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(57) Anotace:

Polymorf 2-[4-[(methylamino)karbonyl]-1H-pyrazol-1-
ylladenosinu (oznaceny jako polymorf E),
charakterizovany rentgenovym difraktogramem X-RPD
vykazujicim reflexe pfi 2 Theta = 5,8°, 12,3°, 15,9°,
17,3°,20,5°, 22,6°, 23,6°,27,7° 2 29,2° a dile
charakterizovany pomoci DSC, kde vykazuje vyrazny
endotermicky pfechod v rozmezi 258 az 264 °C, a dale
charakterizovany pomoci IR spektra, ktery se pfipravuje
postupem zahrnujicim nésledujici operace:

a) smichéni 2-[4-[(methylamino)karbonyl]-1H-pyrazol-1-
yl]adenosinu s polarnim aprotickym rozpou3tédlem,

s vyhodou s dimethylsulfoxidem, a zahiati za vzniku
nasyceného roztoku;

b) ochlazeni nasyceného roztoku za vzniku zakaleného
roztoku 2-{4-[(methylamino)karbonyl]-1H-pyrazol-1-
yl}adenosinu;

¢) ptidani zakaleného roztoku 2-[4-
[(methylamino)karbonyl]-1H-pyrazol-1-yljadenosinu do
protického rozpoustédla, s vyhodou methanolu, za
sou¢asného vyloudeni gelovité sraZeniny;

d) zahiati vylougené gelovité sraZeniny v protickém
rozpoustédle k varu za vzniku suspenze polymorfu E;
e) ochlazeni suspenze, izolace a vysuSeni polymorfu E.
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Polymorf E 2—[4-[(methylamino)karbonyl]-1H-pyrazol-1-yl]adenosinu a zpiisob jeho p¥i-
pravy

Oblast techniky

Vynélez se tykd nového polymorfu 2-[4-[(methylamino)karbonyl]-1H-pyrazol-1—yl]adenosinu
vzorce |

@

a zplsobu jeho pfipravy. 2-[4-[(Methylamino)karbonyl]-1H-pyrazol-1-yl]adenosin ve formé
hydratu je znamy jako regadenoson, ktery se pouziva jako koronarni vasodilatator k diagnos-
tickym G¢ellim pfi radionuklidovém vySetfovani srdce.

Dosavadni stav techniky

V patentové literatufe je popsano nékolik riznych polymorfii 2—[4—[(methylamino)karbonyl]—
LH—pyrazol-1-yl]adenosinu vzorce I.

V patentové piihlasce PCT WO 2008/143 667 jsou popsany polymorfy A, B, C a amorfni forma.
Polymorf A se ptipravuje krystalizaci 2-[4-[(methylamino)karbonyl]-1H-pyrazol-1-ylJadeno-
sinu z protickych rozpoustédel nebo jejich smési s vodou (napiiklad ethanol nebo smés etha-
nol/voda) nebo krystalizaci z polarnich aprotickych rozpoustédel nebo jejich smési s vodou (na-
pfiklad smés dimethylsulfoxid/voda). Polymorf A je monohydrat a je na rozdil od dalgich dosud
znamych polymorfii pomérné stabilni.

Polymorf B se pfipravuje zahusténim 2—[4—[(methylamino)karbonyl]-1H-pyrazol-1-yl]adeno-
sinu rozpu$t€ného v trifluorethanolu. Pfiprava tohoto polymorfu je obtizné reprodukovatelna a
X-RPD vykazuje Siroké, obtizng zméfitelné piky.

Polymorf C se pfipravuje zahtivanim suspenze 2—[4-[(methylamino)karbonyl}]-1H—pyrazol-1—
yl]Jadenosinu v acetonitrilu pfi 60 °C po del§i dobu. Tento polymorf obsahuje proménlivé mnoz-
stvi vody a zahfivdnim pfechazi na nestabilni formy.

Amorfni forma se pfipravuje zahfivanim polymorfu A na teplotu 200 °C. Amorfni forma je ne-
stabilni a v ptitomnosti vzdusné vlhkosti tvofi proménlivé hydraty.
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V patentové prihlasce PCT WO 2012/149 196 je popsana pfiprava polymorfu D pomérné slozi-
tym postupem. Nejprve se pomoci ,,cross coupling® reakce 2—fluoradenosinu s N~methylpyrazol—
4—karboxamide ve smési acetonitril/dimethylsulfoxid pfipravi surovy 2-[4—[(methylamino)-
karbonyl]-1H-pyrazol-1-yl]adenosin, ktery se pak Cisti pomoci reverzni fazové chromatografie
za pouziti smési methanol/voda. Po zahusténi pfi 150 °C za snizeného tlaku se ziskd polymorf D
jako bila pevna latka obsahujici proménliva mnoZstvi vody.

Je znamo, ze polymorfy od jedné lékové substance mohou mit odlisné fyzikalné—chemické vlast-
nosti jako je napf. rozpustnost, stabilita, hustota a stlacitelnost. V disledku toho mohou mit riizné
farmakologické vlastnosti a také riiznou biologickou dostupnost. Diikladna znalost polymorfii je
proto vyzadovéna od Gfadii provadéjicich kontrolu 1éCiv, lékovych substanci a diagnostik (US
Food and Drug Administration).

Podstata vynalezu

Predlozeny vynalez se tykd nového stabilniho polymorfu 2—[4—[(methylamino)karbonyl]-1H-
pyrazol-1-yl]adenosinu (dale oznatovaného jako polymorf E) a zplsobu jeho pfipravy.

Polymorf E je charakterizovan pomoci RTG praskové difrakce (dale jen XRPD) a diferen¢ni
skenovaci kalorimetrie (dale jen DSC).

Polymorf E je charakterizovan témito reflexemi v XRPD difraktogramu 2 Theta = 5,8°, 12,3°,
15,9°, 17,3°, 20,5°, 22,6°, 23,6°, 27,7° a 29,2° (viz obr. 1).

Polymorf E je dale charakterizovan pomoci DSC, kde vykazuje vyrazny endotermicky prechod
v rozmezi 258 az 264 °C (viz obr. 2).

Polymorf E je déle charakterizovan pomoci IR spektra (viz obr. 3), jez ma piky o hodnotach vl-
noétu 3402, 3333, 3217, 3117, 2934, 1650, 1579, 1489, 1420, 1340, 1282, 1236, 1131, 1068,
1024, 985, 901, 851, 805, 691.

Regadenoson se pouziva jako injekéni forma ve vodnych roztocich. Vzhledem k tomu, Ze re-
gadenoson je ve viech svych zndmych polymorfnich formach mélo rozpustny ve vodg, byla této
skute¢nosti vénovana velkd pozornost.

Experimentalné byla stanovena rozpustnost polymorfu E v porovnani s polymorfem A, ptiCemz
bylo zjisténo, ze rozpustnost obou polymorfii ve vodé je pfi rliznych teplotach prakticky stejna.
Avsak prekvapivé bylo zjisténo, Ze rychlost rozpousténi polymorfu E ve vod€ je vyrazné vyssi
nez polymorfu A. Pomoci pfistroje pro méfeni distribuce velikosti ¢astic Lasentec FBRM (vy-
robee Lasentec Product Group, model D600 VL, software FBRM version 6.7.0) bylo provedeno
experimentalni srovnani rychlosti rozpousténi polymorfu A a polymorfu E. Stejna mnoZstvi obou
polymorfii (165 mg) byla rozpousténa ve stejném mnoZstvi vody (500 ml) za stejnych podminek
(rezim rozpousténi, ota&ky michadla apod.). K¥ivky znazoriiujici rychlost rozpousténi obou po-
lymorfii jsou znazornény na obrazku 4. Jak je patrné, rychlost rozpousténi polymorfu E je pfi-
blizné dvojnasobné. K aplnému rozpusténi polymorfu E dojde za cca 45 minut, zatimco rozpus-
t&ni stejného mnozstvi polymorfu A nastane za stejnych podminek az za cca 90 minut.

Toto zjidténi je v praxi velmi dileZité, nebot’ umoziuje rychlejsi piipravu injekenich roztokd a
zaroveit zvysuje kapacitu vyrobniho zatizeni. Soucasné zkracuje tepelnou expozici rozpousténé-
ho 2-[4-[(methylamino)karbonyl]-1H-pyrazol-1-yl]adenosinu, a tim vyrazn€ sniZuje tvorbu
moznych rozkladnych produktii.
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Polymorf E 2—-[4-[(methylamino)karbonyl]-1H-pyrazol-1-ylJadenosinu vzorce I predstavuje
relativn€ stabilni polymorf, ktery vyhovuje zkouskdm podle ICH Guideline Stability Testing of
New Drug Substances and Products Q1A (R2).

Polymorf E 2—[4—-[(methylamino)karbonyl]-1H-pyrazol-1-yl]adenosinu vzorce 1 obsahuje zbyt-
kova rozpoustédla vyhovujici ICH Guideline for Residual Solvents Q3C (naptiklad obsah metha-
nolu maximéaln¢ 3000 ppm a obsah dimethylsulfoxidu maximalné 5000 ppm) a proménlivé
mnozstvi vody (obvykle do 1,0 %).

Polymorf E muize byt pfipraven ze viech znamych polymorfnich forem, poptipadé jejich smési,
popfipadé ptfimo ze zahusténého reakéniho roztoku pomoci jednoduchého a reprodukovatelného
postupu, ktery zahrnuje nasledujici operace:

a) smichani 2-[4-[(methylamino)karbonyl]-1H-pyrazol-1-ylladenosinu s polarnim aprotic-
kym rozpoustédlem, s vyhodou s dimethylsulfoxidem, a zahfati za vzniku nasyceného roz-
toku;

b) ochlazeni nasyceného roztoku za vzniku zakaleného roztoku 2—[4—[(methylamino)karbo-
nyl]-1H-pyrazol-1-yl]adenosinu;

¢) pfidani zakaleného roztoku 2—[4—[(methylamino)karbonyl]-1H-pyrazol-1—yl]adenosinu do
protického rozpoustédla, s vyhodou methanolu, za soucasného vylouceni gelovité srazeniny;

d) zahfati vyloucené gelovité srazeniny v protickém rozpoustédle k varu za vzniku suspenze
polymorfu E;

€) ochlazeni suspenze, izolace a vysuseni polymorfu E.
Postup podle piedlozeného vynalezu pfinasi fadu vyhod.

2-[4-{(Methylamino)karbonyl]-1H-pyrazol-1-yl]adenosin je latka vieobecné $patné rozpustna
v béznych organickych rozpoustédlech; k n&kolika malo rozpoustédlim, ve kterych se rozpousti,
patfi aproticka rozpoustédla jako je dimethylacetamid, dimethylformamid, N-methylpyrrolidon,
sulfolan ¢&i dimethylsulfoxid. Zvlast' vyhodny je prakticky netoxicky dimethylsulfoxid. Vyse
jmenovana rozpoustédla je mozné pouZit v irokém rozmezi teplot, od laboratorni teploty praktic-
ky az do teploty 150 °C, s vyhodou v rozmezi teplot od 30 do teploty 100 °C. Po nasledujicim
ochlazeni a zakaleni vzniklého roztoku dochazi ptidavkem protickych rozpoustédel, s vyhodou
methanolu, k vylouceni gelovité srazeniny, ktera pfi dal3im ohfevu ptechazi na zadany polymorf
E.

— Polymorf E podle predlozeného vynédlezu pfedstavuje v porovnani s jinymi polymorfy
(zejména polymorfy B, C a amorfni forma) relativné stabilni polymorf.

— Tento polymorf vykazuje velmi dobré reologické vlastnosti, je snadno filtrovatelny, dobie
sypky a mélo elektrostaticky nabity ve srovnani s ostatnimi polymorfy.

— Polymorf E vykazuje vy3si rychlost rozpousténi ve vodg, coZ je vyhodné s ohledem na jeho
pouziti pfi vyrobé injek&nich forem.

Objasnéni vykresid

Obr. 1 ptedstavuje XRPD difraktogram polymorfu E podle vynalezu.
Obr. 2 je DSC zaznam polymorfu E podle vynalezu.

Obr. 3 znazorfiuje IR spektrum polymorfu E podle vynalezu.



10

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 305213 B6

Obr. 4 zobrazuje kfivky znazornujici rychlost rozpousténi polymorfu E podle vynalezu v porov-
nani s polymorfem A.

Pfiklady uskutecnéni vynalezu

Podstata provedeni vynalezu je bliZze objasnéna v nasledujicich pfikladech. Tyto ptiklady maji jen
ilustrativni charakter a v Zadném ptipadé neomezuji rozsah vynalezu.

K nazornéjsimu popisu pripravy polymorfu E je u pfikladi 1 a 2 rozsifen popis pfipravy o popis
piipravy amorfni formy, resp. polymorfu A podle nasi pfihlasky PCT WO 2013/026 424 (A1).

XRPD byla méfena na pfistroji X'Pert PRO MPD (PANalytical, Holandsko) s Co rentgenkou
(A =0,178901 nm, U = 40 kV, I = 30 mA). Vzorky byly naneseny na bezdifrak¢ni Si—desticku a
méfeny v Bragg—Brentanové parafokusujici geometrii s velikosti kroku 0,0167° 2 Theta v rozsa-
hu Ghld 2 Theta 5 az 50°. Zpracovani difrakénich zaznami bylo provedeno pomoci programu
High~Score Plus (PANalytical). Pozice difrakénich pikl a pfistrojové rozsifeni difrakci bylo
kontrolovano pomoci standardi SRM640 (Si) a SRM660 (LaB6) od NIST.

DSC byla méfena s pouzitim Perkin Elmer instrumentace, model Pyris Diamond DSC s vyhod-
nocenim pomoci Pyris software verze 5.0.

Vzorky byly analyzovany v otevienych hlinikovych panvickach v dusikové atmosféfe. Teplotni
rozsah byl nastaven od 50 °C a rychlost ohfevu byla 5 °C/min.

IR spektra byla méfena na pfistroji Nicolet IS 10 (Thermo Scientific) metodou ATR na ZnSe
krystalu.

Priklad 1

Suspenze 1g 2—(4-methoxykarbonylpyrazol-1-yl)adenosinu v 10 ml 40% methylaminu
v methanolu se micha v uzaviené batice pfi 20 °C do vzniku roztoku (3 az 5 hodin). Vznikly roz-
tok se ponecha stat pfi uvedené teploté dalsich 15 hodin. Roztok se pak zfiltruje s aktivnim uhlim
a filtrat se zahusti za vakua. Odparek, ktery je amorfni formou 2—[4—{(methylamino)karbonyl]-
1 H-pyrazol-1-yl]adenosinu se rozpusti ve 2 ml dimethylsulfoxidu a pak se ponecha samovolné
zchladnout na laboratorni teplotu. Vznikly zakaleny roztok se pfileje do 20 ml methanolu. Vy-
louci se gelovita srazenina, ktera se micha za varu po dobu 1,5 aZ 2,5 hodin, pfi¢emz vznikne
praskovita suspenze. Po ochlazeni, odsati a vysuseni se ziska 0,8 g polymorfu E 2-[4-[(methyl-
amino)karbonyl]-1H-pyrazol-1-ylJadenosinu.

XRPD difraktogram 2 Theta = 5,8°, 12,3°, 15,9°, 17,3°, 20,5°, 22,6°, 23,6°, 27,7° a 29,2°.

DSC vykazuje endotermicky piechod pti 259,2 °C.

Priklad 2

Suspenze 1g 2-(4-methoxykarbonylpyrazol-i—yl)adenosinu v 10ml 40% methylaminu
v methanolu se micha v uzaviené barice pii 20 °C do vzniku roztoku (3 az 5 hodin). Vznikly roz-
tok se ponecha stat pti uvedené teploté dalich 15 hodin. Roztok se pak zfiltruje s aktivnim uhlim
a filtrat se opatrné &4ste¢né zahusti, pfiemz se vylouci gelovitd sraZenina bezvodého 2—{4-
[(methylamino)karbonyl]-1 H—pyrazol-1-yl]adenosinu. Pozvolnym pfidanim 10 ml vody piejde
gelovita srazenina na jemnou praskovitou srazeninu, kterd se po rozmichani odsaje, promyje di-
kladné& vodou, pak methanolem a vakuové vysusi do konstantni hmotnosti.
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Ziska se tak 0,9 g 2-[4-[(methylamino)karbonyl}-1H-pyrazol-1-yl]adenosinu monohydratu
(polymorf A), ktery se rozpusti v 1,8 ml dimethylsulfoxidu a pak se ponecha samovoln€ zchlad-
nout na laboratorni teplotu. Vznikly zakaleny roztok se pfileje do 18 ml methanolu vyhratého na
50 az 60 °C. Vyloudi se gelovita srazenina, kterd se micha za varu po dobu 1,5 az 2,5 hodin, pfi-
¢emz vznikne praskovita suspenze. Po ochlazeni, odsati a vysuseni se ziska 0,75 g polymorfu E
2—-[4—{(methylamino)karbonyl}-1H-pyrazol-1—yl]adenosinu

XRPD difraktogram 2 Theta = 5,8°, 12,3°, 15,9°, 17,3°, 20,5°, 22,6°, 23,6°, 27,7° 2 29,2°.

DSC vykazuje endotermicky piechod pti 260,7 °C.

Ptiklad 3

Suspenze 2 g polymorfu C 2—[4—[(methylamino)karbonyl]-1H-pyrazol-1-yl]adenosinu (pfipra-
ven podle PCT/US 2007/069 190, str. 10) se rozpusti v 3 ml dimethylsulfoxidu a pak se ponecha
samovolné zchladnout na laboratorni teplotu. Vznikly zakaleny roztok se pfileje do 30 ml metha-
nolu vyhratého na 50 az 60 °C. Vylouci se gelovita sraZenina, ktera se micha za varu po dobu 1
hodiny, ptficemZ vznikne praskovitd suspenze, ktera se ochladi na laboratorni teplotu. Po ochla-
zeni, odsati a vysuSeni se ziska 1,75 g polymorfu E 2—[4—[(methylamino)karbonyl]-1H—pyrazol—
1-yl]adenosinu.

XRPD difraktogram 2 Theta = 5,8°, 12,3°, 15,9°, 17,3°, 20,5°, 22,6°, 23,6°, 27,7° a 29,2°.

DSC vykazuje endotermicky pfechod pti 259,3 °C.

PATENTOVE NAROKY

1. Polymorf E 2—[4—[(methylamino)karbonyl]-1 H—pyrazol—1-yl]adenosinu vzorce |
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ktery je charakterizovan rentgenovym difraktogramem vykazujicim reflexe pfi 2 Theta =5,8°,
12,3°, 15,9°, 17,3°, 20,5°, 22,6°, 23,6°, 27,7° a 29,2° 2 Theta, mé&feno pomoci Co rentgenky pfi
A=0,178901 nm, U =40kV, =30 mA.

2. Polymorf E 2-[4-[(methylamino)karbonyl}-1H—pyrazol-1-yl]adenosinu vzorce I podle
naroku 1, ktery je charakterizovan pomoci diferenéni skenovaci kalorimetrie, kde vykazuje vy-
razny endotermicky prechod v rozmezi 258 az 264 °C.

3. Polymorf E 2-[4-[(methylamino)karbonyl]-1H-pyrazol-1-yl]adenosinu vzorce I podle
naroku 1 nebo 2, ktery je charakterizovan pomoci infraderveného spektra, jez ma piky o hodno-
tach vino&tu 3402, 3333, 3217, 3117, 2934, 1650, 1579, 1489, 1420, 1340, 1282, 1236, 1131,
1068, 1024, 985, 901, 851, 805, 691.

4. Zpusob pripravy polymorfu E 2—{4—{(methylamino)karbonyl]-1H-pyrazol-1-yl}adenosinu

vzorcel, vyznaé&ujici se tim, Ze zahrnuje nasledujici operace

a) smichani 2-[4-[(methylamino)karbonyl]-1H-pyrazol-1-ylJadenosinu s polarnim aprotic-
kym rozpoustédlem, s vyhodou s dimethylsulfoxidem, a zahféti za vzniku nasyceného roz-
toku;

b) ochlazeni nasyceného roztoku za vzniku zakaleného roztoku 2-[4-{(methylamino)-
karbonyl]-1H-pyrazol-1-yl]adenosinu;

¢) pfidani zakaleného roztoku 2-[4—[(methylamino)karbonyl]-1 H—pyrazol-1-yl]adenosinu do
protického rozpoustédla, s vyhodou methanolu, za sou¢asného vylouceni gelovité srazeniny;

d) zahiati vylou¢ené gelovité sraZeniny v protickém rozpoustédle k varu za vzniku suspenze
polymorfu E;

e) ochlazeni suspenze, izolace a vysuseni polymorfu E.
5. Zpisob piipravy polymorfu E 2-[4-[(methylamino)karbonyl]-1H-pyrazol-1-ylJadenosinu
vzorce I podle naroku 4, vyznadujici se tim, Ze se jako vychozi surovina pouZzije

jakakoli znama polymorfni forma 2—[4—[(methylamino)karbonyl]-1 H—pyrazol-1-yl]adenosinu
vzorce I, piipadné jejich smé&s, popfipadé zahustény reakéni roztok.

4 vykresy
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