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Krystal P, P*-di(uridin-5 - )tetrafosfatu (U,P;) nebo jeho soli
se pipravi tak, Ze se vychozi surovy U,P, &isti pomoci
anexové chromatografie a chromatografie na aktivnim uhli a
za pouZiti hydrofilniho organického rozpoustédia se neché
vykrystalizovat. Zplisob vyroby U,P, pii némz se UMP jako
vychozi latka smisf difenyl-chlorfosfitem s (DPC) a
pyrofostatem (Ppi) pficem zpiisob zahrnuje alespoii jeden
znasledujicich krokd: a) béhem reakce UMP-DPP

s organickou zésaditou soli PPi se v nékolika davkach pidava
difenylfosfat UMP, b) reakce UMP-DPP s organickou
zasaditou soli PPi se provadi v piitomnosti zésady a ©) po
syntéze U,P, se reakéni produkt dale &isti pouZitim zisady.
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Krystal diuridintetrafosfatu nebo krystal jeho soli a zptisob jeho pfipravy a vyroby

Oblast techniky

Tento vynalez se tyka stabilnich krystald P' P*-di(uridin-5)tetrafosfatu (U,P.)
nebo krystall jeho soli, které se pouzivaji jako aktivni slozky latek ushadﬁujicich
vykaslavani (expektorantl) nebo terapeutického ¢inidla pro pneumonii. Tento vynalez

se tyka zpusobu vyroby krystall a z‘pﬂsobu efektivni vyroby U,P4 nebo jeho soli.

Dosavadni stav techniky

Tetrasodna sl P!, P*-di(uridin-5*-)tetrafosfatu (U,P4.4Na) obecného vzorce I:
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vykazuje Ucinek usnadnujici vykaslavani a je povazovana za slouceninu, ktera byla
vyvinuta pro usnadnéni vykaslavani nebo jako terapeutické ¢inidlo pro pneumonii
(napriklad U.S. Patent Nos. 5,789,391, 5,763,447 a 5,635,160).

Do této doby nebyl U,P, pfipraven v krystalické formé a byl pfipraven pouze
ve formé lyofilizovaného vyrobku (viz. Priklad 1 v WO 99/05155). Typicky U.P,4
vyrobeny konvenénimi metodami dosahuje Cistoty pouze 90 % a obsahuje vedlejsi
produkty. Mezi priklady vedlejSich produktl patii nukleosid-5-(poly)fosfaty jako jsou
uridin-5'-tetrafosfat (UP,), uridin-5'-trifosfat (UTP), uridin-5"-difosfat (UDP) a uridin-5'-
-monofosfat (UMP), a dale dinukleosidpolyfosfaty jako je P*,P*-di(uridin-5*)trifosfat
(U.Ps) a P',P*-di(uridin-5‘-)difosfat (U.P,).

.



Zviaste obtizné je z U,P,4 oddélit nukleosid-5-(poly)fosfaty jako je UTP a velmi &isty
U.Ps Ize svelkymi obtizemi vyrobit pouze pomoci konvenénich &isticich metod,
tj. ionexovou chromatografii (WO 99/05155, Biochimica et Biophysica Acta, 438, (1976)
304-309). ’ '

Nevyhodou vyse uvedeného cisténého a lyofilizovaného vyrobku je jeho vysoka
hygrosko.picita.‘Diky tomu se musi pfiprava farmaceutického pfipravku obsahujiciho
U.P4 provadét ve specidlni aparature s dobfe kontrolovatelnou vihkosti a po ukondeni
této pripravy se vyrobek musi dokonce neprodyéné zabalit. Ponévadz ma navic
farmaceuticky pripravek diky nizké stabilité lyofilizaéni pfipravy velmi kratkou Zivotnost,
je zadouci ziskat velmi Cisté a stabilni krystaly U,P,.

U.P4 se syntetizuje z uridin-5'-monofosfatu (UMP) pouzitim é‘ktivaéniho ¢inidla
jako je difenyl-chlorfosfat (DPC) a fosforylaéniho ¢inidla jako je pyrofosfat (difosfat,
PPi). Vytézek syntézy pfi konvenénim zpUsobu je vSak nizky, tj. pouze 10 %
hmotnostnich (Priklad 4B ve WO 99/05155), a nemUze nikdy slouzit pro praktické
Ucely. Vzhledem k tomu je Zadouci vyvinout zplisob vyroby U,P4 s vysokym vytézkem
a ve velkém meritku.

Z hlediska predeSlych skutecnosti je pfedmétem tohoto vynalezu poskytnout
stabilni krystaly U.P4 nebo krystaly jeho soli. Dal§im predmétem tohoto vynalezu je
poskytnout zplUsob vyroby téchto krystald. Dal$im predmétem tohoto vynélezu je

poskytnout zplsob efektivni vyroby U.P, ve velkém méfitku.

Podstata vynalezu

Nynéjsi vyna’lezci provadéli naléhavé studie tykajici se zplsobu &isténi U,Ps
a zpusobu syntézy U,P, z UMP. Vynalezci zjistili, Zze U,P,4 cistény pomoci anexové
chromatografie a chromatografie pouzivajici aktivni uhli (chromatografie na aktivnim
uhli) podiéha snadno krystalizaci a Ze pouziti specifickych reakénich podminek pfi jeho
syntéze nebo prii syntéze jeho soli z UMP, ktery slouZi jako vychozi latka a ktery se
misi s DPC a PPi, vede ke znacnému zvyseni jeho vytézku. Tento vynalez byl dosazen

na zakiadé téchto zjisténi.




Vzhledem k tomu se tento vyndlez tyka krystalt P! P*-di(uridin-5)tetrafosfatu
nebo krystalu jeho soli.

Tento vynalez se tyka také krystall tetrasodné soli P',P“-di(uridin-5‘-)tetrafosfétu
s krystalickou strukturou, ktera pfi rentgenové difrakci vyuzivajici paprskii Cu-Ka
vykazuje charakteristické piky v blizkosti difrakdnich uhla (26) 5,9, 11,5, 12,4, 154,
17,2, 18,0, 19,8 220,5(°). ' |

Tento vynalez se tyka také krystalu tetrasodné soli P*,P*-di(uridin-5'"-)tetrafosfatu
s krystalickou strukturou, ktera v absorpénim infraderveném (IC) spektru vykazuje
charakteristické piky pfi vinovych délkéch v blizkosti 1690, 1277, 1233, 1146, 1116
a 890 (cm™).

Tento vyndlez se tyka také zpusobu vyroby krystald P'P*-di(uridin-5'-)tetra-
fosfatu nebo krystall jeho soli. Tento proces sestava z ¢isténi surového P’ P*di(uridin-
-5'-)tetrafosfatu nebo jeho soli pomoci anexové chromatografie a chromatografie
na aktivnim uhli a pomoci pfidani hydrofilniho organického rozpoustédia do roztoku
cisténého  P',P*-di(uridin-5-)tetrafosfatu nebo do roztoku jeho soli coz vede

k vysrazeni krystal(.

- Tento vynalez se tyka také zpusobu vyroby krystalll P! P*-di(uridin-5--)tetrafos- - - =

fatu nebo krystal jeho soli z uridin-5"-monofosfatu (UMP) jako vychozi latky reakci
s difenyl-chlorfosfatem (DCP) a pyrofosfatem (PPi). Tento zpUsob se vyznaduje tim, ze
jeho soucasti je alespon jeden z nasledujicich krokud &isténi:
a) behem reakce UMP-DPP s organickou zasaditou soli PPi se po &astech pridava
difenylfosfat UMP (UMP-DPP), |
b) reakce UMP-DPP s organickou zasaditou soli PPi se provadi v pfitomnosti
zasady

c) syntetizovany U,P, se dale Cisti pouzitim zasady.
Strucny popis obrazk

Na Obrazku 1 je rentgenové difrakc':i':)}i spektrum krystalického tetrahydratu
U.P4.4Na, ktery byl vykrystalizovan z roztoku ethanolu.




Na Obrazku2 je rentgenové difrakéni spektrum krystalického oktahydratu
U.P4.4Na, ktery byl vykrystalizovan z roztoku ethanolu.

Na Obrézku 3 je rentgenové difrakéni spektrum U,P, ziskaného lyofilizaci.

Na Obrazku4 je fotografie, na které je krystalickd forma krystalického
oktahydratu U.P4+.4Na, ktery byl vykrystalizovan z roztoku ethanolu. Fotografie byla
udélana pouzitim polariza¢niho mikroskopu (zvétSeni: 440), piicemz 1 cm na fotografii
odpovida 23 um.

Na Obrazku 5 je IC absorpéni spektrum krystalického oktahydratu U,P,.4Na,
ktery byl vykrystalizovén z roztoku ethanolu.

Na Obrazku 6 je IC absorpéni spektrum U,P, ziskaného lyofilizaci.

Na Obrazku7 je rentgenové difrakéni spektrum krystalického oktahydratu
UzP4.4Na, ktery byl vykrystalizovan z roztoku methanolu.

Nejlepsi zpisob provedeni tohoto vynalezu

Krystaly U2F54 nebo krystaly jeho soli se podle tohoto vynélezu ziskavaji pomoci

Cisténi: surového U,P, nebo jeho soli pouzitim specifickych prostredkl -a pfidavkem

hydrofilniho organického rozpoustédia k roztoku &isténého U,P, nebo jeho soli, coz
vede k vysrazeni krystall z roztoku. Tento vynalez bude dale vysvétlen kvuli 1) Cisténi

U,P4 nebo jého soli a 2) krystalizgci U,P4 nebo jeho soli.

1) Cisténi U,P,4 nebo jeho soli

U.P4 nebo jeho sul ge &isti pomoci anexové chromatografie a chromatografie
na aktivnim uhli, coi se provadi v kombinaci. Ackéliv Ize tyto chromatografické techniky
provadet v libovpiné sekvenci, z hlediska zlep$eni gistoty U,P, je vyhodné zaradit
anexovou chromatografii .pn"ed chromatografii na aktivnim uhli.

Ve vySe zminovanych chromatografickych technikach Ize jako anexovou
pryskyfici pouzit styrenovou nebo akrylovou pryskyfici. Mezi priklady pryskyric, které
Ize pouzit, patfi silné zasadite anexové pryskyfice jako jsou AMBERLITE IRA 402
(Rohm & Haas Co.), DIAION §A-1.1A (Mitsubiéhi Ctiémical Co. Ltd.) a slabé zasadité



anexové pryskyfice jako jsou AMBERLITE IRA 67 (Rohm & Haas Co.) a DIAION WA-
30 (Mitsubishi Chemical Co. Ltd.).

Aktivni uhli je ve formé aktivniho uhli uréeného primo pro chromatografii, které je
rozdrceno nebo vytvarovano do &astic a patii mezi né komeréné dostupné vyrobky
(napr. produkty firmy Wako Pure Chemical Industries, Ltd. a firmy Futamura Kagaku
Kogyo).

Chromatografie se provadi nasadovym zplsobem nebo ve sloupci ~(koloné).
Pokud se to provadi sloupcovou chromatografii, lze jako eluent pro anexovou
chromatografii pouzit vodny roztok kyseliny nebo jeji smesi se soli, kterd ma zvy$enou
iontovou sily, jako je chiorid sodny. Jako eluent pro chromatografii na aktivnim uhli Ize
pouzit vodu nebo vodny roztok zasady jako je hydroxid sodny. Aby bylo mozné nalezité
-stanovit kbncentraci kazdého z eluentd vrozmezi 0,001 az 10 mol/l, Ize provést

predbézny test v malém méritku.

2) Krystalizace U,P, nebo jeho soli
Krystalizace U,P, nebo jeho soli se provadi pridavkem hydrofiiniho organického

rozpoustédla do roztoku, ktery tento gistény U,P, obsahuje.-

- Mezi priklady hydrofilnich organickych rozpoustédel, které se pouzivaji pro tyto - -

ucely, patfi alkoholy s 1 az 6 atomy uhliku, jako Je methanol a ethanol, ketony jako je
aceton, ethery jako je dioxan, nitrily jako je acetonitril a amidy jako je dimethylformamid.
Z vyse jmenovanych latek jsou vyhodné zvlasté alkoholy, predevsim ethanol.

- Roztok takto cCisténého U,P, nebo jeho soli nebo kase ziskana
zakoncentrovanim tohoto roztoku, se pfipa'dné upravuje tak, aby bylo dosazeno pH
vintervalu 6 az 9, a pfi teploté 60 °C nebo mensi se kroztoku nebo kasi prida
hydrofilni organické rozpoustédlo, coz vede k vysrazeni stabilnich krystalG U,P,
z roztoku..

Takto ziskané krystaly U.P, podie tohoto vynalezu obsahuji 1) U,P4 v mnozstvi
minimainé 95 % a 2) ostatni homologové slouéeniny v mnozstvi maximainé 5 %.

Mezi ostatni homologové slouceniny tohoto vynélezu patfi nukleosid-5’-(poly)-
fosfaty jako jsou UP,, UTP, UDP a UMP, a dinukleosidpolyfosfaty jako jsou U§P3
a U,P,.



Krystaly U,P, obsahuji vyhodnéji 1) U,P, v mnozstvi minimalné 97 % a 2) UDP
vmnozstvi maximainé 1% a 3) UTP v mnozstvi maximalngé 1 %. Zviasts vyhodné
krystaly U,P, obsahuji 1) U,P, v mnozstvi minimainé 98 % a} 2) UDP v mnozstvi
maximainé 0,5 % a 3) UTP v mnozstvi maximalné 0,5 %.

Tyto velmi Cisté krystaly U,P, jsou ve formé soli, hydrata nebo hydratovanych
soli. Mezi pfiklady soli patfi farmaceuticky prijatelné soli jako jsou soli alkalickych kov(
jako jsou sodné a draselné soli, dale soli kov( alkalickych zemin jako jsou soli vapniku
a hor¢iku, a dale amonné soli. Pro vytvoreni soli Ize U,P, substituovat 1 az 4 atomy
kovul.

Vyse zminéné hydraty piipadné obsahuji 3 az 8 molekul vody, které jsou
navazany nebo adherovany (ulpény) na jedné molekule U.P,. VySe zminéné
hydratované soli pfipadné obsahuji 3 az 8 molekul vody, které jsou navazany nebo
adherovany na jedné molekule soli alkalického kovu U,P,. |

Mezi priklady vyhodnych krystalli U,P, patfi krystaly U,P,.4Na a krystaly jejich
hydratd. Krystaly U,P,.4Na vykazuiji pfi rentgenové difrakci vyuzivajici paprski Cu-Ka
charakteristické piky v blizkosti difrakénich Ghla (26) 5,9, 11,5, 12,4, 154, 172,

--18,0, -19,8 a.20,5 (°) (s odchylkou +0,1°) a v-absorpénim IC spektru charakteristické:

piky pfi vinovych délkach v blizkosti 1690, 1277, 1233, 1146, 1116 a 890 (cm™)

(s odchylkou +2 ecm™). S krystaly U,P,.4Na je navic snadné nakladat a ve srovnani

vews

s konvencnimi lyofilizovanymi vyrobky jsou mnohem uzite€né;jsi, ponévadz jsou stabilni
I za vysokych teplot, za podminék vysoké vihkosti a obsah vody je v nich stabilizovan
na hodnoté 5 az 15 % hmotnostnich, ¢imz je potlacena dalsi hygroskopicita. -

Jak je uvedeno vyse, takto ziskané krystaly U,P,.4Na tohoto vynalezu obsahuji
1) U:P4 v mnoZstvi minimainé 95 % a 2) ostatni homologové slauceniny v mnozstvi
‘maximélné 5 %. Navic, jak je popsano vyse, mezi priklady vyhodnych krystalti U,P,
pati krystaly, které obsahuji 1) U,P, v mnoZstvi minimainé 97 % a 2) UDP v mnozstvi
maximalné 1 % a 3) UTP v mnozZstvi maximainé 1 %, dale zvlasté krystaly U,P,, které
obsahuji 1) U,P4; v mnoZstvi minimainé 98 % a 2) UDP v mnoZstvi maximalné 0,5%
a 3) UTP v mnozstvi maximainé 0,5 %.

Mezi krystaly U,P4 nebo krystaly jeho soli potie tohoto vynalezu patfi navic také

krystaly jeho tautomeru.



Krystaly U,P4 nebo krystaly jeho soli podle tohoto vynalezu se susi pomoci
konvencnich metod jako je su$eni za snizeného tlaku, suseni v proudu vzduchu nebo
suseni zahfivanim, a nasledné se umisti do uskladiovaci nadoby (napf. lahev, sadek,

plechovka, ampule). Uskladiiovani se provadi tak, Ze uskladfiovaci nadoba je oteviena,

zaviena, vzduchotésna nebo zatavend. Pro udrzeni stability krystall pfi skladovani je

oteviena uskladnovaci nadoba nevyhodna.

Dale bude popsan efektivni zplsob syntézy U,P,.

U»P4 nebo jeho sil se konvenéné prevazné syntetizovala z uridin-5’-monofosfatu
(UMP) jako vychozi latky a pouzitim aktivaéniho &inidla jako je difenyl-chlorfosfat (DPC)
a fosforylacniho &inidla jako je pyrofosfat (PPi). K tributylaminové soli UMP se
specificky pfida DPC a tributylamin, ¢imZ vznika difenylfosfat UMP (UMP-DPC), ktery
slouzi jako reakéni meziprodukt. Ten dale reaguje s pyrofosfatem tributylaminu (TBA-
-PPi), ¢imZ vznikd U,P, nebo jeho sul, pficemz vytéiek reakce je 9,6 % (Priklad 4B
z WO 99/05155).

Zpusob podle tohoto vynalezu je charakteristicky tim, e se provede alespon

jeden z nasledujicich krokl Cisténi: a) b&hem konvendni reakce UMP-DPP

s-organickou-zasaditou -soli PPi se po.-Castech pfidava difenylfosfat UMP,: b) reakce:- ="

UMP-DPP s organickou z&saditou soli PPi se provadi v pfitomnosti zasady
a c) syntetizovany U,P, se dale &isti pouzitim zasady.

Krok ,a) pfidavani UMP-DPP po &astech” se tyka pridavani UMP-DPP, kterého
se musi dodat alespon dvakrat vice, nez je molarni mnozstvi organické zasadité soli
PPi, a radéji po nékolika ¢astech nez najednou. Napfiklad se necha reagovat organicka
zasadita sul PPi s ekvimolarnim mnozstvim UMP-DPP a krok se opakuje. Akoliv neni
pocet davek UMP-DPP nijak zvlasté omezen, vzhledem ke zvySeni vytézku jsou
vyhodné 2 az 3 davky.

Mezi priklady organickych zasaditych soli PPi patfi sdl hexylaminu, sul
dibutylaminu, sul triethylaminu a sdl tributylaminu. Organicka zasadita sdl PPi je
pfi reakci s UMP-DPP pripadné rozpusténa v rozpoustédle. Mezi priklady rozpoustédel
patfi amidy jako jsou DMF, DMAC a formamid, déle cyklické ethery jako jsou dioxan
a tetrahydrofuran, dale ketony jako je aceton a dale dimethylimidazolidinon,

hexamethylfosfortriamid  (N,N,N’,N',N" N"-hexamethyltriamid kyseliny fosfore¢né),



dimethylsulfoxid, acetonitril nebo smés dvou &i vice znich. Do tohoto roztoku se
nasledné pfidda UMP-DPP a smés se necha reagovat za teploty mistnosti po dobu
30 minut az 5 hodin.

Krok ,b) reakce UMP-DPP s organickou zasaditou soli PPi se provadi
v pfitomnosti zasady“ se tyka reakce, ktera se provadi v pritomnosti zasady. Mezi
pfiklady zé&sad patfi pyridinové zasady jako jsou pyridin, 2,6-dimethylpyridin, 2,4-di-
methylpyridin, a~, B-, y-methylpyridin, 2,4-dimethylaminopyridin a a-, B-, y-trimethylpyri-
din, pficemz zvlasté vyhodny je pyridin. Mezi zakladni (zasadité) rozpoustédlo pro tuto
reakci patri také zasady pouzivané v tomto vynélezu. Koncentrace zasady neni nijak
zvlasté omezena. Vyhodné je piidat zdsadu v mnozstvi 6 a vice molarnich ekvivalentt
vztazeno na UMP, vyhodnéji 18 a vice ekvivalentd.

Krok ,c) syntetizovany U,P, se dale &isti pomoci zasady* se tyka zakaleni
kapaliny obsahujici syntetizovany U,P, vodou a dale ¢&isténi této smési roztokem
organické a anorganické zasady jako je hydroxid sodny, amoniak, hydroxid draselny,
pyridin, triethylamin nebo uhli¢itan sodny. Konveéné se takovato ochlazena/zakalena

kapalina pfimo ¢isti. Nicméné oproti konvenénimu zpUsobu umozfiuje Uprava pomoci

Béhem cisténi pomoci zasady "se kapalina obsahujici syntetizovany U,P,

- zasady.zlepSeni vytéZku.izolovani U,Ps. -~ <= o T s e

ochladi/zakali vodou a k této smési se pfida takové mnoZstvi zasady, aby pH smési

bylo vintervalu 8 az 13, vyhodné 10 az 12. Smés se necha reagovat za teploty
mistnosti po dobu 10 minut aZ 5 hodin.

UMP-DPP se pfipadné syntetizuje z UMP pomoci konveénich metod. Napriklad
se trialkylaminova sal UMP, jako je tributylaminova sl UMP pfipravena pomoci
konvencni metody, rozpusti v rozpoustédie. Mezi piikiady rozpoustédel patii amidy
jako jsou DMF a dimethylacetamid (DMAC), déle cyklické ethery jako jsou dioxan
atetrahydrofuran, dale ketony jako je aceton, a dimethylimidazolidinon,
hexamethylfosfortriamid nebo jejich smési. K roztoku se nasledné piida DPC a, je-li
zapotiebi, trialkylamin a smés se necha reagovat za teploty mistnosti po dobu 30 minut

az 5 hodin, za vzniku UMP-DPP siouziciho jako reakéni meziprodukt.
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Priklady provedeni vynalezu

Tento vynalez je dale detailnéji popsan prostfednictvim prikladq.
Priklad 1. Syntéza U,P, nebo jeho soli

1) Uginek zasady |

K dehydratované tributylaminové soli uridin-5-monofosfatu  (UMP-TBA)
(6,2 mmol) se piidda DMAC (8 ml) a k této smési se po kapkéch za stélého michani
pridava DPC (1,7 ml). Takto ziskana smés se necha reagovat za teploty mistnosti
po dobu 1 hodiny za vzniku UMP-DPP. Poté se k reakéni smési pfida TBA (7,6 ml)
amicha se po dobu dalich 10 minut. Mezitim se v pyridinu (1,7 mi) rdzpusti
dehydratovany TEA-PPi (3,0 mmol) a takto pfipraveny roztok se prida k reakéni smési
UMP-DPP. Nasledné se tato smés micha za teploty mistnosti po dobu 3 hodin
apro zastaveni reakce se do smési pfidd voda. Ziskana reakéni smés byla

analyzovana pomoci HPLC (pfi 262 nm) a vykazala vytézek cileného U,P, 18,3 %.

Jak je -ziejmé- zvysledku, -necha-li se - UMP-DPP reagovat s TEA-PPi - - -

v pritomnosti zasady (pyridinu), je vytéZek syntézy U,P, dvakrét vyss$i, nez vytézek

dosazeny pri konvenéni metodé.

2) Uginek kombinace pouziti zasady a &isténi pouzitim zasady

K dehydratované tributylaminové soli  uridin-5-monofosfatu  (UMP-TBA)
(6,2 mmol) se prida DMAC (8 ml) a k této smési se po kapkach za stalého michani
piidava DPC (1,7 ml). Takto ziskana smés se necha reagovat za teploty mistnosti
po dobu 1 hodiny za vzniku UMP-DPP. Poté se kreakéni smési prida TBA (7,6 ml)
amicha se po dobu dalSich 10 minut. Mezitim se v pyridinu (1,7 ml) rozpusti
dehydratovany TEA-PPi (3,0 mmol) a takto pfipraveny roztok se piida k reakéni smési
UMP-DPP. Nasledné se tato smés micha za teploty mistnosti po dobu 3 hodin
a pro zastaveni reakce se do smési prida voda. K takto ziskané reakéni smési se pfida

takové mnozZstvi 30% roztoku hydroxidu sodného, aby vysledné pH bylo 11,0 a smés
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se mohla nechat stat pfes noc. Ziskana reakéni smés se analyzovala pomoci HPLC
(pfi 262 nm) a vykazala vytézek cileného U,P4 29.7 %.

Jak je zfejmé =zvysledku, necha-i se UMP-DPP reagovat s TEA-PPi
v pritomnosti zasady (pyridinu) a smés se dale gisti pouzitim zasady, je vytézek

syntézy U,P, tiikrat vy$si, nez vytéZek dosazeny pfi konvenéni metods.

3) Utinek zasady a pFidavani UMP-DPP po nekolika ¢astech

K triethylaminové soli dehydratované kyseliny pyrofosfatové (TEA-PPi) (6 mmol)
se prida formamid (1,5 ml) a pyridin (1,5 ml) a smés se v naddobé zamicha. Mezitim se
v jiné nadobé k dehydratované tributylaminové soli uridin-5’-monofosfatu (UMP-TBA)
(12 mmol) prida DMAC (4,3 ml), dioxan (4,8 ml) a tributylamin (TBA) (5,8 ml) a smés se
zamicha. Nasledné se k této smési po kapkach pfida DPC (2,5 mi) a takto ziskana
smés se dale micha za teploty mistnosti po dobu 1 hodiny za vzniku UMP-DPP.
Polovina reakéni smési UMP-DPP se po kapkéach pfida do nadoby obsahujici TEA-PPi,
a necha se reagovat za teploty mistnosti po dobu 1 hodiny. Nasledné se k této smési
prida pyridin (1,5 ml) a do nadoby se po kapkéach pfida zbyvaijici reakéni smés UMP-

1 hodiny a pro zastaveni reakce se ke smési pfida voda. Ziskana reakéni smés se
analyzovala pomoci HPLC (pfi 262 nm) a vykazala vytézek cileného U.P4 29,5 %.

Jak je zfejmé z vysledku, pfida-li se UMP-DPP ve dvou oddélenych davkach
a necha-li se UMP-DPP reagovat s TEA-PPi v pfitomnosti zasady (pyridin), je vytézek

syntézy U,P, tiikrat vyssi, nez vytézek dosazeny pfi konvencni metodé. Dale je také -

zfejme, Ze prida-li se UMP-DPP ve dvou oddélenych davkach, je vytézek syntézy U,P,
29,5 %, coz je 1,6 vytézku dosazeného v bodé 1) (18,3 %).

4) Uginek ¢&isténi pouzitim zasady

K triethylaminove soli dehydratované kyseliny pyrofosfatové (TEA-PPi) (6 mmol)
se pfida formamid (1,5 ml) a pyridin (1,5 ml) a smés se v nadob& zamicha. Mezitim se
v jiné nadobé k dehydratované tributylaminové soli uridin-5’-monofosfatu (UMP-TBA)
(12 mmol) prida DMAC (4,3 ml), dioxan (4,8 ml) a tributylamin (TBA) (5,8 ml) a smés se

zamicha. Nasledné se k této smési po kapkach piida DPC (2,5 ml) a takto ziskana

-DPP. Takto ziskana reakéni smés se necha dale reagovat za teploty mistnosti-po-dobu. -
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smes se dale micha za teploty mistnosti po dobu 1 hodiny za vzniku UMP-DPP.
Polovina reakéni smési UMP-DPP se po kapkach pfida do nadoby obsahujici TEA-PPi,
a necha se reagovat za teploty mistnosti po dobu 1 hodiny. Nasledné se k této smési
pfida pyridin (1,5 ml) a do nadoby se po kapkach pfida zbyvajici reakéni smés UMP-
-DPP. Takto ziskana reakéni smés se necha déle reagovat za teploty mistnosti po dobu
1 hodiny a pro zastaveni reakce se ke smési pfida voda. K takto ziskané reakéni smési
se prida takové mnozstvi 30% roztoku hydroxidu sodného, aby vysledné pH bylo 11,0
a smés se mohla nechat stat pres noc. Ziskana reakéni smés se analyzovala pomoci
HPLC (pfi 262 nm) a vykazala vytézek cileného U,P4 32,2 %.

Jak je zfejmé z vysledku, Cisti-li se vySe uvedena smés pouzitim zasady, zvysi
se vytézek syntézy U,P, 0 10 %, tj. 2 29,5 % na 32,2 %.

Piklad 2. Vyroba krystala U,P,.4Na

K triethylaminové soli dehydratované kyseliny pyrofosfatové (TEA-PPi)
(40,5 mmol) se prida formamid (10 ml) a pyridin (15 ml) a smés se v nadobé zamicha.

- Mezitim se- v jiné nadobé -k dehydratované -tributylaminové soli. uridin-5"-monofosfatu = = ==~

(UMP-TBA) (80 mmol) pfida DMAC (50 ml), dioxan (34 ml) a tributylamin (TBA) (30 ml)
a smés se zamicha. Nasledné se k této smesi po kapkéach pfida DPC (17,8 ml) a takto
ziskana smés se dale micha za teploty mistnosti po dobu 1 hodiny za vzniku UMP-

-DPP. Polovina reakéni smési UMP-DPP se po kapkach pfida do nadoby obsahujici
TEA-PPi, a necha se reagovat za teploty mistnosti po dobu 1 hodiny. Nasledné se
ktéto smeési pfidd 4-dimethylaminopyridin (DMAP) (50mg) a pyridin (15 ml)
ado nadoby se po kapkach pfida zbyvajici reakéni smés UMP-DPP. Takto ziskana
reakéni smés se necha déle reagovat za teploty mistnosti po dobu 1 hodiny
a pro zastaveni reakce se ke smési pfida voda. Reakéni smés se naredi vodou
na celkovy objem 700 mi a pfida se takové mnozstvi 30% roztoku hydroxidu sodného,
aby vysledné pH bylo 10,0. Roztok se zakoncentruje na 200 ml a za stalého michani se
prida ethanol (250 ml). Roztok se necha stat za teploty 4 °C pfes noc a supernatant se

poté odstrani dekantaci. Takto ziskany roztok se nafedi vodou na celkovy objem
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250 ml. Roztok se analyzoval pomoci HPLC (pfi 262 nm), ktera vykazala vytézek
cileného U,P4 30,0 %.

Takto ziskany roztok (110m|) se naredi vodou na celkovy objem 2000 mi
a prolije se sloupcem (kolonou) obsahujicim slaby anex (AMBERLITE IRA-67) (ClI typ)
(200 ml). Sloupec (kolona) se nasledné promyjé vodou a vedlejSi produkty se eluuji
roztokem kyseliny chlorovodikové o koncentraci 0,18 mol/l (0,18 M). Cileny U,P, se
poté se eluuje roztokem kyseliny chlorovodikové o koncentraci 0,005 mol/i (0,005 M)
obsahujici NaCl v mnozstvi 0,35 mol/l (procento rekuperace: 82,7 %).

Do takto ziskaného eluatu se pfida takové mnozstvi roztoku hydroxidu sodného,
aby vysledné pH bylo 2,5. Eludt se nasledné prolije sloupcem (kolonou) obsahujici
aktivni uhli (Taiko SGP) a sloupec (kolona) se promyje vodou a eluuje roztokem
hydroxidu sodného o koncentraci 0,05 mol/l (0,05 M) (procento rekuperace: 84,9 %).

Hodnota pH takto ziskaného eluatu se upravi na 7,6 a eluat se zakoncentruje
" na 38 ml. K zakoncentrovanému roztoku se pfida nasledné ethanol (57 ml), coz vede
ke vzniku 3,1 g krystal( U.P,.4Na (obsah vody: 7,8 %) (vytézek separace: 18,4 %).

Krystaly U,P4.4Na pfipravené v Piikladu 2 se susi za teploty 60 °C po dobu
4 hodin v susarné s nucenym obéhem vzduchu. Takto upravené krystaly byly
podrobeny instrumentaini, analyze. Kromé toho se pfipravi U,P,.4Na v lyofilizované
formé, a to stejnou metodou jako je popsana v Piikladé 1 ve WO 99/05155. Takto
pripraveny vyrobek se porovnal s krystaly z hlediska jejich fyzikalnich vlastnosti.

(1) Instrumentalni analyza

1) Analyza Cistoty

Krystaly U,P,.4Na ziskané v Pfikladu 2 a frakce obsahujici U,P, po precisténi
pomoci obou chromatografii byly podrobeny analyzam &istoty pouzitim vysoce vykonné
kapalinové chromatografie (HPLC). Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 1. Podminky

analyzy provadéné vysoce vykonnou kapalinovou chromatografii jsou popsany nize.
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Sloupec (Kolona): HITACHIGEL #3013-N (vyrobek firmy Hitachi Keisokuki
Service).

Eluent. 10% CH;CN, NH,ClI o koncentraci 0,18 mol/l (0,18 M), KH,PO,
o koncentraci 0,03 mol/l (0,03 M), K,HPO, o koncentraci 0,03 mol/l (0,03 M). |

Metoda detekce: UV detekce pfi 262 nm.

Tabulka 1
Podily latek (v % hmotnostnich)
| UsP4 a jeho | Reakéni Po prichodu | Po prichodu sloupcem | Po krystalizaci
analogy smés sloupcem s anexem s aktivnim uhlim
UMP 75 0,5 'j 03 : )
U,P, 298 0,4 -) | (-)
UDP 2,5 0,1 | o2 0,1
U,P5 17,6 0,2 (-) | (-)
uTP 13,0 0,8 | 0,4 | 0,1
UP, | 210 |7 979 - | e | 998 |
UP, 7,3 ) | ) “ (-)

(-): Pod mezi detekce.

2) Obsah vody

Krystaly U,P4.4Na byly podrobeny rﬁéfeni obsahu vody pomoci metody Karla
Fischera. Ta ukazala, Zze krystaly obsahuji 5 az 15 % hmotnostnich vody, v zavislosti
na stupni suseni. Z vysledkl je zfejmé, Ze na jedné molekule U.P4 je navazano nebo

adherovano 3 az 8 molekul vody.

3) Teplota tani

Krystaly U,P4.4Na byly podrobeny méfeni teploty tani pomoci konvenéni metody.
Ta ukazala, Zze rozkladna teplata krystal( je 223 °C. Rozkladna teplota lyofilizovaného
vyrobku byla 220 °C.
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4) Rentgenova difrakce

Krystaly U,Ps.4Na byly podrobeny méfeni rentgenové difrakce pomoci
rentgenového pfistroje  (Model: RINT2500V, vyrobek firmy Rigaku Denki)
za nasledujicich podminek. Takto ziskané rentgenové difrakéni spektrum je zobrazeno

na Obrazku 1 a 2, a data popisuijici piky jsou uvedena v Tabulce 2 a 3.

Tabulka 2
| Cislo piku | 26 (°) Relativni intenzita
| (1)
1 59 100
5 | 1158 38
.6 12,42 79
10 | 1542 48
13 17,18 45
15 | 1804 55
16.. | .-.198 | 84 . o L
17 20,56 73 |
18 | 2118 51
19 | 2140 51
25 2522 42
29 | 2752 | 45
30 27,98 47
35 30,60 40

(Podminky mérent)
Rentgenka: Cu-Ka
Vykon (vystup) rentgenu: 50 kV --300 mA
Rychlost skenovani (snimani): 4,0° za minutu
Interval skenovéni (snimani): 0,02°

Rozmezi mérenych ahld: 2 az 40°

\-
el
5
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Stérbina: DS - 0,5°, RS - 0,15 mm, SS - 0,5°

Predcisténi: RozméInéni v achatovém hmozdifi

Tabulka 3 ‘
gislo piku 26(°) | Relativni intenzita
? | (1/1o)
1 | 59 100
5. | 115 41
6 | 1242 90
10 15,42 51
12 ] 17,18 48
14 18,04 63
15 19,86 | 90 - ‘
16 20,58 90
17 21,20 56
18 | 2142 | 59
24 | 2520 50
29 27,54 56
30 27,96 57
35 30,60 48

Na Obrazku1 a v Tabulce 2 jsou data pro krystaly tetrahydratu U,P,.4Na
anaObrazku2 a v Tabulce 3 jsou data pro krystaly oktahydratu U,P,4Na.
Na Obrazku 3 je déle zobrazeno rentgenové difrakéni spektrum lyofilizovaného

vyrobku.

5) Hygroskopicita

Krystaly U,P4.4Na (oktahydratu) obsahujici 14 % vody se nechaly stat po dobu’
9 dna za nasledujicich podminek: a) 25 °C a relativni vihkosti 57 %, b) 25 °C a relativni
vihkosti 75 % a c) 40 °C a relativni vihkosti 75 %. V 2adném ze ffi vySe uvedenych
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pripadi nebyl zaznamenan zadny rozklad ani zména hmotnosti. Bylo prokazano, Ze
krystaly jsou stabilni a nemaji hygroskopicitu. Krystaly U,P,4Na (tetrahydratu)
obsahujici 8 % vody se nechaly stat po dobu 9 dni za podminek: 40 °C a relativni
vihkosti 75 %. V tomto piipadé se obsah vody zvysil na 14 az 15 %. Obsah vody se
dale nicméné jiz nezvysil a krystaly tak byly stabilizovany.

Pokud se pro srovnani nechal stat Iyofilizovanj? vyrobek (vychozi obsah vody:
1%) po dobu 9dnl za podminek 40 °C a relativni vihkosti 75 %, obsah vody se
postupné zvySoval a jiz po sedmi dnech stani pripominal vyrobek diky delikvescenci
(vihnuti) blato.

6) Stabilita

Krystaly U,P,4Na (oktahydratu) é lyofilizovany vyrobek se umistily
do samostatnych nadob, které se poté tésné uzaviely a nechaly se stat po dobu 13 dni
za teploty 60 °C (akceleraéni test). Zatimco u krystald nebyl pozorovan Zadny rozklad,
u lyofilizovaného vyrobku byl &asteény rozklad potvrzen snizenim Cistoty U,P4.4Na
01,4 %.

7) Krystalicka forma
Na Obrazku4 je fotografie typické krystalické formy krystald U,P4;4Na
(oktahydratu).

8) IC absorpéni spektra

Pro krystaly U,P,.4Na (oktahydrat) a pro lyofilizovany vyrobek byla obvyklym
zplsobem méfena IC spektra pomoci JASCO 5000 Spektrofotometru. Vysledky jsou
zobrazeny na Obrazcich 5 a 6. Lyofilizovany vyrobek U,P,.4Na vykazuje piky pri 3416,
1702, 1266, 1116, 1079 a 906 cm” (viz. Obrazek 6), zatimco krystaly U,P,4Na
vykazuji piky pfi 3386, 1690, 1277, 1233, 1146, 1116 a 890 cm’ (viz. Obrazek 5).
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Piiklad 3. Vyroba krystali oktahydratu U.P,.4Na

Frakce obsahujici U,P4 ziskana Upravou pomoci sloupce (kolony) v Piikladé 2
se zakoncentruje na kasi a jeji pH se pak upravi na 7,0. Ke kasi se za stélého michani
pfida methanol a béhem dalSiho michani se kase ochladi na 10°C, coz vede
k vysrazeni krystali U,P4.4Na.
| Takto ziskané a suSené krystaly U,P4.4Na byly podrobeny analyze obsahu vody
metodou Karla Fischera. Bylo zjiSténo, Ze se jedné oktahydrat. Rentgenové difrakéni
spektrum téchto krystall je zobrazeno na Obrazku 7, a odpovidajici data pika jsou

uvedena v Tabulce 4.

Tabulka 4

¢islo piku 26 (°) Relativni intenzita
(/1)
1 5,96 100
5 11,58 30
6 1242 |11
8 15,40 ' 50
10 17,20 38
11 18,04 : 38
12 19,84 82
13 20,62 66
14 | 2142 | 48
19 25,38 36
23 27,58 39
24 27,98 37
30 30,64 33
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Primyslova vyuzitelnost

Krystaly U.P, nebo krystaly jeho soli ziskané zpusobem podle tohoto vynalezu
dosahuji vysoké Cistoty a stability a v porovnani s lyofilizovanym vyrobkem vykazuiji
niz8i hygroskopicitu. Proto slouzi jako uziteCny surovy materidl pro pfipravu
farmaceutickych pfipravku.

Zpusob vyroby U,P, nebo jeho soli podle tohoto vynalezu dévéa vyssi vytézek

a umoznuje syntézy ve velkém méritku.
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PATENTOVE NAROKY
Krystaly P*,P*-di(uridin-5*-)tetrafosfatu nebo krystaly jeho soli.

Krystaly P',P*-di(uridin-5'-)tetrafosfatu nebo krystaly jeho soli, které dosahuji

Cistoty alespor 95 %.

Krystaly P',P*-di(uridin-5'-)tetrafosfatu nebo krystaly jeho soli, které dosahuji
Sistoty alesponn 97 %, a které obsahuji maximalné 1 % uridin-5"-trifosfatu

a maximalné 1 % uridin-5'-difosfatu.

~ Zplsob vyroby krystal P',P*-di(uridin-5)tetrafosfatu nebo krystald jeho soli
vyznacujici se tim, ze sesurovyP' P*di(uridin-5-)tetra-

fosfat nebo jeho sti &isti pomoci anexové chromatografie a chromatografie
na aktivnim uhli, a Ze se déle k roztoku ¢isténého P’,P“-di(uridin-5‘-)tetrafosfétu
nebo jeho soli pfida hydrofilni organické rozpoustédlo, coz vede k vysrazeni

krystal( z roztoku. - - - - -

Zpusob vyroby P' P-di(uridin-5‘-)tetrafosfatu nebo jeho soli podle naroku 6

- Przoos -7029

vyznadéujici se tim, Ze -se CiSténi provadi. anexovou-

chromatografii nasledovanou chromatografii-na aktivnim uhli.

Zpusob vyroby P' P*-di(uridin-5'-)tetrafosfatu nebo jeho soli z uridin-5’-mono-
fosfatu slouziciho jako vychozi latka reakci s difenyl-chlorfosfatem
apyrofosfatem vyznadcujici se tim, Ze seprovede alespon
jeden z nasledujicich kroka cisténi:

a) b&hem reakce UMP-DPP s organickou zésaditou soli PPi se po ¢astech
piidava difenyifosfat UMP, .

b) reakce UMP-DPP s organickou zasaditou soli PPi se provadi v pritomnosti
zasady a

c) syntetizovany U.P, se dale Cisti pouzitim zasady.
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Zpusob vyroby P! P*-di(uridin-5-)tetrafosfatu nebo jeho soli podle naroku 8
vyznadujici se tim, Zze seprovedou nasledujici k.roky:

a) béhem reakce UMP-DPP s organickou zasaditou soli PPi se po Castech
pridava difenylfosfat UMP,

b) reakce UMP-DPP s organickou zasaditou soli PPi se provadi v pritomnosti
zasady a

c) syntetizovany U,P, se dale Cisti pouzitim zasady.

Krystaly tetrasodné soli P!, P*-di(uridin-5'-)tetrafosfatu.

Krystaly hydratu tetrasodné soli P‘,P“-di(uridin-5‘—)tetrafosfa’tu,_ které obsahuji 3
az 8 molekul vody navazanych nebo adherovanych na jedné molekule

tetrasodné soli P! P*-di(uridin-5'-)tetrafosfatu.

Krystaly hydratu tetrasodné soli P*,P*-di(uridin-5")tetrafosfatu, které obsahuji 4

molekuly vody navazané nebo adherované na jedné molekule tetrasodné soli..

P! P*-di(uridin-5"-)tetrafosfatu.

Krystaly hydratu tetrasodné soli P, P*-di(uridin-5"-)tetrafosfatu, které obsahuji 8 ...

- molekul vody navéazanych nebo adherovanych na jedné molekule tetrasodné

soli P! P*-di(uridin-5'-)tetrafosfatu.

Krystaly tetrasodné soli P',P*-di(uridin-5*)tetrafosfatu, které dosahuji Cistoty

alespon 95 %.

Krystaly tetrasodné soli P' P*-di(uridin-5'-)tetrafosfatu, které dosahuji Cistoty
alespon 97 %, a které obsahuji maximainé 1 % uridin-5'-trifosfatu a maximaine
1 % uridin-5'-difosfatu.
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Obr. 7

.
oo . .o - . ¢« oo
. . [ XX T . . .
. e e . ¢ o . 3
. . . . . . .
“sse oo s eee .o ose

T

1

g

5

30,000

20

10,000

g 8§ 858 @

(npunsjos ez 150u3eQ) eNZUUY

L7L



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

