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PredloZené feseni popisuje krystalickou bisulfatovou siil
slougeniny vzorce I1, ktera ma neoekavané vysokou rychlost
rozpustnosti/disoluéni rychlost, a oralni biodostupnost
vzhledem k volné bazické formg této sloudeniny, kterou je
azapeptidovy HIV proteasovy inhibitor.
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Bisulfatova sl HIV proteasového inhibitoru

Oblast techniky:

PredloZeny vyndlez poskytuje novou krystalickou
bisulfatovou stl azapeptidového HIV proteasového inhibitoru

vzorce
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ktery vykazuje neoCekavané vynikajici rozpustnost/rozpudténi
ve vodé v porovnani s jinymi solemi, a vyrazné zlepSenou
oradlni biologickou dostupnost u zvifat ve srovnani s volnou
bazi. Bisulfatova sGl je tedy vhodnd pro farmaceutické
davkové formy vySe uvedeného inhibitoru proteasy, zejména

pro oralni davkové formy.

Dosavadni stav techniky:

Zvefejnéna PCT patentovad prihlaSka WO 97/40029 popisuje
fadu azapeptidovych HIV proteasovych inhibitor®, oznacenych,
Ze maji vysoky stupeil inhibi¢ni aktivity vic¢i HIV viru.
Jednou z latek, zahrnutych do rozsahu WO 97/40029 je

sloucenina, kterd mé& strukturni vzorec
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a chemického nazvu /3S-(3R*,8°R*, 9°R*,12R*)/-3,12-bis(1,1-
~dimethyl)-8-hydroxy-4,11-dioxo-9- (fenylmethyl)-6-//4-

—pyridinyl)fenylmethyL]—2,5,6,lO,13—pentaazatetradekandiové
kyselina, dimethylester a je hodnocena jako mozZny inhibitor

HIV proteasy druhé generace.

WO 97/40029 popisuje volnou bazickou formu
azapeptidovych derivat®, jako je sloulenina I, a také rlznych
farmaceuticky pfijatelnych kyselych adi¢nich soli. AcCkoliv je
fada organickych a anorganickych kyselin zminovana jako moZné
latky tvorici soli, vCetné kyseliny sirové, neni zde Zadna
zminka o konkrétni bisulfatové soli, kterd je predmétem této

prihlasky.

Podstata vynalezu

PredloZeny vynadlez poskytuje bisulfitovou sil slouleniny

I vySe, majici strukturni vzorec
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Sloucenina I, jak je popsana vySe, je slabd organicka
baze s rozpustnosti ve vodé& men3i nez 1 ug/ml prfi 24 + 3 °C.
Krystalickd forma volné baze jako suspenze ve vodé nebo
oleji m& u zvifat 3patnou oralni biodostupnost pravdépodobné

diky své extremn& nizké solubilité v téchto nosicich.

Pro rozvoj farmaceutickych prostfedkd, zejména ordlnich
davkovych forem, musi mit uc¢innd sloZka dostatecnou oralni
biodostupnost. JelikoZ volnd Dbéazickd forma slouCeniny I
nevykazuje takovou biodostupnost,bbyly zkoumany uvedenymi
vynalezci kyselé adi&ni soli. Byla hodnocena fada bé&iné
pouZivanych kyselych adi¢nich soli, jako jsou hydrochlorid,
benzensulfonat, methansulfondt, p-toluensulfonat, fosfat,
dusi&nan, 1,2-ethandisulfonat, isethionat a sulfat, spolu s
bisulfadtovou soli podle pfredloZeného vynalezu. VSechny tyto
soli vykazuji ve své krystalické formé niZ3i solubilitu ve
vodé (1-3 mg/ml nebo méné& pri 24 + 3°C), neZ bisulfat,

ktery mé&l solubilitu za stejnych podminek pfibliZzné& 4-5 mg/ml.

Pfechod do pevného stavu byl pozorovan, kdyZ byly dal3i
kyselé adi¢ni soli, zminé&né vy3e, suspendovany ve vodg,
pravdépodobné& diky jejich disociaci na formu volné baze. Ve

vét3iné pfipadd byla tato transformace doprovazena tvorbou
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gelu. Naproti jinym solim zminénym vySe, brani =zvlastni
proton bisulfatové soli konverzi na volnou bazi, kterd, jak
bylo zminéno vy3e, je ve vodé velice nerozpustna a ma
Spatnou oralni biodostupnost. Neobvykla rozpustnost

bisulfatové soli ve vodé bude hodnocena dale.

Obecné maZe byt konverze soli na neionizovanou formu nebo
vice versa vysvétlena na zakladé teorie pH-rozpustnosti.
Solubilita (rozpustnost) volné béaze ve vodé byla stanovena .
jako funkce pH pf¥i 24 & 3°C a je znazornéna na obr.l. pH, pfi
némZ sloucCenina vykazuje nejvyS$3i rozpustnost, je oznaceno
jako pHue » @ bylo stanoveno, Ze je p¥ibliZné 1,2. V literatufe
bylo uvedeno, Ze pfi pH 7 pHu.. slabé bazické organické
slouCeniny je rovnovaznou pevnou fazi ve vodné suspenzi
slouCeniny volna baze. Pri pH«L pH,, rovnovazna pevna latka
konvertuje na odpovidajici formu soli. Termin "rovnovazna
pevna faze" oznacuje nerozpusSténou pevnou latku nebo
prebytek pevné latky v suspenzi slouCeniny ve vodé po
postacujici rovnovazné dobé. Pokud je sul slabé baze ve vodé
v rovnovaze v mnozstvi prevySujicim jeho limit rozpustnosti
(tedy suspenze soli ve vodé), miZe se vysledné pH suspenze
pohybovat na kteroukoliv stranu pH,, V zavislosti na sile
kyseliny, kromé& jiného. Pokud je vysledné pH vy3Si neZ pHugpy .

konvertuje suspendovana pevna latka na volnou bazi.

Studie provadéné konkrétné s methansulfonatem a
hydrochloridovymi solemi volné béaze potvrzuji vySe popsané
obecné poznatky nalezené v literatufe. MnozZstvi v prebytcich
rozpustnosti té&chto soli byla v rovnovaze ve vodé pfi 24 +
3°C po alepofi 24 hodiny. pH suspenzi po ustaveni rovnovahy
bylo 2,1 + 0,1, coZ je vy33i neZ pHygy. NerozpuSténé pevné latky
z téchto suspenzi byly izolovany, sudeny vzduchem a
charakterizovany. Tepelnou a elementadrni analyzou byly

nerozpu3téné pevné 1latky z téchto suspenzi identifikovany
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jako volnd baze. Toto chovani bylo predpokladdno na zakladeé
profilu pH-rozpustnost, zndzornéného na grafu na obr.l, a

studii uvedenych v literature.

Pokud je ptebytecdné mnoZstvi bisulfatové soli v
rovnovaze ve vodé&, nastdva modifikace v pevné fazi v
rovnovaze s roztokem. Nicméné nerozpu3téna pevna faze po
vyvaZeni nebyla volnou béazi, ackoliv pH (1,9 + 0,2) suspenze
bylo vy$3i neZ pH,c a srovanatelné s pH suspenzi
methansulfondtu a hydrochloridovych soli, popsanych vySe.
Pevna faze byla po 24 hodindch rovnovaziného stavu
identifikovéna elementdrni analyzou Jjako hydratovand forma
2:1 soli volné Dbéazické formy a kyseliny sirové (oznacované
jako sulfatovd sal). Toto chovnédni bisulfatové soli je

neoCekavané zaloZeno na teorii pH-rozpustnost.

Pokud je stridavé prebytecné mnoZstvi sulfatové soli v
rovnovaze ve vodé&, nastava modifikace v pevné fazi v
rovnovaze s roztokem. Nerozpu3téna pevna 1latka z této
suspenze byla izolovana, su3ena na vzduchu a charakterizovana.
Tepelnd a elementdrni analyza této nerozpuSténé pevné faze
byla podobnd jako u volné béze, aCkoliv konverze sulfatové
soli na volnou bazi nebyla tak definitivni, jako u
methansulfondtu a hydrochloridovych soli. Z farmaceutického
pohledu neni sklon soli konvertovat na volnou bazi ve
vodném prosttredi Zadouci, vzhledem k nizké oralni
biodostupnosti volné béaze. Proto ziskava bisulfatova sal
diky svému jedinec¢nému reZimu rozpustnosti ve vodé

neocekavané prednosti.

ReZim rozpustnosti bisulfatové soli ve vodé byl
rovnéZ neolCekdvany vzhledem k interakci volné baze slouCeniny
I a kyseliny sirové ve vodé. Napriklad volna baze

~

vykazovala rozpustnost men$i neZ 1 mg/ ml ve vodé pri pH asi
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1,8 upraveném kyselinou sirovou, ve srovnani s 4-5 mg/ml
rozpustnosti bisulfatové soli ve vodé za srovnatelnych
podminek. Na zdkladé teorie pH rozpustnosti se odekava, Ze

volnd baze a sil vykazuji pfi daném pH obdobnou rozpustnost.

ZvySend rozpustnost /disoluce bisulfatu pfispiva k jeho
zlepSené oralni biodostupnosti u zvifat vzhledem k volné
bazi. Absolutni oralni biodostupnost bisulfatové soli byla
zjiSténa, Ze je primérné 20% u pslt, pokud je podavana v
netvarované pevné formé& vloZené do Zelatinové kapsle. Ve
srovnani s tim méla krystalickd volnd béze u psd minimalni

oralni biodostupnost.

Spolu s optimalni rozpustnosti je dals$i poZadovanopu
vlastnosti farmaceuticky pfrijatelnych forem fyzikalni
stabilita v pevném stavu. Termin fyzikdlni stabilita oznaduje
schopnost formy soli udrZet si svou krystalovou strukturu
(zahrnujici rozpoustédla krystalizace, pokud jsou) za podminek
skladovani / namdhani. Vyrazné zmény ve fyzik&lni povaze
formy soli, jak Jjsou indikovany tepelnymi postupy, jako Je
diferencidlni skenovaci kalorimetrie, jsou neZadouci.
Bisulfatova sGl vykazuje vynikajici fyzikalni stabilitu v
pevném stavu pfi skladovani p#i 40 °C/ 75% relativni
vlhkosti (RH) po dobu dlouhou 9 mésicd, jak je =zndzornéno v
grafu IIa dale. Diferenciaéni skenovaci kalorimetrie
neodhalila vyrazné zmény v tepelném chovadni v namdhaném vzorku
z bisulfatové soli pfi porovnani s nenamadhanym vzorkem
(uloZen pri 2-8 °C v uzavreném kontejneru). Methansulfonat,
hydrochlorid a sulfatové soli, na druhou stranu, vykazovaly
vyznamné zmé€ny ve svych tepelnych reZimech, kdyZ byly
uloZeny pfi 40 °C/75% RH po dva tydny, jak Jje zndzorn&no na
obr. II b, ¢ a d. ACkoliv neni rozdilnost ve fyzik&lni
stabilité solnych forem neobvyklé&, sklon konkrétni soli k

tvorbé solvatl (nebo krystalovych modifikaci) a jeho
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schopnost zadrzZovat rozpoustédlo =z krystalizace (fyzikdlni
stabilita krystalovych modifikaci) za podminek skladovani /

namdhdni nemiZe byt predvidéna apriori.

Viz. obr. IIa, kde je znazornéna fyzikalni stabilita
bisulfadtové soli. Plna <&ara zndzorfiuje nenamdhany
material. TeCkovana <¢ara znazoriiuje materidl namahany

pri 40 °C/ 75% RH po 9 m&sict.

Obr. IIb, kde je znazornéna fyzikalni stabilita
hydrochloridové soli. Plnad CAra znazorfluje nenamadhany
material. TeCkovand Cara znazoriuje materidl namahany
pfi 40 °C/ 75% RH po dva tydny.

Obr. IIc, kde je zndzornéna fyzikdlni stabilita
methansulfonatové soli. Plnd <&ara zndzoriiuje nenamdhany
materidl. TeCkovand Cara zndzorfiuje materidl namdhany

pri 40 °C/ 75% RH po dva tydny.

Obr. IId, kde je znazornéna fyzikalni stabilita
sulfatové soli. Plnd Céara zndzoriuje nenamdhany
material. TecCkovand Céara znazorfuje materidl namdhany

pfi 40 °C/ 75% RH po dva tydny.

Bisulfatovad sl mlGZe byt ptfipravena vytvorfenim roztoku
z volné baze sloucCeniny I s kyselinou sirovou v
rozpousStédlech, jako je acetonitril, isopropanol, ethanol,
nebo aceton, a potom izolovanim takto vytvorené bisulfatové

soli.

Vzhledem k jeji vysoké biodostupnosti stejné jako jeji
dobré krystalinité a stabilité je bisulfatova sl velmi
vhodnéa pri pripravé ordlnich davkovych forem slouceniny I.

Priklady, které ndsleduji, dokladaji ptipravu vybranych
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oralnich prosttredkl.
Bisulfatova sGl, a jeji sloZeni, jsou pouiZity jak je
popsano ve WO 97/40029 pro léceni nemoci zplsobenych viry,

zejména retroviry, jako je virus HIV.

Priklady provedeni vyndlezu:

Priklad 1
Priprava bisulfatové soli z ethanolu

Do 500ml trojhrdlé bafiky s kulatym dnem vybavené hornim
michadlem a kapaci nalevkou bylo priddno za michéni 15,013 g
( 0,0213 molu) volné baze sloucCeniny I a 113 ml ethanolu
stupn& 200 proof (jednotek stupifiovitosti ethanolu). Do této
suspenze bylo p¥idano po kapkach 1,28 ml koncentrované
kyseliny sirové po dobu 90 sekund. Po pt¥idani kyseliny sirové
byl ziskadn Ciry jantarové Zluty roztok. Roztok byl rychle
zfiltrovan pouZitim Whatmanova filtracniho papiru ¢.1 a
promyt 5 ml ethanolu 200 proof. Do tohoto roztoku bylo
pridéano 58 ml heptanu a 37,5 mg (0,25 % hmotn.) zarodecnych
krystalld slouCeniny vzorce II, nédsledovalo 55 ml dalSiho
heptanu. Ziskand smé&s byla mich&na po 6 hodin prfi 300 »
ot4a&kach za minutu. Ziskand suspenze krystald byla filtrovéna
a promyta 50 ml roztoku ethanolu/heptanu (1:1) a su3ena pod
vakuem p¥i 60 °C pfes noc za ziskani 15,11 g poZadované
krystalické Dbisulfatové soli ( vytéZek 88,4 molarnich %)

vzorce II, uvedeného vyse.
Charakterizujici vlastnosti bisulfatové soli

Anal.vypolteno pro C;H;,NO . 1,0 H,SO0, : C, 56,84; H, 6,78; N,
10,37; s, 3,99.
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Nalezeno: C, 56,72; H, 6,65; N, 10,41; S, 3,83.
Teplota téni: 195,0 °C
HO = 0,28 % (K.F.)

Priklad 2

Priprava bisulfatové soli z acetonu

5M H,SO, (8,52 ml, 42,3 mM) byla ptiddna po kapkéach do
suspenze volné baze slouleniny vzorce I (30,0 g; 42,6 mM) v
acetonu (213 ml) michané mechanicky v 50 °C olejové lazni.
Témér okamZzité byl =ziskdn ¢iry roztok. Roztok byl olkovan
krystaly volné baze sloudeniny vzorce II. Po dvou minutéch
se vytvorila sraZenina, kterad pre$la na pastu. Smé&s byla
michdna pfi 50 °C po jednu hodinu, p#i 25 °C po 30 minut a pri
0 °C po 2 hodiny. Pevnd latka byla odfiltrovana a prvni
filtrat byl pouZit pro ptrevedeni zbyvajiciho materidlu v
banice do filtrac¢ni néalevky. Produkt byl promyt acetonem,
potom heptanem, a suSen pod vakuem pfes noc za vzniku 31,48 g
( prepoc¢itany vytéZek 92%) bisulfatové soli vzorce II,
teplota téani 198-199 °C.

Anal.vypocteno pro C,H,N0O, . 1,0 H,S0, . 0,2 H,O : C, 56,59; H,
6,80; N, 10,42; s, 3,98; H,0, 0,45.
Nalezeno: C, 56,66; H, 6,78; N, 10,50; S, 4,20; H,0, 0,45(K.F.)

Priklad 3
Priprava bisulfatové soli z isopropanolu

Vodna kyselina sirovd (5,0 M; 0,20 ml, 1 mM) byla pfidana
do suspenze volné béaze sloucCeniny vzorce I (0,704 g, 1,00
mM) v isopropanolu (4,0 ml) ochlazené v ledové lazni. Ledové

lazen byla odebrana a smés byla miché&na pri teploté& mistnosti.
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10
Suspenze byla rozpudténa po 15 minutdch. Roztok byl oCkovan
krystaly pripravenymi jako v pfikladech 1 a 2 vySe, a michan 5
hodiny. Pevnd la&tka byla odfiltrovéna a filtrat byl pouZit pro
prevedeni pevné latky z banky do nalevky. Produkt byl promyt
heptanem a su8en pod vakuem za vzniku 0,752 g krystalické
bisulfatové soli vzorce II, vytéZek 90 %, teplota téani
160-190 °cC.

Anal.vypolteno pro C;H,,NO, . 1,0 H,50, . 2,0 H,O : C, 54,40; H,
6,97; N, 10,02; S, 3,82; H,0, 4,29.

Nalezeno: C, 54,25; H, 6,73; N, 10,02; S, 3,67; H,O, 4,53
(K.F.)

Krystaly ziskané z isopropanolu vykazovaly praskovy
rentgenovy difraktogram odlidny od krystald ziskanych z
acetonitrilu, ethanolu-heptanu nebo acetonu. Nyni jsou
oznacovany jako krystaly typu II. Krystaly typu I se zdaji byt
bezvodym /desolvatovanym krystalickym materidlem, zatimco
krystaly typu II jsou hydratované, hygroskopické krystalické

formy.
Priklad 4
Priprava kapsli z bisulfatové soli

A. Kapsle (50 a 200 mg ekvivalentl volné baze)

Kapsle jsou vytvofreny pro oralni podavani, kdy je kapsle
velikosti 0, je Seda, neprihlednad, tvrda Zelatinova kapsle
obsahujici bisulfidtovou sl vzorce II formulovanou jako
vlhky granulat s laktosou, krospovidonem a stearatem

horeénatym.

B. Kapsle (100 mg ekvivalentd volné baze)
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Kapsle jsou vytvofeny pro oralni podavani, v némz je
kapsle velikosti 0, je Sedd, matnd, tvrdé Zelatinova kapsle
obsahujici bisulfatovou sGl vzorce II suspendovanou Vv
Gelucire 44/14. Gelucire 44/14 je nasyceny polyglykolizovany
glycerid sestavajici z mono-, di- a triglyceridd a mono- a
di-ester® mastnych kyselin a polyethylenglykolu. Kapsle jsou
pripraveny tavenim Gelucire 44/14 pf¥i 45-70 °C, néasledoval
pridavek bisulfatové soli za michani. Roztavena smés byla

pln&na do tvrdych Zelatinovych kapsli a ponechdna ochladit a

ztuhnout.
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PATENTOVE NAROKY

1. Bisulfdtovad sl vzorce

+ H;80,

2. Farmaceuticka davkova forma vyznacujici se tim, Ze obsahuje

bisulfatovou sl podle naroku 1 a farmaceuticky pfijatelny

nosic.
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Obr. ITa: Fyzikalni stabilita bisulfatové soli.
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Obr. IIb.: Fyzikd&lni stabilita hydrochloridové soli.
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Obr. IIc.: Fyzikdlni stabilita methansulfonadtové soli
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Obr. IId: Fyzikd&lni stabilita sulfatové soli
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