the stereoisomerisation process is of the utmost importance in pharmaceutical
chemistry and biomedicine. Different isomers can exhibit significant differences when interacting
with biological macromolecules, which may result in their modified pharmacokinetic and phar-
macodynamic properties, thereby showing different therapeutic and undesirable effects. Although
there are numerous examples illustrating the importance of stereochemistry, this article presents
an overview of the most significant and representative cases in pharmacy.
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Stereoisomers, configurational instability, pharmacological and pharmaceutical time scales,
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