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(57) Anotace:
Zpiisob ptipravy 2-[4-[(methylamino)karbonyl]-1 -H-pyrazol-
1-ylladenosinu monohydrétu vzorce I reakei 2-(4-
methoxykarbonylpyrazol-1-yl)adenosinu vzorce Il s
roztokem methylaminu v nevodném rozpoustédle poptipadg v
kombinaci s dal$im inertnim rozpoustédlem za vzniku
bezvodého 2-[4-[(methylamino)karbonyl}- 1-H-pyrazol-1-
ylJadenosinu, ktery se ptidanim vody ptivede na 2-[4-
[(methylamino)karbonyl]-1-H-pyrazo I 1-yl]adenosin
monohydrat vzorce 1.
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Zpisob piipravy 2-[4-[(methylamino)karbonyl]-1-H-pyrazol-1-ylJadenosinu monohydra-
tu

Oblast techniky
Vynalez se tykd nového zplsobu pfipravy 2-[4-[(methylamino)karbonyl]-1-H-pyrazol-1-

yl]adenosinu monohydrétu vzorce I,
N
- fi >

I

ktery je znamy jako Regadenoson a pouzivé se jako korondmi vasodilatator k diagnostickym
uéelam pii radionuklidovém vySetfovani srdce.

Dosavadni stav techniky

Dosud zndmé postupy piipravy I jsou zaloZené na reakci 2—(4—ethoxykarbonylpyrazol-1—
yl)adenosinu vzorce Il

s vodnym roztokem methylaminu.

Je znama reakce 2—(4—ethoxykarbonylpyrazol—-l—yl)édenosinu vzorce II se 40% roztokem
methylaminu ve vodé p#i 65 °C po dobu 24 hodin s vytézkem 75 % (J. Zablocki a spol. -
Nucleosides, Nucleotides and Nucleic Acids 2001, 20(4-7) 343 nebo US 6 403 567).

Dalsi znamé provedeni vyuziva reakce 2—(4—ethoxykarbonylpyrazol-1-yl)adenosinu vzorce II se
40% roztokem methylaminu ve vodé pfi laboratorni teploté po dobu 4 hodin, nasledné odstranéni
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piebytku methylaminu za snizeného tlaku, ochlazeni reakéni smési a odfiltrovani produktu ve
vytézku 78,4 % a &istot& 99,6 % HPLC (WO 2007 / 092 372 a US Pat Appl. 2010/ 0 267 953).

Velmi podobny postup reakce 2—(4—ethoxykarbonylpyrazol-1-yl)adenosinu vzorce II se 40%
roztokem methylaminu ve vodé pfi laboratorni teploté po dobu 4 hodin, zahusténi od pfebytku
methylaminu, ochlazeni k 0 °C po dobu 2 hodin a nasledna izolace bez uvedeni vyté€zku i Cistoty

. je uveden v pfihlasce WO 2008 / 143 667.

V literatufe je také zminéna moZnost syntézy derivatl I pomoci ,,cross — coupling® reakce mezi
2-jodadenosinem a derivaty 4—pyrazolokarboxylové kyseliny (Drugs of the Future 2004, 29 (10),
998 a v patentu US 6 514 949). Tato syntéza vSak neni dostate¢né doloZena experimentalnimi
udaji, 1ze viak predpokladat, Ze se zde pouZivaji komplexy s t€zkymi kovy a syntetizovany deri-
vat se pak musi pracné (chromatograficky) Cistit.

Nevyhody shora uvedenych postupi:

— Jak vychozi slou¢enina 2—(4—ethoxykarbonylpyrazol-1—yl)adenosin vzorce II tak i produkt
2-{4—{(methylamino)karbonyl]-1-H-pyrazol-1-yl]adenosin vzorce I jsou ve vod€, vodném
roztoku methylaminu i v béZnych organickych rozpoustédlech malo rozpustné.

— Reakce podle shora uvedenych postupi proto probihd v suspenzi, kterd obsahuje smés
vychoziho 2—(4—ethoxykarbonylpyrazol-1-yl)adenosinu vzorce II i produktu 2-[4-
[(methylamino)karbonyl]-1-H-pyrazol-1-yl]adenosinu vzorce I, mezi odborniky v oboru je
znamo, Ze v takovychto pripadech miZe nastat neuplna konverze vychozi slouceniny na
produkt.

—  Dalsi nevyhodou je pouzivani vodného roztoku methylaminu, protoze bylo zjisténo, Ze pfi
reakci esteru a vodného roztoku aminu se miiZze zapojit do reakce i voda a mize tak vznik-
nout jako necistota odpovidajici kyselina resp. jeji stl s pouzitym aminem (viz. J. March —
Advanced Organic Chemistry, J. Wiley Interscience Publ., 4th Edition 1992, str. 424).

Podstata vynalezu

Uvedené nevyhody, zejména nevyhody spojené s provadénim reakce v suspenzi a pouzivanim
vodného methylaminu odstraifiuje postup podle vynalezu, kterym je zplsob ptipravy 2-[4-
[(methylamino)karbonyl]-1-H-pyrazol-1-yl]adenosinu vzorce I vyznacujici se reakci 2—(4—
methoxykarbonylpyrazol-1—-yl)adenosinu vzorce 111

N,
N
a0
=
/N N N N
— .&\\OH
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; K
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s methylaminem v nevodném rozpoustédle.
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Jako nevodné rozpoustédlo methylaminu lze pouzit organické rozpoustédio ze skupiny alkoholit
jako je methanol a ethanol, s vyhodou methanol, nebo rozpoustédlo ze skupiny polarnich apro-
tickych rozpoustédel, s vyhodou dimethylsulfoxid.

Jak bylo zjisténo nevodné roztoky methylaminu pfekvapivé rozpoustéji jak vychozi 2—(4-
methoxykarbonylpyrazol-1-yl)adenosin vzorce III tak vznikajici 2-[4-[(methylamino)-
karbonyi]-1-H-pyrazol-1-yl]adenosin mnohem snize nez roztok methylaminu ve vod€. Dalsi
podstatou vynalezu je, Ze se reakce provede v kombinaci s dal§im inertnim rozpoustédlem, které
se pouZije na rozpousténi 2—(4—methoxykarbonylpyrazoi—-1-yl)adenosinu vzorce III pfed jeho
reakci s methylaminem v nevodném rozpoustédle. Jako dalsi inertni rozpoustédlo lze pouzit
zejména rozpoustédla ze skupiny polarnich aprotickych rozpoustédel svyhodou dimethyl-
sulfoxid.

Po ukoncené reakci se prebyteény methylamin vakuové odstrani, ¢imz se snizi rozpustnost
vzniklého 2-[4—[(methylamino)karbonyl]-1-H-pyrazol-1-yl]Jadenosinu, ktery se mize v nékte-
rych pripadech vylougit v gelovité bezvodé formé. Pfidanim vody piejde na vysledny 2—[4—
[(methylamino)karbonyl]-1-H~-pyrazol-1-yl]adenosin monohydrat vzorce I.

Diky tomu, Ze aminolyza probiha v nevodném prostiedi, nedochazi k hlavni konkurenéni reakci —
hydrolyze a vzniku kyseliny. Po ukonéeni reakce je vSak potfeba pfidat vodu a pfevést velmi
Spatné izolovatelnou formu bezvodého regadenosonu na dobte filtrovatelny monohydrat vzorce 1.
V této fazi, vsak jiz vedlejsi reakce nehrozi.

Reakci podle predkladaného vynalezu je mozné provadét v irokém rozmezi teplot, s vyhodou
zejména pti laboratorni teploté, ale také pti mirné zvySenych teplotach az do cca 50 °C v uzavie-
nych nadobach.

ProtoZe v n&kterych zminénych postupech (WO 2007/092372) nejsou uvedeny dosaZzené vyt€zky
i Cistota, byla provedena reprodukce postupu v uvedené pfihlasce. Vysledky jsou shrnuty v nasle-
dujicim piehledu a pro porovnani jsou doplnény vysledky podle ptikladu 1 pfedkladaného vyna-
lezu.

Tabulka ¢. 1

Vytezek | Cistota HPLC nedistoty
1%/ 1%/ ,ester’ /%/ »Kyselina“/%/
PCTWO02007/092372,
1 pt4 71,4 96,8 2,74 0,33
( doba reakce 4 hodiny)
PCTW02007/092372,
2 pi4 74,3 98,2 1,40 0,24
(doba reakce 24 hod )
Predkl. vynalez , pf. 1
3 86,5 99,9 0,03 0,03
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Pro vSechny pokusy byl pouzit vychozi 2—(4—ethoxykarbonylpyrazol-1—yl)adenosin vzorce II
a 2—(4-methoxykarbonylpyrazol-1-yl)adenosin vzorce III ve stejné kvalité¢ (Cistota 99,8 %
HPLC).

Z tabulky je patrné, Ze pfi reprodukcei postupu podle pfihlasky WO 2007/092372, pt. 4, kdy byla
pfesné dodrZena v pfihlaSce uvedena reakéni doba 4 hodiny bylo dosazeno vytézku 71,4 % a~
Listoty 96,8 % HPLC, pfi¢emZ zistalo nezreagovano 2,74 % ,esteru* 2—(4—ethoxykarbonyl-
pyrazol-1-yl)adenosinu vzorce II) a jako nedistota vznikajici reakci s vodou se objevilo 0,33 %
»Kyseliny* resp. jeji methylaminové soli, kterd se piekvapivé velmi Spatné odstratiuje. Doba
reakce byla tedy prodlouZena na 24 hodin, ¢imz se mirné zvysil jak vytéZek (74,3 %) i Cistota
(98,2 % HPLC), avsak stale zistalo nezreagovano relativné velké mnozstvi 1,40 % 2—(4—ethoxy-
karbonylpyrazol-1-yl)adenosinu vzorce II.

Naproti tomu postupem podle pfedkladaného vynalezu bylo dosaZeno Cistoty 99,9 % HPLC
a nezreagovano zistalo pouze 0,03 % 2—(4—methoxykarbonylpyrazol-1-yl)adenosinu vzorce III,
rovnéZ mnoZstvi $patné odstranitelné nedistoty ,,kyseliny“ je vyrazné nizsi (0,03 %).

vvvvvv

piipraveného produktu a také Cistota meziprodukti (viz napf. ICH Harmonized Tripartite Guide-
line, Impurities in New Drug Substances Q3A(R2), 2006). Cistota dosazena podle WO 2007/092
372 se pohybovala kolem 98 % HPLC, avsak pouze v postupu podle predkladaného vynalezu
bylo dosaZeno &istoty pres 99 % HPLC. To znamena, Ze pouze v piipadé produktu podle predkla-
daného vynalezu neni nutné provadét jeho precisténi napf. krystalizaci, zatimco u produkti pfi-
pravenych podle WO 2007/092 372 bude pravdépodobné nutné provést navic néjaké precisteni.

Vyhody zptisobu podle predloZeného vynalezu jsou nasledujici:

—  Reakce probiha v homogennim roztoku, ktery zaruCuje snadnou kontrolu prib&éhu reakce
a jeji vysokou konverzi s minimalnim mnozstvim necistot;

—  Reakce probih4 za mirnych reakénich podminek;

vvvvv

Priklady provedeni vynalezu

Podstata provedeni vynalezu je blize objasnéna v nasledujicich ptikladech. Tyto pfiklady maji jen
ilustrativni charakter a v zadném piipadé neomezuji rozsah vynalezu.

Diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC) byla méfena s pouzitim Perkin Elmer instrumentace,
model Pyris Diamond DSC s vyhodnocenim pomoci Pyris software verze 5.0.

Vzorky byly analyzovany v otevienych hlinikovych panvi¢kach v dusikové atmosfére.

Priklad 1

Suspenze 1 g 2—(4—methoxykarbonylpyrazol-1-yl)adenosinu (2,556 mmol) v 10 ml 40% (w/v)
methylaminu v methanolu se michd v uzaviené barice pfi 20 °C do vzniku roztoku (cca 3 az
5 hodin). Vznikly roztok se ponecha stat pfi uvedené teploté dalich 15 hodin. Roztok se pak
zfiltruje s aktivnim uhlim a filtrat se opatrné pfizahusti, pfi¢emz se vyloudi gelovita sraZenina
bezvodého 2-[4-[(methylamino)karbonyl]-1-H-pyrazol-1-yl]adenosinu. Pozvolnym pfiddnim



15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 304053 B6

10 ml vody piejde gelovita sraZenina na jemnou praskovitou sraZzeninu, kterd se po rozmichani
odsaje, promyje dikladné vodou, pak methanolem a vakuové vysusi do konstantni hmotnosti.

Ziska se tak 0,9 g 2-[4—[(methylamino)karbonyl]-1H-pyrazol-1-ylJadenosinu monohydratu
tj. 86,5 % o cistot€ 99,9 % HPLC.

Diferenéni skenovaci kalorimetrie DSC vykazuje endo piechody pti 177 °C a 188 °C.

Priklad 2

Suspenze 2 g 2—(4-methoxykarbonylpyrazol-1-yl)adenosinu (5,111 mmol) a 6 ml DMSO se za
michani vyhfeje na cca 50 °C. Ke vzniklému roztoku se po ochlazeni na 20 °C pfilije 14 ml 40%
(w/v) methylaminu v methanolu. Reakéni roztok se pak ponecha stat v uzaviené batice pii 20 °C
po dobu 20 hodin. Roztok se pak zfiltruje s aktivnim uhlim a filtrat se opatrné pfizahusti, pfi¢emZz
se vylou¢i gelovita srazenina bezvodého 2-{4-[(methylamino)karbonyl}-1-H-pyrazol-1-yl]-
adenosinu. Pozvolnym ptidanim 20 ml vody piejde gelovitd srazenina na jemnou praskovitou
srazeninu, ktera se po rozmichani odsaje, promyje dikladné vodou, pak methanolem a vakuové
vysusi do konstantni hmotnosti.

Ziska se tak 1,69 g 2-[4—[(methylamino)karbonyl]-1-H—pyrazol-1-yl]adenosinu monohydratu
tj. 80,9 % o &istot& 99,9 % HPLC.

Ptiklad 3

Suspenze 1 g 2—(4-methoxykarbonylpyrazol-1-yl)adenosinu (2,556 mmol) v 10 ml 40% (w/v)
methylaminu v ethanolu se v tlakové zkumavce micha na lazni o teploté 50 °C. Béhem cca 4 ho-
din vznikne roztok, ktery se mich4 pfi uvedené teploté po dobu dalsich 8 hodin. Poté se reakéni
roztok ochladi, zfiltruje s aktivnim uhlim a filtrat se vakuové pfizahusti, pfi¢emz vznikne gelovita
sraZenina bezvodého 2-[4-[(methylamino)karbonyl]-1-H-pyrazol-1-yl]adenosinu. Pozvolnym
pfidanim 8 ml vody vznikne jemné praskovita sraZenina, ktera se po rozmichani odsaje, promyje
vodou, pak methanolem a vakuové vysusi do konstantni hmotnosti.

Ziska se tak 0,9 g 2-[4-[(methylamino)karbonyl]-1-H-pyrazol-1-yl]adenosinu monohydratu
tj. 86,3 % o &istot& 99,6 % HPLC.

Priklad 4

Do 8 ml 20% (w/v) methylaminu v dimethylsulfoxidu se pfida 1,3 g 2—(4-methoxykarbonyl-
pyrazol—1-yl)adenosinu (3,322 mmol). Vznikly roztok se micha v tlakové zkumavce na lazni
o teplot& 50 °C po dobu 12 hodin. Poté se reakéni roztok ochladi, zfiltruje se s aktivnim uhlim
a filtrat se vakuové pfizahusti. K reakénimu roztoku se pak piida opatrné 15 ml vody. Vyloucena
jemna praskovita srazenina se pak odsaje, promyje vodou, pak methanolem a vakuové ususi do
konstantni hmotnosti.

Ziska se tak 1,15 g 2-[4-[(methylamino)karbonyl]-1-H-pyrazol-1-yl]adenosinu monohydrétu
tj. 84,6 % o Cistoté 99,4 % HPLC.

Primyslova vyuzitelnost

Zplisob pripravy 2-[4-[(methylamino)karbonyl}-1-H-pyrazol-1-yl]adenosinu monohydratu
vzorce I podle predklidaného vynilezu je moZno uplatnit ve vyhodnych technicko—ekonomic-



20

25

30

CZ 304053 B6

kych podminkéch, pfi sou¢asném dodrzeni vysoké &istoty produktu a vy$3i vytéZnosti i &istots
a to za mirnych reak&nich podminek.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob ptipravy 2-[4-[(methylamino)karbonyl]-1-H-pyrazol-1-yl]adenosinu monohydra-
tu vzorce |

NH,
N
NTNR
L LD
N -
7 N7 N N
— NOH H0
)
T Yo You
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OH

vyznadujici se

a) reakci 2—(4—methoxykarbonylpyrazol-1-yl)adenosinu vzorce III

N,
NN
N
LD
/N N )\ N/ N
— ‘\.\\\\
o
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s methylaminem v nevodném rozpoustédle za vzniku bezvodého 2— —[4—[(methylamino)karbony!]—
|-H-pyrazol-1-yl]adenosinu,

b) ptidavkem vody a vznikem 2- —[4-[(methylamino)karbonyl]-1-H-pyrazol-1-yl]adenosinu
monohydratu vzorce I.

2. Zpisob podle naroku 1, vyzna&ujici se tim, Ze se jako nevodné rozpoustédlo
methylaminu pouzije orgamcke rozpoustédlo ze skupiny alkohold jako je methanol a ethanol
nebo poldrni aprotické rozpoustédlo jako je dimethylsulfoxid.
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3. Zpisob podle narokii 1 a2, vyzna&ujici se tim, Ze sereakce provede v kombina-
ci s dalim inertnim rozpoustédlem.

4. Zpusob podle narokit 1223, vyznadujici se tim, Ze se jako dalsi inertni rozpous-
tédlo pouZije rozpoustédlo ze skupiny polarnich aprotickych rozpoustédel jako je dimethyl-
sulfoxid.

Konec dokumentu
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