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ISradimo kilmeé

1. ISradimo sritis

Siame i$radime pateikiama azapeptidinio ZIV proteazés inhibitoriaus,

kurio formulé:

N/\

naujas kristalinis rlgStusis sulfatas, kuris pasizymi nelauktai dideliu
tiroumu/istirpimo greiGiu vandenyje, lyginant su kitomis druskomis, ir labai
pagerintu peroraliniu bioprieinamumu gyvinams, lyginant su laisva baze.
Taigi, 8is rlgsStusis sulfatas tinka auk$&iau minéto proteazés inhibitoriaus
farmacinems dozuotoms formoms, ypatingal peroralinéms dozuotoms

formoms.
2. Ankstesnis technikos lygis

Publikuotoje PCT patentinéje parai$koje WO 97/40029 aprasoma eilé
azapeptidiniy ZIV proteazés inhibitoriy, kurie, kaip skelbiama, turi didel;
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inhibicinio aktyvumo prie ZIV virusg laipsnj. Vienas i§ agenty, kuris patenka |
WO 97/40029 sferg, yra junginys, kurio struktdrine formule:
/4
NN
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jo cheminis pavadinimas yra [3S-(3R*8R*9'R* 12R*)]-3,12-bis(1,1-
dimetiletil)-8-hidroksi-4,11-diokso-9-(fenilmetil)-6-[[4-(2-piridinil)-fenilmetil]-
2,5,6,10,13-pentaazatetradekandikarboksirligSties  dimetilo esteris ir jis
jvertinamas kaip galimas antros kartos ZIV proteazés inhibitorius.

WO 97/40029 aprasomos azapeptidiniy dariniy, tokiy kaip | junginys,
laisvos bazés formos ir taip pat jvairios farmacidkai priimtinos adityvinés
druskos su ragstimis. Nors kaip galimi druskas sudarantys agentai yra
paminétos kelios organinés ir neorganinés rdgstys, jskaitant sulfato rugstj,

konkreciai nepaminétas rgstusis sulfatas, kuris yra Sios paraiskos objektas.
ISradimo santrauka

Siame iSradime pateikiamas auk3$&iau nurodyto | junginio rdgstusis

sulfatas, kurio struktdriné formulé:
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Smulkus iSradimo aprasymas

H

Auk$Ciau parodytas | junginys yra silpna organiné bazé, turinti
mazesnj nei 1 pg/ml tirpuma vandenyje 24+3 °C temperatlroje. Kristaliné
laisvos bazés forma, kaip suspensija vandenyje arba aliejuje, turi bloga
peroralinj bioprieinamumg gyvinams, tikriausiai dél jos ypatingai maZo
tirpumo Siuose tirpikliuose.

Kuriant farmacines vaistines formas, ypatingai peroralines dozuotas
formas, veiklusis ingredientas turi turéti pakankamg bioprieinamuma.
Kadangi | junginio laisva bazé neturi tokio bioprieinamumo, Sie idradéjai
tyrinejo adityvines druskas su rigstimis. Apart $io iSradimo rag$&iojo sulfato,
buvo jvertinta eilé paprastai naudojamy adityviniy drusky su rigstimis, kaip
antai hidrochloridas, benzensulfonatas, metansulfonatas, p-toluensulfonatas,
fosfatas, nitratas, 1,2-etandisulfonatas, izetionatas ir sulfatas. Visos $ios
druskos kristalingje formoje turéjo mazesnj tirpuma vandenyje (1-3 mg/mi
arba maZiau 24+3 °C temperatiiroje) negu ragstusis sulfatas, kurio tirpumas
tomis paciomis sglygomis buvo apie 4-5 mg/ml.

Kai kitos auk$¢iau minétos adityvinés druskos su ragstimis buvo
suspenduojamos vandenyje, buvo stebimos kietafazinés transformacijos
tikriausia del jy disociacijos susidarant laisvai bazei. Daugumoje atvejy $ig

transformacijg lydi gelio susidarymas. Skirtingai nuo kity auk$¢iau minéty
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drusky, papildomas riig3c¢iojo sulfato protonas apsaugo nuo virsmo j laisvg
baze, kuri, kaip auk3iau minéta, yra labai netirpi vandenyje ir turi mazg
peroralinj bioprieinamumg. Nejprastas rigsciojo sulfato tirpumas vandenyje
buvo toliau detaliai tiriamas tokiu bGdu.

Bendrai imant, drusky pavertimas nejonizuota forma arba atvirksciai
gali bati aidkinamas remiantis tirpumo priklausomybés nuo pH teorija. Buvo
iSmatuotas laisvos bazés tirpumas vandenyje kaip funkcija nuo pH 243 °C
temperatlroje (parodyta Zemiau). pH, kuriam esant junginys turi didZiausig
tirpuma, Zymimas pHmax, it buvo rasta, kad jis yra apytikriai 1,2. Literatlroje
sketbiama, kad esant pH>pHmax silpnai bazinio organinio junginio atveju
pusiausvyriné kieta fazé junginio vandeninéje suspensijoje yra laisva bazé.
Kai pH<pHmax, pusiausvyriné kieta mezZiaga pavirsta atitinkama druskos
forma. Terminas “pusiausvyriné kieta fazé"” reiskia neistirpusig arba pertekling
kietg medZiagg junginio vandeninéje suspensijoje praéjus pakankamai laiko,
kad susidaryty pusiausvyra. Kai silpnos bazés druskos kiekis, virSijantis
tirpumo ribg, iSlaikomas vandenyje iki pusiausvyros susidarymo (t.y. druskos
suspensija vandenyje), gautas suspensijos pH gali atsidurti bet kurioje pHmax
puseje, tarp kity faktoriy, priklausomai nuo ragsties stiprumo. Jei gautas pH
yra didesnis nei pHmax, Suspenduota kieta medziaga pavirsta laisva baze.

Tirpumas, mg
8 = A NN u
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Tyrimai, atlikti su Sios laisvos bazés metansulfonatu ir ypaé su
hidrochloridu, patvirtino auk3¢iau aprasytus bendrus literatlroje paskelbtus
duomenis. Siy drusky virsijantys tirpumg kiekiai buvo laikomi vandenyije iki
pusiausvyros susidarymo 24+3 °C temperatlroje maZiausiai 24 valandas.
Pasiekus pusiausvyrg, suspensijos pH buvo 2,1£0,1, kuris yra didesnis nei
pHmax. NeiStirpusios kietos medzZiagos i§ $iy suspensijy buvo iskirtos,
iSdZiovintos ore ir charakterizuotos. Pagal termine ir elementing analize
neistirpusios kietos medziagos i$ $iy suspensijy buvo identifikuotos kaip
laisva bazé. Tokios elgsenos buvo galima laukti remiantis auk$&iau duotame
grafike parodyta tirpumo priklausomybe nuo pH ir literatlroje aprasytais
tyrimais.

Kai rigsciojo sulfato perteklius laikomas vandenyje iki pusiausvyros,
kietoje fazeje, esancioje pusiausvyroje su tirpalu, atsiranda pakitimy. Tadiau
neistirpusi kieta fazé po pusiausvyros buvo ne laisva bazé, nors suspensijos
PH (1,9+0,2) buvo didesnis nei pHmax ir palyginamas su auk3diau aprasyty
metansulfonato ir hidrochlorido suspensijy pH. Elementine analize nustatyta,
kad kieta faze po maziausiai 24 val laikymo pusiausvyroje yra laisvos bazés
formos ir sulfato rlgsties 2:1 druskos (vadinamos sulfatu) hidratuota forma.
ISeinant i§ tirpoumo priklausomybés nuo pH teorijos, $i rigsdiojo sulfato
elgsena yra netikeéta. '

Savo ruoZtu, kai sulfato perteklius laikomas vandenyje ki
pusiausvyros, kietoje fazéje, esancioje pusiausvyroje su tirpalu, atsiranda
pakitimy. NeiStirpusi kieta medZiaga buvo iskirta i$ suspensijos, idziovinta
ore ir charakterizuota. Sios neistirpusios kietos fazés terminé ir elementiné
analize buvo panasi j laisvos bazés, nors sulfato virtimas j laisvg baze nebuvo
toks aiskus kaip metansulfonato arba hidrochlorido. Farmaciniu pozZidriu
drusky polinkis virsti laisva baze vandeninéje aplinkoje yra nepageidautinas
del laisvos bazés mazo peroralinio bioprieinamumo. Taigi, rlgstusis sulfatas
del jo unikalios elgsenos tirpumo vandenyje poZidriu turi netikéta pranasuma,

Ragsciojo sulfato tirpumo vandenyje elgsena taip pat buvo netikéta,
nagringjant | junginio laisvos bazés ir sulfato rdgsties saveika vandenyije.
PavyzdZiui, laisvos bazés tirpumas vandenyje yra maZesnis nei 1 mg/ml
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esant pH ~ 1,8, sureguliuotam panaudojant sulfato rlgstj, lyginant su
rigsCiojo sulfato 4-5 mg/ml tirpumu vandenyje esant pana$ioms pH
sglygoms. Remiantis tirpumo priklausomybés nuo pH teorija galima laukti,
kad esant duotam pH laisvos bazés ir druskos tirpumas bus panasus.

Padidintas rlgs¢iojo sulfato tirpumas/istirpimas duoda jna$g |
bioprieinamumo pagerinimg gyvinams, lyginant su laisva baze. Buvo rasta,
kad rlgSCiojo sulfato absoliutus peroralinis’ bioprieinamumas $unims yra
mazdaug 20 %, kai jis jvedamas priedy neturincia kieta forma Zelatiningje
kapsuleje. Lyginant su tuo, kristaliné laisva bazé turéjo minimaly peroralinj
bioprieinamuma Sunims.

. Apart optimalaus tirpumo, kita pageidautina farmaciniy drusky formy
savybe yra patenkinamas fizinis stabilumas kietoje blsenoje. Terminas
“fizinis stabilumas” rodo druskos formos sugebéjimg i$laikyti jos kristaline
struktlrg (jskaitant kristalizacinius tirpiklius, jeigu tokie yra) laikymo/streso
salygomis. Zymids druskos formos fizinés prigimties pokyc¢iai, nustatomi
terminiais metodais, tokiais kaip diferenciné skanuojamoji kalorimetrija, yra
nepageidautini. RUgstusis sulfatas turéjo puiky stabilumg kietoje biisenoje,
laikant jj 40°C/75 % santykinés drégmés (SD) salygomis net 9 ménesius, kaip
parodyta toliau duodamame lla bréZinyje. Diferencine skanuojamoiji
kalorimetrija neparode jokiy Zymiy stresg patyrusio ragséiojo sulfato méginio
termines elgsenos pokyciy, lyginant su nepatyrusiu streso méginiu (laikytu 2-
8 °C temperatlroje uZdarame konteineryje). PrieSingai, metansulfonatas,
hidrochloridas ir sulfatas parodé Zymius terminés elgsenos pokydius, laikant
juos 40 °C/75 % SD tik dvi savaites, kaip parodyta llb, ¢ ir d. Nors drusky
formy fizinio stabilumo skirtumai néra nejprasti, konkredios druskos polinkis
sudaryti solvatus (arba kristalines modifikacijas) ir jos sugebéjimas iSlaikyti
Kristalizacijos  tirpiklj  (kristalinés modifikacijos  fizinis  stabilumas)

laikymo/streso sglygomis negali bdti i$ anksto numatytas.
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lib. Hidrochlorido fizinis stabilumas. IStisiné linija reiSkia streso nepatyrusig
medziaga. Punktyriné linija reiSkia medziaga, palaikyta 40 °C/75 % SD 2

savaites.
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DSK signalas
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llc. Metansulfonato fizinis stabilumas. 1tising linija reiskia streso nepatyrusig
medziagg. Punktyring linija reidkia medziaga, palaikyta 40 °C/75 % SD 2

savaites.
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lld. Sulfato fizinis stabilumas. I3tisiné linija reiskia streso nepatyrusig
medziagg. Punktyring linija reikia medziaga, palaikyta 40 °C/75 % SD 2

savaites.
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Ruagstusis sulfatas gali blti pagaminamas paruos$iant | junginio laisvos
bazeés tirpalg su sulfato ragstimi tirpikliuose, tokiuose kaip acetonitrilas,
izopropanolis, etanolis arba acetonas, po to iSskiriant tokiu bidu pagaminta
rugstyjj sulfata.

Dél didelio bioprieinamumo bei jo gero kristali$kumo ir stabilumo
rigstusis sulfatas labai tinka gaminant | junginio peroralines dozuotas
formas. Toliau duodami pavyzdziai iliustruoja bddingy peroraliniy vaisto
formy paruosima.

Ragstusis sulfatas ir jo vaisto formos yra naudojamos, kaip apradyta
WO ‘97/40029, ligy, kurias sukelia virusai, ypatingai retrovirusai, kaip antai ZIV

virusas, gydymui.

Konkreciy jgyvendinimo varianty aprasdymas

1 pavyzdys
Ragsdiojo sulfato gavimas i$ etanolio

| 500 ml talpos trigurkle apvaliadugne kolbg su virSuje esandiu
maisikliu ir laSinamuoju piltuvu maidant pridedama 15,013 g (0,0213 mol) |
junginio laisvos bazés ir 113 ml 200 standarto stiprumo etanolio. | Sig
suspensijg per 90 sekundziy sulasinama 1,28 ml koncentruotos sulfato
ragsties. Sulainus sulfato rgsti, gaunamas skaidrus gintaro spalvos
tirpalas. Sis tirpalas greitai nufiltruojamas, naudojant #1 Vatmano filtrinj
popieriy ir perplaunama 5 ml 200 standarto stiprumo etanolio. | §j tirpala
pridedama 58 ml heptano ir 37,5 mg (0.25 % pagal mase) Il formulés junginio
kristaly kristalizacijos centry sudarymui, po to dar 55 m! heptano. Gautas
miSinys maiSomas 6 val. 300 aps/min. greiciu. Susidariusi kristaly suspensija
nufiltruojama, plaunama 50 ml etanolio/heptano (1:1) tirpalo, ir iSdZiovinus
per naktj vakuume 60 °C temperatiroje gaunama 15,11 g norimo kristalinio
ragsciojo sulfato (88,4 mol.% iSeiga), turindio aukd&iau parodyta Il formule.

Charakterizuojancios rigsciojo sulfato savybés
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Analizé. ApskaiCiuota pagal CagHs2NeO - 1,0 HaSO4: C, 56,84; H, 6,78; N,
10.37; S, 3,99. Rasta: C, 56,72; H, 6,65; N, 10,41; S, 3,83.

Lyd. temp. 195,0°.

H.0 = 0,28 % (KF).

2 pavyzdys
Rigscéiojo sulfato gavimas i$ acetono

| 50 °C alyvos vonioje esancig mechaniniu maisikliu maidomg |
formuleés junginio laisvos bazés (30,0 g, 42,6 mM) suspensijg acetone (213
mi) éulaéinama 5M H2S0O4 (8,52 ml, 42,6 mM). Beveik momentaliai gaunasi
skaidrus tirpalas. | §j tirpalg kristalizacijos centry sudarymui pridedama |l
formulés junginio. Po dviejy minudiy susidaro nuosédos, kurios pavirsta
pasta. Sis midinys maidomas 50 °C temperatliroje vieng valanda, 25 °C
temperatdroje 30 minuciy ir 0 °C temperatiroje 2 valandas. Kieta medZiaga
nufiltruojama ir pirmasis filtratas panaudojamas perkelti kolboje likusiai
medZiagai | filtravimo piltuva. Produktas plaunamas acetonu, po to heptanu,
ir iSdZiovinus per naktj vakuume gaunama 31,48 g (koreguota ideiga 92 %) Il
formules rlgsciojo sulfato; lyd. temp. 198-199 °C (skyla).
Analizé. Apskaiciuota pagal CssHs2NsO - 1,0 HSO,4 - 0,2 Ho0: C, 56,59; H,
6,80, N, 10,42; S, 3,98; H.0, 0,45. Rasta: C, 56,66; H, 6,78 N, 10,50; S, 4,20;
H20, 0,45 (KF).

3 pavyzdys

Rigscéiojo sulfato gavimas i$ izopropanolio

| atSaldytg ledo vonioje | formulés junginio laisvos bazés (0,704 g, 1,00
mM) suspensijg izopropanolyje (4,0 ml) pridedama sulfato rigéties (5.0 M,
0,20 ml, 1 mM). Ledo vonia nuimama, ir midinys maiSomas kambario
temperaturoje. Po 15 minuciy suspensija istirpsta. | tirpalg kristalizacijos
centry sudarymui pridedama kristaly, gauty pagal 1 ir 2 pavyzdZiuose

apraSytas metodikas, ir maiSoma 5 valandas. Kieta medziaga nufiltruojama, ir
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filtratas panaudojamas kietai medziagai perkelti i$ kolbos | piltuvg. Perplovus
produkta heptanu ir iSdziovinus vakuume, gaunama 0,752 g Il formules
kristalinio rig3giojo sulfato; iSeiga 90 %, lyd. temp. 160-190 °C (skyla).
Analizé. Apskaiciuota pagal CagHsaNeO - 1,0 HaSO4 - 2,0 H2O: C, 54,40; H,
6,97; N, 10,02; S, 3,82; H.0, 4,29. Rasta: C, 54,25; H, 6,73; N, 10,02; S, 3,67,
H20, 4,53 (KF).

IS izopropanolio gauti kristalai turéjo milteliy Rentgeno spinduliy
difrakcijos vaizda besiskiriantj nuo kristaly, gauty i§ acetonitrilo, etanolio-
heptano arba acetono, vaizdo. Jie pavadinti Il tipo kristalais. | tipo kristalai yra
bevandeneé desolvatuota kristaline medZiaga, tuo tarpu kai Il tipo kristalai yra

hidatuotos, higroskopinés kristalinés formos.

4 pavyzdys
Ragscéiojo sulfato kapsuliy tipo vaisto formos pagaminimas

A. Kapsulés (50 ir 200 mg laisvos bazés ekvivalentas

Pateikiamos peroralinio vartojimo kapsulés, kur kapsulé yra #0 dydZio,
pilka, neskaidri, kieta Zelatinineé kapsukeé, turinti Il formulés rtgsciojo sulfato,
paruosto drégno granuliavimo bldu su laktoze, krospovidonu ir magnio

stearatu.

B._Kapsulés (100 mq laisvos bazés ekvivalentas)

Pateikiamos peroralinio vartojimo kapsulés, kur kapsule yra #0 dydzio,
pilka, neskaidri, kieta zelatininé kapsuke, turinti Il formulés rigsciojo sulfato,
suspenduoto Gelucire 44/14. Gelucire 44/11 yra sotus poliglikolintas
gliceridas, susidedantis i mono-, di- ir trigliceridy ir mono- ir di-riebaly
ragsciy polietilenglikolio esteriy. Kapsulés pagaminamos sulydant Gelucire
44/11 45-70 °C temperatiroje, po to maisant pridedama rigsgiojo sulfato.
Sulydytu mi8iniu uZpildomos kietos Zelatininés kapsulés ir paliekamos atvésti

ir sukieteti.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Ragstusis sulfatas, kurio formulé:

0
H3CO/U\”

OH
H
S

2. Farmaciné dozuota forma, besiskirianti tuo, kad| jg jeina

0
H
" NT OCH, - H,S0,
o
!

rag8tusis sulfatas pagal 1 punktg ir farmaciskai priimtinas nesiklis.
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