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Farmaceuticka formulace a zpiisob jeji piipravy

Oblast techniky

PredloZeny vynalez se tyka nové farmaceutické formulace pro oralni aplikaci, kterd obsahuje
bazickou farmaceuticky aktivni slozku, jejiz rozpustnost zavisi na pH. coz zabraiuje uvolfiovani
bazické farmaceuticky aktivni slozky z formulace pii kyselém pH (zejména pod pl1 3) a's vyho-
dou umoziiuje Fizené uvoliovani farmaceuticky aktivni slozky, které je v podstaté nezavislé na
Sirokém rozmezi pH v gastrointestinalnim traktu: dale se tyka zphsobu pripravy zminéné formu-
lace a pouziti zminéné formulace v medicing.,

Dosavadni stav techniky

Ucinné farmaceutické formulace pro fizené uvoliovani jsou 7adané farmaceutické produkly.
nebot’ umoZiiuji: optimalizaci podavani Iéku. snizit frekvenci podavani léku a minimalizovat
nezadouci vedlejsi G¢inky. Navrhy takovych systémi s Fizenym uvoliiovanim viak nejsou jedno-
duchou zalezitosti, zvIasté jestlize Iékova formulace Je zamyslena pro oralni podani a musi projit
gastrointestindlnim traktem, ktery se mezi Jinym béhem svého prabshu vyznacuje velkymi rozdi-
Iy v pll

Mnoho Iéki. které maji bazické viastnosti, se ionizuje pfi nizkém pH a v 1éto oblasti pH se vyraz-
né vice rozpousti ve srovnani s neutralngj3im prostiedim. Tento projev pl-zavisle rozpustnosti
v gastrointestinlnim traktu mitze mit za nasledek rizné disolucni profily léku, spolu s odpovida-

Jicimi problémy in vivo biologické dostupnosti.

Bylo papsano nckolik pokusii o prekonani problému, spojenych se zavislosti rozpustnosti bazic-
kych léciv na pH. Patii k nim pouziti enterického polymeru, ktery je nerozpustny pii nizkém pH,
¢imZ se spomali uvolfiovani 16diva v prostiedi o nizkém pH (viz napriklad spis US 4 968 508,
a A. Streubel a spol., J. Controlled Releasc. 67. 101-110 (2000)). nebo inkorporace organické
kyseliny o nizké molekulové hmotnosti. aby se vytvorilo kyselé mikroprostiedi v matrici formu-
lace, ¢im7 s¢ udrzuje rozpustnost lé¢iva na konstantni urovni (viz napiiklad K. F. Gabr. Fur.
J. Pharm. Biopharm., 38(6), 199202 (1992), a V.K. Thoma a Th. Zimmer, Pharm. Ind. 51(1),
98- 101 (1989)). Inkorporace aniontového polymeru (napiiklad alginatu sodného), vykazujiciho
pH-zavislou rozpustnost, do ickové tformulace ktera rovnss obsahuje ncutraini polymer. poskytla
tormulaci, tvofici nerozpustny gel pri nizkém pH, ¢imz vznikne silng baricra viidi difuzi, a to se
povazuje za hlavni mechanizmuys, zpomalujici uvolfovani Iéciva pii nizkém pH (US 4 792 452
a P. Timmins a spol.. Pharmaceutical Development and Technology, 2(1), 25-31 (1997)). Jiné
metody pouzivaji polymery s nabojem. aby sc uvoliiovani lé¢iva ovliviiovalo bud’ iontovou inter-
akei s lécivem (viz C. Caramella 2 spol.. Pharm. Res. 14(11), 531 (1997), 11. Y. Park a spol.,
Drug Delivery. 5. 13- 18 (1998), N. Caram—Lelham. Ph. D. Thesis. Uppsala University {1996)),
neho aby se ovliviiovaly gelotvorné a bobtnaci vlastnosti téchto polymerii (viz K. M. Picker,
Drug Dev. and Ind. Pharmacy. 25(3), 339-346 (1999)). Pouzité formulace sc zpravidla zakladaji
na jednom typu polymeru,

Baveja a spol. (Int. J. Pharmaceutics, 39. 39-45 (1987)) nalezli, ze kdyz neiontovy polymer
(HPMC) se smisi s aniontovym polymerem (NaCMC), uvoliovani se zpomali. Range Rao a spol,
(Drug Dev. Ind. Pharmacy, 14, 2 299 (1988)) popisuji smesi methylceluldzy a NaCMC, které
poskytuji rizné profily uvoliiovani. Smési lambda—karagenanu a aktivni slozky jsou popsany ve
spisu WO 99/21 586,

Jsou popsény kombinace strategji, mayicich za ¢il disoluéni profil, Klery je nezdvisly na pH (vig
spisy WO 96/26 717, WO 99/29 305 2 WO 99/39 698). Viechny tyto tfi spisy popisuji tiislozko-
vou matricovou formulaci, obsahujici tfi polymery s typicky rozdilnou rozpustnosti ve vodé
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a rozdilnymi bobtnacimi vlastnostmi, jejiz slozeni Ize ménit a nastavenim téchto vlastnosti lze
fidit rychlost uvoliovani. Dvé 7 téchto slozek jsou gelotvorny polymer s rozpustnosti vyznamné
zavislou na pH, jako je aiginat sodny, a gelotvorny polymer s rozpustnosti, ktera Je malo nebo
zanedbatelné zavisla na pH, jako je hydroxypropylmethylceluléza (HPMC) nebo polyvethylen-
oxid. Treti slozka je bud'to entericky potahovy polymer, jako je kopolymer kyseliny metakrviové
(WO 96/26 717), EUDRAGIT® L nebo S. které Jsou specifické typy polymeri kyseliny metakry-
love (WO 99/29 303), nebo ve vodé nerozpustny polymer, jako je ethylecluldza (WO 99/39 698).
Tyto strategie viak obecné nemaji specificky cilena bazickd léciva a k tomu, aby alespon zCasti
zpomalovaly uvolfiovani Ié¢iva pfi nizkych hodnotach pH. zaviseji na polymerech typu enteric-
kého potahu, nebo na ve vods nerozpustnych polymerech. jako je polymer metakrylové Kyseliny,
nebo na pH -zavislém gelotvorném polymeru. jako je alginat sodny.

Podstata vynalezu

Prediozeny vynalez poskytuje farmaceutickou formulaci pro oralni podani, ktera obsahuje iota-
karagenan. jeden nebo nékolik neutralnich gelotvornych polymerd., a bazickou farmaceuticky
aktivni sloZku; tato formulace inhibuje uvolfovini bazické tarmaceuticky aktivni slozky z formu-
lace pfi kyselém pH (s vyhodou pod pH 3: zvlaste okolo pH 1).

V podstaté pH-nezavislé uvoliiovani znamena. Ze rychlost uvoliiovani je vyznamné snizena pri
pl I'a lehce zvySena nebo nezménéna pii pH 6.8, takze mnosstvi bazicke farmaceuticky aktivni
slozky, uvolnéné v jakémkoliv okamziku, se stava méné zavislé na pH.

Predlozeny vynalez dale poskytuje farmaceutickou formulaci pro oralni podani. ktera obsahuje
1ta--karagenan, jeden nebo nékolik gelotvornych polymerti, a bazickou farmaceuticky aktivni
slozku.

lota—karagenan je s vyhodou pritomen ve formulaci podle vyndlezu v mnozstvi piesahujicim
I5 % hmotnostnich, a je s vyhodou ptirodniho pivodu. Jeden typ iota-karagenanu farmacecutické
Jakosti (dostupny od firmy FMC Biopolymer) ma viskezitu ne mensi ney 5 centipoise (cps).
s vyhodou v rozmezi 5 az 10 cps (pro 1.5% roztok. ktery sc zahfeje na 82 °C, nacez se viskozita
mefi pii 75 °C na Brookficldové 1.V viskozimetru 7a pouziti vietene #1 pii rychlosti 30 ot/min).
lota—karagenan technické jakosti (od firmy Fluka Biochemica) ma s vyhodou viskozitu ne mengi
nez 14 MPas. pro 0.3% vodny roztok, kiery se zahfeje na 20 °C, nadez se viskozita meéfi meto-
dou padajici kulicky na viskozimetru type Haake, 7a pouziti l.audova termostatu C3 (Hakke
Mess=Systém [T} za pouziti pozlacenych nerezovych kulicek o hustote 7.8 g/em’,

Neutralni gelotvorny polymer je jeden, ncbo smés nékolika neutralnich erodovatelnyeh polyme-
ra, majicich gelotvorné viastnosti a vykazujicich v podstaté pH- nezavislou rozpustnost. Tento
neutralni gelotvorny polymer je s vyhodou pritomen ve formulaci v mnozstvi vétsim nez 10 %,
ale vyhodngji vétsim nez 20 % hmotnostnich. (Terminy _erodovatelny™ a ~erozeToznadupi roz-
pousteni nebo rozpad (desintegraci) bud'to polymery samotného, ncbo v kombinaci. Rozpouiténi
Je mozno urychlit michanim a rozpad Je mozno urychlit mechanickou interakei s tuhou latkou).

Vhodné neutralni gelotvorné polymery zahrnuji polyethylenoxid (PEO), derivaty a &leny skupi-
ny PEO {napiiklad polyethylenglykol (PEG), ktery pokud mozno existuje v tuhém stavu a ma
vhodnou molekulovou hmotnost nebo viskozitu). Tak napfiklad. neutralni gelotvorny polymer je
polyethylenoxid nebo polyethylenglykol.

Jestlize se PEO pouziva jako samotny gelotvorny polymer, mna s vyhodou molekulovou hmotnost
(MW) = 4 miliony (4 M) (napiiklad MW sc rovna 4 23 § milionim). ¢coz odpovida vodnému roz-
toku o viskozité v rozmezi 1650 a7 5500 MPas (nebo 1650 az 5500 cps, méicno v 1% vodném
roztoku pti 25 °C. za pouziti Brookfieldova viskozimetru RVF s vietenem ¢. 2 pii 2 ot/min). Jiné
priklady vhodnych PEQ zahrnuji PEO o molekulové hmotnosti priblizné 5 miliond (5 M), co
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odpovida vodnému roztoku o viskozité v rozmezi 5500 az 7500 MPa.s. nebo PEO o molekulové
hmotnosti ptiblizné 8 miliond (8 M), coz odpovida vodnému roztoku o viskozité v rozmezi
10 000 az 15 000 MPa.s. Toto rozmezi pokryvé hodnotu pro tvpickou viskozitu roztoku (v cps).
meéfenou pfi 25 °C, uddvanou pro tento polymer v USP 24/NF, 2000 edition. str. 2285 2286,
PEO tedy mize mit molekulovou hmotnost 4 az & milion.

Jesthize PEG je pouzit jako jediny neutralni gelotvomny polymer, ma s vyhodou vysokou moleku-
lovou hmotnost, napiklad asi 20 000, coz odpovida rozmezi viskozity 2700 az 3500 MPa.s (ncho
2700 a7z 3500 cps), méiené za pouziti 50% vodného roztoku (hmotn./hmotn.) pii 20 °C na kapi-
larnim viskozimetru (dle Ubbelohdeho nebo na ekvivalentnim viskozimetru). (Viz Europcan
Pharmacopoeia 3 Fd.. 2000, Supplement str. 908-909.)

Jin¢ vhodné gelotvorné polymery zahrnuji derivaty celulozy. jako je hydroxypropvlmethylcetulo-
za (HPMC) nebo hydroxyethyleeluloza (HEC) (ale preferovina Je HPMC) o vhodné vysokych
viskozitach (naptiklad .HPMC 10 000 cps=. HPMC 15 000 cps”, HEC typu Hil'nebo HEC
typu H). Jestlize jsou pouzity jako jediny neutraini polymer, hydroxypropy Imethylceluldzové
polymery jako .HPMC 10000 cps™a _HPMC 15 000 cps"maji zdanlivé viskozity 7500 az
14 000 MPa.s (ncbo 7500 az 14 000 ¢ps), respektive 11 250 az 21 000 MPa.s {nebo |1 250 a7
21000 cps), méfeno pti 20 °C ve 2% (hmotn/hmotn.) vodném roztoku, vztazeno na sudenou
latku, za pouziti kapilarniho viskozimetru (dle Ubbelohdeho nebo na ekvivalentnim viskozimet-
ru). Jeden typ hydroxyethyleelulézového polymeru. napiiklad . Natrasol 250 Pharma, typ HH™ od
firmy Hercules Incorporated (Aqualon) vykazuje typicky viskozitu piiblizné 20 000 MPa.s.
nametenou na Brookfieldové vishozimetru (Synchro-Lectric Model LVF. 1% roztok. vieleno
C. 4. rychlost 30 ot/min. faktor 200, 25 °C) (viz Natrosol Physical and Chemical Propertics
booklet, 33.007-E6 (1993), str. 21).

Kdyz se pouZije smés neutralnich gelotvornych polymerii, miize tato obsahovat napfiklad smés
dvou nebo nékolika PEO, dvou nebo nékolika HPMC. smés PEO a HPMC nebo smés PEO
a PEG. Tak napfiklad PEO o molekulové hmotnosti 4, 5 nebo 8 miliond se maze smisit s PEO
o molekulové hmotnosti 1 milion, s PEO o molekulové hmotnost; 400 000, s PEO o molekulové
hmotnosti 100 000 nebo s PEG o molekulové hmotnosti 6000,

Alternativné sc neutralni gelotvorny polymer (napiiklad PEQ) mize pouzit v kombinaci s ne—
gelotvornym neutralnim polymerem (jako je nizkomolekularni PEG, naptiklad PEG o molekulo-
vé hmotnosti nizsi nez 10 000). Priklady nizkomolekulérnich PEG v takove kombinaci zahrnuji
PEG o molekulové hmotnosti 8000 (odpovidajici viskozitnimu rozmezi 260 a7 510 MPa.s), nebo
PEG o molekulové hmotnosti 6000 (odpovidajici viskozitnimu rozmezi 200 az 270 mPa.s).

Smés dvou nebo nékolika HPMC miize zahrnovat nizkoviskézni (ne—gelotvorné) i vysokoviskdz-
ni (gelotvorné) latky. Naptiklad, .HPMC 50 cps”. HPMC 15 cps=a HPMC 6 cps™, jejichz
zdanlivé viskozity jsou 40 a7 60 MPas, 1.3 az 21.0 MPa.s, respektive 4.8 az 7.2 MPa.s (podle
vyse definovanych metod), se mohou pousit jako smési s “HPMC 10 000 cpsnebo s “HPMC
15 000 cps™,

Smés dvou nebo nékolika polymeri stejného druhu, ale rizné molekulove hmetnosti, se vyznacu-

ic lepsim fizenim eroze, kdy? formulace je ve formé tablety. Cim vy$Si je molekulova hmotnost

pouZitcho PEQ. samotného nebo ve smési. tim meéné tohoto polymeru je potieba k pfipravé for-
mulace podle vynalezu.

Presna (ormulace podle vynalezu zavisi na molekuiové hmotnosti 4 distribuci molekulové hmot-
nosti u zvoleného gelotvorného polymeru. prave tak jako na kvalité kazdého z pouzitych polyme-
ru.

V jednom 7 aspekti vynalezu neutralni gelotvorny polymer je PEQ o molekulové hmotnosti pri-
blizné 4 miliony nebo vice, PEG o molekulové hmotnosti piiblizné 20 000 nebo vice, nebo deri-
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vat celulozy o zddnlivé viskozité priblizne 7500 ¢ps nebo vyssi (méfeno jak popsino vyie).

Pomér neutralniho gelotvorného polymeru (naptiklad PEO, PEG nebo HPMC, zv1asté PEO nebo
HPMC. nebo jejich vzijemné smési. nebo 2 nebo nékolik PEO nebo HPMC}) k jota—karagenanu
s¢ s vyhodou pohybuje v rozmezi 20:80 a7 80:20 (zv1aite priblizné 40:60 az 60:40, napriklad pi-
blizné 50:50).

Bazick¢ farmaceuticky aktivni slozky obsahuji jednu nebo nékolik bazickych skupin, které maji
pKa s vwhodou od 1 do 12 (naptiklad od | do 10, zviasté od 1 do 7} a poptipad¢ obsahuji také

Jednu nebo nékolik bazickych skupin majicich pKa vy$si nez 10. Bazicka farmaceuticky aktivni

slozka mize tak mit jednu nebo nékolik hodnot pKa. ale alespoi jedna z nich ma hodnotu s vyho-
dou od | do 12 (napfiklad od 1 do 10, zvI4&té od 1 do 7). Piklady bazickveh skupin v téchto
bazickych farmaceuticky aktivnich slozkach. majicich pKa od 1 do 12 (napiiklad od | do 10)
zahrnuji hydroxyamidiny, sekundarni nebo terciarni aminy. nebo primarni a sckundarni amidy.

Vhodn¢ bazické farmaceuticky aktivni slozky vykazuji s vyhodou nizkou a7 stiedni rozpustnost
ve vodeé (napriklad rozpustnost ve vodé az 50 mg/ml. zvIdsie 0,001 az 20 mg/ml. pii 25 °C a pfi
pH 7.0) a jsou kladné nabité jednim nebo nckolika kladnymi naboji (v zavislosti na poctu a pKa
bazickych skupin ve farmaceuticky aktivni slozce) pfi nizkém pll (napiiklad pti ptl | az 6, zvlas-
té piipH 1 a7 2).

Vhodna bazicka farmaceuticky aktivni slozka Je naptiklad slou¢enina, vykazujici kardiovaskular-
ni aktivitu (jako je peptidicky. nebo peptidu podobny. inhibitor trombinu). Peptidické inhibitory
trombinu maji molekulovou hmotnost pod 1000, obsahuji 1, 2. 3 nebo 4 peptidické vazby a vyka-
7uji pH-zavislou rozpustnost. Zahrnuji peptidické inhibitory trombinu (a Jeyich profarmaka),
které jsou genericky, a konkrétngji, popsany v prehledném ¢lanku Claessona (Blood Coagul.
Fibrin. 5. 411 (1994)). prave tak jako ty, které jsou popsany v patentovém spisu US 4 346 078:
v mezindrodnich  patentovych  pfihlaskach WO 97/23 499. WO 97/02 284, WO 97/46 577,
WO 98/01 422, WO 93/05 069, WO 93/11 152, WO 95/23 609. WO 95/35 309, WO 96/25 426,
WO 94/29 336, WO 93/18 060 2 WO 95/01 168. a EP prihlaskach ¢. 623 596. 648 780, 468 231,
339046, 641 779, 185390, 526 877, 542 525, 195212, 362 002. 364 344, 530 167, 293 881.
686 642. 669317 a 601 459. Peptidické inhibitory trombinu (nebo jejich profarmaka) zvlaste
zahrnuji inogatran, melagatran tHOOC-CH,-RCgl-Aze -Pab-H: glyein, N-[2-[[[[4«amino—
iminomethy])fcnyl]mclhyl]aminu]karbonyl]—I*azetidinyi]- I—cyklohexyl-2-oxoethyl]-,  [2R-
[28]]-)7 a H376/95 {ximelagatran; E10,C-CH>-RCgl-Aze-Pab OH: vig priklad 17 we
WO 97/23499:  glycin. N—[H:yklohcxyl—2—[27[[[[4—[(hydrox_vimino)aminomerhyl]fenyl]-
methyi]amino]karbonyl] -1-azetidinylj-2 -oxocthyl]-. ethylester, [S (R*.S%)]-.

V jiném aspektu vynalezu peplidicke inhibitory trombinu (nebo jejich profarmaka) zahrnuji ino-
gatran.  melagatran,  H376/95, Ph(3-Ci)5-OCH,(1 LEY-(RCHOH)C(0) Aze-Pah(OMe)
a Ph(3-CHS OCHF,) - RYCH(OIM)C(O)-Are Pab{OMe).

V dalsim aspektu predlozeny vynales poskytuje formulaci jak je popsana vvie, ve které bazicka
tarmaceuticky aktivni slozka je:

Ph(3-CI}5-OCHF )~ R)CI HOHYC(OR(5)Aze-Pab(OMe) (sloucenina A
Ph('BfCl_)(S—OCHF;}(R)CH(OH)C(OH.‘f)ALe——Pah(?.ﬁ—diF_)(OMe) (sloudenina D);

Ph(3 CH5-OCH,CH:F)~(R)C] HOH)C(O}(S)Aze-Pab(OMe) {slouenina E);

Ph(3 CI(S-OCHFE,)- (RYCH(OI NC(OYAS)Aze—Pab(OH) (sloucenina F).

Ph(3—CI)(3 -OCHFgHR}CH(()H)C(())—(,S')AchPab(léf diF)(OH) (slougenina G);
Ph(3-C1)(5-OCH-CIIL,F) —(R)CH(()H)C"((’)}—(.S')Aze—Pab(()l-l) {sloucenina 11).
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Slouceninu G je mozno peipravit metodami. které jsou podobné metodam. popsanym niZe pro
pripravu stoucenin [ a H.

V jiném aspektu se vynalez tyka farmaceutické formulace, ve které bazicka farmaceuticky aktiv-
ni slozZka je:

I 4+({3-[7+3.3-dimethyl-2—oxobutyl}-9-0xa-3.7—diazabicyklo[3.3.1 [non—3—yl]propyl}-
amino)benzonitril (kterazto sloucenina je v dalsim oznacovana jako sloudenina By;

2. terc—butyl-2 { 7-[3~+4-kyananilino)propyl]-9-oxa-3.7-diazabicyklo|3.3.1 Jnon--3—yl:-
ethylkarbamat:
3. terc-butyl 2 7=[4~(4-kyanfenyDbutyl]-9—oxa-3.7-diazabicykio[3.3.1 Jnon-3-yl}ethyl-

karbamat; ncbo
4. terc-butyl-2-{7-[(28)-3~(4-kvanfenoxy)-2-hydroxypropyl |-9—oxa—3. 7-diazabicvklo-
3 z . Y > : ypropy 3
[3.3.1]non=3 -yl}ethylkarbamat (kterazto slouéenina jc v dalsim oznacovana Jako slouéeni-
na C):
pricemz tyto slouceniny byly popsany ve spisu WO 01/28 992,

V dal$im aspektu vynaiezu bazicka farmaceuticky aktivni slozka je metoprolol nebo jeho sil
(jako je jeho sukeinat nebo tartrat),

Formulace podle predlozeného vynalezu mize obsahovat: peidavky pro zpracovani, stabilizatory,
zmékcovadla, barviva, mazadla (jako je stearylfumarat sodny). pojiva. plniva nebo povrchove

aktivni latky, nebo jiné excipienty. bézné pouzivané pii piiprave farmaceutickych prostiedki.

V jednom z konkréinich aspektd vynalezu, formulace podle piedlozencho vynalezu obsahuje
mazadlo (jako je stearylfumarat sodny).

V jiném aspektu predlozeného vynalezu. molarni pomér iota—karagenanu k bazické farmaceutic-
ky aktivni sloZce se pohvbuje v rozmezi 3:1 az 1:3.

V dalSim aspektu, farmaceuticka formulace podle predlozeného vynalezu obsahuje 15 az 80 %
iota—karagenanu.

V jiném aspektu. farmaceutickd formulace podle predloZeného vyvnilezu obsahuje 15 az 80 %

Jednoho nebo nékolika gelotvornyeh polymerd.

V dalsim aspektu. farmaceuticka formulace podle piedlozeného vynalezu obsahuje 1 az 50 %
bazické tarmaceuticky aktivai slozky.

V jeste dalsim aspektu. farmaceuticka formulace podie predlozeného vynalezu obsahuje 0 az
10 % (zvlasté 1 az 10 %) pridavku pro zpracovéni, stabilizdtoru, zmékéovadia, barviva, mazadia,
pojiva ncbo pinidla, nebo jiného excipientu, bézne pouZivancho pfi pripravé farmaceutickych
prostiedki],

Mame za to, ze inhibice uvolhovani bazické farmaceuticky aktivni slozky 7 formulace pi kyse-
lém pH (zv1a$1é v podstaté pH-nezavislého fizencho uvolfiovani) je zaloZena na nésledujicim
mechanizmu. Pii nizkém pll by bazicke farmaceuticky aktivni ingredientni 16¢ivo mélo mit rela-
tivné vysokou rozpustnost, protoZe existuje v siln¢ ionizovaném stavu. a proto bychom o¢ekavali,
Ze se bude rychle uvolfiovat z jakékoliv neutraini matrice. Domnivame se. ze pii kyselém pH
a v pitomnasti iota—karagenanu se negativné nabity iota~karagenan a kladn¢ nabité 1é¢ivo prita-
huji, coz zpomaluje uvoliovani é&iva a tim pispivé ke konstantngjsimu disoluénimu profilu,
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PFi vy$sim pH. kdy farmaceutické [écivo neni tak silné ionizovano. nebo neni ionizovano vithee,
a proto by se mélo pomalu uvoliovat z jakékoliv neutralni matrice. mame za to. 7e vyse Zminéna
tontova interakee je rovnéz méné vyznamna a disoluéni profil je fizen pfevazné kombinaci bobt-
nacich, gelotvornych a eroznich profili neutrélniho gelotvorného polymeru(polymeri} a anionto-
veho polymeru, iota—karagenanu, které jsou pouzity ve formulaci,

Vystedné bobtnaci. gelotvorné a erozni vlastnosti formulace podle vynilezu souviseji s viastnost-
mi jako je molekulova hmotnost a distribuce molekularni hmotnosti gelotvorného polymeru-
(polymer() i aniontového polymeru. a také souvisi s pH-zavislou rychlosti hydrolyzy aniontové-
ho polymeru. Je tedy mozno ziskat rizné rychlosti uvoliovani bazické farmaceuticky aktivni
slozky Opravou charakteru (napiiklad molekulové hmotnosti nebo distribuce molekulové hmot-
nosti) gelotvorného polymeru, mnozstyi iota-karagenanu ve formulaci a/nebo poméru gelotvor-
n¢ho polymeru k iota-karagenanu.

Formulace podle predlozeného vynalezu mige byt ve forme pevné davkové formy (jako jsou
tablety, tobolky, pelety nebo prasek. dispergovany ve vhodném zasobniku. nebo ve formé kombi-
nované formulace (jako jsou potahované pelety. poddvané jako tablety. tobolky nebo sa¢ky)).

V jednom 7 aspektii vynalez poskytuje tablety, obsahujici 20 a7z 500 mg (zv1aste 40 az 60 mgj
bazich¢ farmaceuticky aktivni slozky (jako je H376/95: nebo sloucenina A. B nebo C).

Kdy7 je farmaceuticka formulace podle predlozeného vynalezu ve formé tablet. jsou tyto tabicty
s vyhodou pfipraveny tak. aby se viechna bazicks farmaceuticky aktivni slozka, v ionizované
nebo neionizované formé podle pH v kazdé ¢asti gastrointestinalniho traktu, uvolnila béhem pii-
blizné 20 hodin. napiiklad [8 uz 22 hodin (alternativné 20 a7 26 hodiny.

Jeste dalsi aspeki se tyka pripravy formulace podie predlozencho vynalezu, spodivajici ve smisc-
ni iota-karagenanu, jednoho nebo nékolika neutralnich gelotvornych polymeri a bazické farma-
ceuticky aktivni slozky, a popfipadé v komprimaci zminéné smési (5 vyhodou za pitomnosti
mazadla (jako je stearylfumardt sodny. prodavany pod jménem PRUV'™)), za Gcelem pripravy
tablet,

Tabletovd formulace sc mize pfipravit napfiklad primou komprimaci nebo granulaci za vihka.

Pii pfimé komprimaci se bazicka farmaccuticky aktivni slozka peclivé smisi s gelotvornym poly-
merem a lota~Karagenanem a podle potieby s pridavymi excipienty. Prosaté mazadlo (jako Je
stearylfumardt sodny) se pridd k této smési a znovu se s ni promichd. Vysledna smés se pak
komprimuje do tablet.

Pri granulaci za vlhka se bazicka farmaceuticky aktivni slozka peclive smisi s gelotvornym poly-
merem a iola-—karagenanem. Vysledna smés se pak mize zvihéit:

Roztokem vhodného pojiva (jako je polyvinylpyrrolidon (PVP), rozpustény ve vhodném roz-
poustédie (jako je ethanol nebo voda)): ncho vhodnym rozpoustédlem (jako je ethanol nebo
voda): a vznikld smés se granuluje za pouiti standardnich nebo modilikovanych postupi (jako je
sprejova granulace). Po vysuseni vzniklého granuldtu (napfiklad v susarné pti vhodné teplots
(jako napiiklad pFiblizné 50 °C) po vhodnou dobu (Jako je 20 az 24 hodin)) se granulat rozemele
(napiiklad mletim za sucha nebo za vihka), smisi se s mazadiem (jako je stearylfumarat sodny.
stearat hofecnaty nebo talek) a vznikla kompozice se lisuje do tablet. Vysuseny granulat se miize
pouzit k plnéni tobolek (jako jsou zelatinové tobalky).

Dalsi aspekt predlozeného vynilezu se tyka zpiisobu pripravy formulace jak byla popsina vyie,

Slouceniny, aktivni viiéi trombinu., a Jejich profarmaka se mohou pouzit pro terapii a/nebo profy-
laxi trombdzy a nadmémé srazlivosti v krvi a/nebo tkanich zivoCichil. vietné ¢loveka. Je znamo,




10

20

40

C7 299859 86

ze nadmérna srazlivost muze vést k trombo—embolickym onemoenénim, Stavy, souvisejici s nad-
mémou srazlivosti a trombo-—embolickymi onemocnénimi, kieré je mozno zminit, zahrnuji zdéde-
nou nebo ziskanou rezistenci vici aktivovanému proteinu C, jako je mutace faktoru v (.factor
v Leiden) a zdédéné nebo ziskané deficience antitrombinu 11, proteinu C. proteinu s nebo
heparinového kofaktoru 11 Jiné stavy. o kterych je zndmo, zc souviseji s nadmémou srazlivosti
a trombo—embolickym onemocnénim. zahrnuji cirkulyjici antifosfolipidové protilatky (,.Lupus
anticoagulant™), homocysteinémii, heparinem indukovanou trombocytopenii a defekty fibrinoly-
zy, prave tak jako koaguiaéni syndromy {napiiklad roztrousenou intravaskulami koagulaci (DIC)
a obecn¢ vaskularni poranéni (napiiklad v disledku chirurgického zakroku).

V dalSim aspektu se predlozeny vynalez tyka formulace, jak byla vyse popsana. pro pouziti
v terapii (Iécbe i profylaxi). napiklad jako lé¢ivo (jako je 1écivo pro kardiovaskularni poruchy,
napriklad tromboembolismus).

Formulace podie predlozeného vyndlezu je uziteéna pro piipravu lécebného prostiedku, pouzitel-
n¢ho v terapii.

Jiny aspekt pfedlozencho vynalezu se tyka zptisobu terapie kardiovaskularnich poruch (napfiklad
tromboembolizmu) u teplokrevnych Zivocicht, trpicich nebo ohrozenveh uvedenymi poruchami,
ktery spociva v poddni terapeuticky d¢inné davky slouceniny podle vynalezu jedinei, ktery tako-
vou terapii potfebuje.

Jisté peptidicke inhibitory trombinu, nebo jejich profarmaka, se mohou piipravit postupy, popsa-
nymi nize.

Obecné postupy

TLC se provadi na silikagelu. Chiralni HPLC analyza s¢ provadi na 46 mm x 250 mm koloné
Chiracel OD s Sem piedkolonkou. Teplota kolony se udrzuje na 35 °C. pritok 1,0 ml/min. Pouzi-
va se UV detektor Gilson 115 UV pfi vinové délee 228 nm. Jako mabilni faze se pouzivaji hexa-
ny, ethanol a kyselina triflucroctova, jejichz pisluiné poméry jsou udany u jednotlivych slouge-
nin. Typicky. produkt se rozpusti v minimalnim mnoZstvi ethanolu a tento roztok se ziedi mobil-
ni fazi.

V nize uvedenych preparacich se LC-MS/MS provadi na pristroji HP=1100 s mjektorem CTC-
PAL a s pouzitim kolony 5 Tm, 4x100 mm ThermoQuest, Hypersil BDS--C18. Pouzije se MS
detektor API-3000 (Sciex). pritok 1.2 mI/min a mobilni faze (gradient) sestavd 2 10 a7 90 %
acetonitrilu s 90 az 10 % 4 mM vodného octanu amonného, piidemz oba obsahuji 0.2 % kyseliny
mravenéi.

Hmotova spektra o nizkém rozligeni (LRMS) se méfi na spektrometru Micromass ZQ v ESI
posneg switching ion modu (himotnostni rozsah mi/z 100 az 800); a hmotnostni qpeklra 0 vysokém
rozhseni (HRMS) s¢ méfi na spektrometru Micromass LTC v ES negativnim ionizaénim modu
(rozsah m/z 100 a7 1000): jako wvnitini hmotovy standard se pouzije Leucine Enkefalin
(C gl 137N505).

'H NMR spekira se méii za pouZiti tetramethylsilanu jako vnitiniho standardu.
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Priprava Ph(3-ChH(5—OCHEF}H R)YCH{OH)YC(O)$)Aze—Pab{OMe) (sloucenina A}

Q
o N\_f N-OCH,
HO \__Q_.(
N
0 W,

Cl OCHF,

(1) 3-Chlor-3-methoxybenzaldehyd

3.5 -Dichloranisol (74.0 ¢: 419 mmol) v THF (200 ml) se prikape ke kovovému hoiciku (14.2 g
385 mmol. promyty (5N HCH v THF (100 ml) pfi 25 °C. Po pidani se piikape 1.2 -dibromethan
(3.9 g 208 mmol). Vyslednd tmavohnéda smés se zahfiva krefluxu 3 hodiny. Pak se smés
zehladi na 0 °C a prida se N.N-dimethylformamid (60 ml) v jedné davce. Smés se rozdéli mezi
diethylether (3 x 400 ml) a 6N HCI (500 ml}. Spojené organické extrakty se promyji solankou
(300 ml), vysusi se nad Na,SO,. «filtruji se a zahusti ve vakuu, Zbyly olej se podrobi flash chro-
matografii (2 x) na silikagelu v soustavé hexan -ethylacetat (4:1). ¢imz se ziska 38.9 g (54 %)
subtitulni slou¢eniny ve formé zlutého oleje.

"HNMR (300 Mliz, CDCl;). 8 9.90 (s. TH); 7.53 (s. T 7.38 (s, TH): 7.15 (s, TH): 3.87 (s, 3H).
(1) 3-Chlor-5-hydroxybenzaldehyd

Roztok 3—chlor-5- methoxybenzaldehydu (22,8 ¢: 134 mmol; viz stupeni (1) vyse) v dichlor-
methanu (250 ml) se ochladi na 0 °C. Pak se k nému béhem 15 minut prikape bromid bority
(158 ml: 167 mmol). Smés se micha 2 hodiny a pak se pomalu pridd voda (50 ml). Roztok se
extrahuje ethyletherem (2 x 100 ml), organické vrstvy se spoji, vysusi se nad Na,SQ,, zfiltruji se
a zahusti ve vakuu. Flash chromatogratic na silikagelu v soustave hexan—ethylacetat (4:1)
poskytne subtitulni slou¢eninu (5.2 g; 25 %).

'HNMR (300 MHz. CDCI5). 8 9.85 (s. 111); 7.35 (s, TH): 7.20 (s. ITH): 7,10 (s. 111): 3,68 (s, [H).
(iii) 3-Chlor-5 - difluormethoxybenzaldehyd

Roztok 3—chlor—5- hydroxybenzaldehydu (7.5 g: 48 mmol; viz stupe (i) vyse) ve 2—propanolu
(250 ml) a 30% KOH (100 ml) se zahfiva k refluxu. Do této reakéni smési se 2 hodiny uvadi za
michani CHCIF.. Reakéni smés se ochladi, okyseli INIICI a extrahuje ethylacetatem (2 x
100 ml}. Organické vrstvy se promyji solankou (100 ml), vysusi se nad Na,SO;, zfiltruji se
a zahusti ve vakuu. Zbytek se podrobi flash chromatografii na silikagelu v soustavé hexan:ethyl-
acetat (4:1), ¢imz sc ziska subtitulni sloudenina (4.6 2. 46 %),

"I NMR (300 MHz. CDC1). 6995 (s, TH): 7.72 (s, tHY 7.52 (s. IH): 7.40 (s, IH); 6,60
(.l.\.]” F 71.1 HZ.. lH).

(iv) Ph(3-CI)5-OCHF;}( R SYCH(OTMS)CN

Roztok 3-chlor-5—difluormethoxybenzaldehydu (4.6 g2 22.3 mmol; viz stupen (111)  vyse)
v dichlormethanu (200 ml) se ochladi na 0 °C. Pak se piida Znly (1.8 g2 5.6 mmol) a trimethyl-
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silylkyanid (2.8 g: 27.9 mmol) a reakéni smés se necha ohfat na laboratorni teplotu a micha se
I5 hodin. Pak s¢ smés astecné zahusti ve vakuu. ¢imz se ziska subtitulni sloucenina ve formé
kapaliny. ktera se pouzije pfimo ve stupni (v), bez dalsiho ¢isténi nebo charakterizace.

(v) Ph(3-CI)(5-OCHF)~R.$)CHOINC(NH)OEL

Ph(3-CDH(5-OCHF R S)ICHIOTMS)CN (6.82 g2 predpokiadano 22,3 mmol; viz stupen (1v)
vyse) se prikape ke HCVEtOH (500 ml). Reakéni sinés se michd 15 hodin a pak se Gasteéné
zahusti ve vakuu, ¢imz se zisk subtitulni sloucenina ve formé kapaliny, kterd se pouzije piimo
ve stupni (vi), bez dalsiho ¢isténi nebo charakterizace,

(vi) PhG-CH(5-OCHF AR SYCH{OH)C(O)YOFEL

Ph(3—CH{5-OCHF)HR SICHOHC(NH)OEL (6.24 g: predpokladano 22.3 mmol; viz stupen (v)
vye) se rozpusti v THE (250 ml), piida se 0.5M Na:SO, (400 ml} a reakéni smés se micha
65 hodin pfi 40 °C. Pak se reakéni smés ¢asteéné zahusti ve vakuu, aby se odstranila vétsina THF
a zbytek se extrahuje Et,O (3 x 100 ml). vysusi se nad Na,SO,. zfiltruje se a vahusti ve vakuu.
Ziska se tak subtitulni sloucenina ve formé tihé latky. kterd se pouzije ve stupni (vii) bez daliiho
&isténi nebo charakierizace.

(vi) Ph(3-C1)(3 OCHF )~ R SYCH(OH)C(OYOH

Roztok  Ph(3-CI)}(5-QCHF:} (R.SCTKOH)C(O)OEL (6.25 g, predpokladano 22,3 mmol; viz
stupeit (vi) vyée) ve 2-propanolu (175 ml) a 20% KOH (350 ml) se micha pii teploté mistnosti
L5 hodin. Reakéni smés s¢ pak ¢astecné zahusti ve vakuu, aby sc odstranila vétsina 2—propanolu.
Zbyla smés se okyseli 1M Na,SO,, extrahuje se Et-:O (3 x 100 ml), vysusi se nad Na.SQ, a za-
husti se ve vakuu. Ziskany tuhy zbytek se podrobi flash chromatografii na silikagelu v soustavé
CHCL-McOH-kone.NILOH (6:3:1), ¢im7 sc ziska amonna sil subtitulni slou¢eniny. Tato
amonna sul se pak rozpusti ve smési cthylacetatu (75 ml) a vody (75 ml) a okysell se 2N HC1.
Organicka vrstva se oddéli a promyje solankou (50 ml), vysusi se nad Na,SO, a zahusti se ve
vakuu. Ziska se tak subtitulni slou¢enina (3.2 g: 37 %. stupen (iv} az (vir)).

ENMR (300 MHz, CDiOD), 8 7,38 (s, 1H): 7.22 (s. TH): 7.15 (s. 1H): 6.89 (. J;, ¢ = 71.1 Ha.
IH): 5.16 (s. TH).

(viii) Ph(3-C1)(5-OCHF )~ R)CH(OH)C(O)OH (a) a
PR(3-C1(5-OCHF )H{SHCHOAC)C(OIOH (b)

Smés  Ph(3- CI}{5-OCHF ) AR SHCHOH)COYOH (3.2 g 127 mmol: viz stupen (vii) vyse)
a lipazy PS _Amano™(~2.0 g) ve vinylacetatu (125 mly a MTBE (125 mi} s¢ refluxuje 48 hodin.
Reakéni smes se ochladi. zfiltruje se pres celit” a filtracni kolaé se promyje ethylacetatem. Filtrat
se zahusti ve vakuu a zbytek se podrobi flash chromatografii na silikagelu v soustavé CHCly—
MeOH-konc NH,OH (6:3:1). ¢im7 se ziskaji amonne soli subtitulnich slou¢enin (a) a (b). Slou-
genina (a) ve formé své soli se rozpusti ve vodé, okyseli se 2N HC| a extrahuje se ethylacetatem.
Organickd vrstva se promyje solankou. vysusi se nad Na,SO.. zfiltruje se a zahusti ve vakuu,
¢imz se ziska subtitulni sloucenina (a) (1,2 g: 37 %).

Pro slouceninu (a):

'HNMR (300 MHz, CD:0D). 8 738 (s. [H): 7.22 (s, 1H): 7.15 (s. 1H): 6.89 (t. ),y v = 71.1 Hz.
IH): 5.17 (s, TH).
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(ix) Ph(3—CD(5-OCHF ) H R)CH(OH)C(O)-Aze—Pab( Teoc)

K roztoku Ph(3-CI)(5-OCHF; HR)CH(OIDHC(OYOH (1,1 g 4,4 mmol; viz stupert (viii) vyse)
a H-Aze-Pab(Teoc) (viz mezinarodni patentovou prihlasku WO 00/42 059: 2.6 g: 5.7 mmol)
v dimethylformamidu (50 ml) se pii 0°C piida PyBOP (2.8 go 0.3 mmol) a kolidin (1,3 g:
10,6 mmol). Reakéni smés se micha 2 hediny pii 0 °C a pak pfi teploté mistnosti dalsich 15 ho-
din. Pak se reakéni smés zahusti ve vakuu a zbytek podrobi flash chromatografii na silikagelu
(3 x), napfed v soustavé CHCL-EIOH (9:1), pak v soustavé EtOAc—EtOH (20:1). a nakonce
v soustavé CH,CL-CHLOH (95:5). ¢imz se ziska subtitulni stoucenina (1.0 g: 37 %) ve forme
bilé tuhé latky.

'HNMR (300 MHz, CD:0D, smés rotameri), & 7.79 az 7.85 (d, J=8.7 Hz. 2H): 7.15 az 7.48
(m. SHY. 6.89 a 6,91 (t. J;y = 71,1 Hz. 1H); 5.12 2 5.20 (s. 1H); 4.75 a7 4.85 (m, 1H): 3.97 az
4.55 (m.6H): 2,10 272,75 (m, 2H): 1,05 az 1.15 (m, 2H): 0,09 {(s. 9H). MS (m/z): 611 (M + 1),

(x) Ph(3 CI(3-OCHF)+RYCHOH)YC(O)»Aze- Pab{OMe.Teoc)

Ph(3- CH(5-OCHF) {RYCHOH)C(OAze- Pab(Teoc) (0,40 g: 0.65 mmol; viz stupen (1x) vyse)
se rozpusti ve 20 ml acctonitrilu a prida se 0.50 g (6,0 mmol) hydrochloridu O-methylhydroxyl-
aminu. Smés se zahfiva 2 hodiny pfi 70 °C, pak se rozpoudtédio odpafi a zbytek se rozdéli mezi
vodu a ethylacetat. Vodna faze se jedté dvakrét extrahuje ethylacetitem a spojené organické faze
s¢ promyji vedou, solankou, vysusi se nad Na,SQ,. zfiltruji se a odpari. Vytézek produktu je
0.41 g (91 %).

'H NMR (400 MHz, CDCL). 67,83 (bt, TH); 7,57 (bs. [H): 7.47 (d. 211): 7.30 (d. 2H); 7,20
(m. TH): 7,04 (m, 1H); 7,01 (m, 1H): 6.53 (1. 1H): 4.89 (s. TH): 4.87 (m, TH); 4.47 (m., 2H):
4.4az4.2 (b, IH): 4.17 a2 4.1 (m. 3H); 3.95 (s 3H): 3,67 (m, TH): 2,68 (m, 1H); 2.42 (m. 1H):
0.97 (m, 2H). 0,01 (s, 9H).

(x1) Ph(3-CH{5-OCHF )—H RCHOHC(O)- {(S)Aze-Pab(OMe)

Ph(3-CI}(5-OCHF ) RYCHIOH)YC(O}-Aze -Pab(OMe. Teoc) (0,40 g: 0.62 mmol: viz stupen (x)
vySe} se rozpusti v 5 ml TFA a nechd se 30 minut reagoval. TFA se odpati a zbytek sc rozdéli
mezi ethylacetat a vodny roztok NaHCO:. Vodna faze se dvakrat extrahuje ethylacctatem
a spojené organické faze se promyii vodou, solankou. vysusi se nad Na,SO,, zfiltruji se a roz-
poustédlo se odpafi. Produkt se podrobi lyofilizaci ze smési voda-acetonitril. Neni autné 7adne
Cisténi: vytézek 0.28 g (85 %).

"H NMR (600 MHz. CDCL). 8 7.89 (bt, 1H): 7.57 (d. 2H): 7.28 (d. 211); 7.18 (m, 1H) 7,13
(m, TH): 6.99 (m. 1H); 6,51 (t, IH): 4,88 (s, 1H): 4.87 (m, TH); 4.80 (bs, 2H): 4.48 (dd. 111): 4.43
(dd, [H): 4.10 (m. 1H): 3.89 (s, 3H): 3.68 (m. |H): 2,68 (m., THY, 2,40 (m. I H).

“C NMR (125 Mliz; CDCls): (karbonylové a/mebo amidinové uhlikové atomy. rotamery)
0 172,9:170.8; 1527, 152.6.

HRMS: vypotteno pro CrHyCIFsN,Os (M - H) 495.1242, nalezeno 495.1247.

Pfiprava slouceniny D (Ph(3-C1)(5-OCI S HRYCHOH)C(O)y{S$)Aze-Pab(2.6-diF X OMe)

(i) 2,67Diﬂuor-z%[(methylsulﬁnyi)(mclhyIthio)mcthyl]benmnilriI
(Mcthytsulfinyl){methylthio)ymethan (7.26 go (L0384 mol) se rozpusti ve 100 ml suchého TIF

v atmosiéfe arponu a roztok se ochladi na - 78 °C. Pak se prikape za michani butyllithium v hexa-
nt (16 mi 1.6M roztoku: 0,0256 mol). Smés sc micha 15 minut. Mczitim se roztok 3.4.5—trifluor-

-
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benzonitrilu (4,0 g: 0.025 mmol) ve 100 mi suchého THF ochladi na —78 °C v atmosfére argonu
a kanylou se do n¢ho behem 35 minut piida prvni roztok. Po 30 minutdch se odstrani chladici
lazeii a kdyZ teplota reakéni smési dosahne teploty mistnosti, smés se nalije do 400 m! vody. THF
s¢ odpati a zbyla vodna faze se extrahuje tiikrat diethyletherem. Spojené etherické faze se pro-
myji vodou, vysusi se nad Na,SO, a odpafi se. Ziska se 2.0 g (30 %) produktu,

N, 211): 5.01 (s. 1H, diastereomer), 4.91 (s. 1H.

'HNMR (500 Milz, CDCly), 8 7.4 a7 7.25 (n
32 (s, 3H. diastereomer): 2,49 (s, 3H, diastereomer):

diastereomer), 2,88 (s, 311. diastereomer): 2,
234 (s. 3H, diastercomer); 1,72 (br, |H).

(i) 2.6-Difluor 4 -formylbenzonitril

2.6-Difluor—-{{methylsulfiny! methyIthio)methyl|benzonitril (2,17 g 8.32 mmol: viz stupeil
(1) vyse) se rozpusti v 90 ml THF a prida se 3.5 ml koncentrované Kyseliny sirové. Smés se necha
stat 3 dny pfi teploté mistnosti a pak se nalije do 450 ml vody. Extrahuje se tfikrat ethylacetatem
a spojené organické faze se promyji dvakrit vodnym roztokem hydrogenuhlicitanu sodného
a solankou, vysusi se nad Na,SO; a rozpoustedlo se odpafi. Vytezek 1.36 ¢ (98 %). Polcha
formylové skupiny se uréi pomoci “C NMR spektroskopie. Signal fluorovanych atomii uhtiku pfi
162.7 ppm vykazuje ofekavané interakéni schéma se dvéma interakénimi konstantami velikosti
260 Hz a 6.3 Hz. odpovidajicimi ipso—, respektive meta—interakei atomi fluoru.

"HNMR (400 MHz, CDCL). 3 10.35 (s. 11): 7.33 (m, 211).
(i) 2.6-Difluor- 4-hydroxymethylbenzonitril

2.6-Difluor 4-formylbenzonitril (1.36 g: 8,13 mmol: viz stuped (ii) vyse) se rozpusti ve 25 ml
methanolu a roztok se vychladi v ledové lazni. K roztoku se po ¢éstech piidava borohydrid sodny
{0.307 g: 8.12 mmol) za michéni a reakéni smés se pak ponecha 65 minut. Rozpoustédlo se odpa-
Fi a zbytek se rozdéli mezi diethylether a vodny roztok hydrogenuhlicitanu sodného. Ethericka
vrstva s¢ promyje jesté vodnym roztokem hydrogenuhticitanu sodného a solankou, vysusi se nad
Na:50; a rozpousiédlo se odpaii. Surovy produkt brzy zkrystaluje a miiZe se pouzit bez Cistént
dale. Vytezek 1,24 ¢ (90 %),

'H NMR (400 MHz, CDCLL). 8 7.24 (m. 2H1); 4,81 (s. 2H): 2.10 (br, 1H).
(iv) 4-Kyan-2.6 difluorbenzyl methansulfonat

K tedem chlazenému roztoku 2,6-difluor-4 hydroxymethylbenzonitrilu (1,24 g 7.32 mmol; viz
stupeii {ii1) vySe} a methansulfonylchloridu (0,93 g 8.1 mmol) v 60 ml methylenchloridu se za
michani pfida tricthylamin (0.81 g: 8.1 mmol). Po 3 hodinach pii 0 °C sc smés promyje dvakrat
M HCl a jednou vodou, vysusi se nad Na,SO; a rozpoustédlo se odpafi. Produkt se mize pouzit
bez daliiho CiSténi. vytézek 1.61 g (89 %),

'"H NMR (300 MHz, CDCL). 6 7,29 (m, 2H): 5.33 (s. 21): 3.07 (s. 3H).
(v) 4-Azidomethyl- 2.6-difluorbenzonitril

Smes 4-kyan-2.6- difluorbenzyl-methansulfondtu (1.61 g 631 mmol: viz stupen (iv) vyde)
aazidu sodného (0,72 g2 0,0111 mol) v 10 ml vody a 20 ml dimethylformamidu se micha pres
noc pri teploté mistnosti. Vysledna smés se pak nalije do 200 ml vody a extrahuje se tFikrat
diethyletherem. Spojené etherické faze se promyji pétkrat vodou. vysusi se nad Na-SO, a roz-
poustedlo se odpafi. Maly vzorek se odpafi pro icely NMR analyzy a produkt se zkrystalyje.
7bytek se opatrné odpafi, ale ne zcela dosucha. Podle NMR spektra a analytické HPLC se pred-
poklada témet kvantitativni vytézek (teorie 1.26 g).
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'HNMR (400 MHz, CDCL:), 8 7.29 (m, 2H): 4,46 (s. 2H).
(vi) 4—Aminomethyl-2.6-difluorbenzonitril

Reakee se provede zplisobem, popsanym v J. Chem. Res. (M) (1992). 3 128. K suspenzi 520 mg
10% Pd/C (30 % vlhkosti) ve 20ml vody se pridd roztok borohydridu sodného (0,834 g
0,022 mol} ve 20 m! vody. Dojde k vyvoji malého mnozstvi plynu. 4-Azidomethyl-2 6—difluor-
benzonitril (1,26 g; 6,49 mmol: viz stupen (v) vyse) se rozpusti v 50 ml THF a béhem 15 minut
s¢ prida k vySe uvedené vodné smési v ledové lazni. Smés se michd 4 hodiny, nacez se k ni prida
20 ml 2M HCl a «filtruje se pes celit. Celit se promyje jesté vodou a spojené vodné taze sc pro-
myji ethylacetitem a pak se zalkalizuji 2M NaOH. Extrahuje se tfikrat methylenchloridem a spo-
jené organicke faze se promyji vodou, vysusi nad Na,SOy a rozpoustédlo se odpafi. Vvigiek je
(.87 2 (80 %).

'"H NMR (400 MHz. CDCl:). 6 7.20 (m, 211): 3.96 (s, 2H); 1,51 (br, 21).
(vir) 2,6 -Difluor—-4—terc—butoxykarbonylaminomethylbenzonitril

K roztoku 4-aminomethyl 2.6-difluorbenzonitrilu (0.876 2. 5,21 mmol; viz stupei (vi) vy§e)
v 50 ml THF se pfida roztok di-tere butyldikarbonatu (1,14 g: 5.22 mmol) v 10 ml THF. Smés
s¢ michd 3.5 hodiny. pak se THF odpaii a zbytek se rozdéli mezi vodu a ethylacetat. Organicka
vrstva s¢ promyje tiikrat 0.SM HCI a vodou, vysudi se nad Na.SQ, a rozpoudtédlo se odpati.
Produkt se miize pouzit bez dalsiho ¢isténi. Vyiézek je 1.38 (99 %),

'"H NMR (300 MHz. CDCL), 87,21 (m, 2H); 4,95 (br, TH); 4,43 (br, 2H); 1,52 (s, 9H).
{(viii) Boc- Pab(2.6—dil)(OH)

Smés  2.6-difluor—4—tere-butoxykarbonylaminomethylbenzonitrilu - {1.38 g 516 mmol: viz
stuped (vii) vyse). hydrochloridu hydroxylaminu (1.08 g 0.0155 mel) a triethylaminu (1.57 g;
(.0155 mol) ve 20 ml cthanolu se micha 36 hodin pfi laboratorni teploté. Pak se rozpoustédlo
odpafi a zbytek se rozdéli mezi vodu a methylenchlorid. Organickd vrstva se promyje vodou,
vysusi nad Na,S0O; a rozpoustédlo se odpaii. Produkt se mize pouzit bez dal3iho ¢isteni. Vytezek
1.43 g (92 %).

"H NMR (500 MHz, CD:OD). 8 7.14 (m. 2H): 4.97 (hr. 1H): 4.84 (br. 2H): 4,40 (br. 2H): 143
(s. 9H).

(ix) Boc—Pab(2.6-diF).HOAc

Reakee se provede postupem. popsanym Judkinsem a spol. (Synth. Comm. (1998), 4351). Boc—
Pab(2.6-diI'YOH) (1.32 g: 4,37 mmol; viz stupei (viii) vyge), anhydrid kyseliny octové (0.477 g
4,68 mmol) a 442 mg 10% Pd/C (50 % vlhkosti) ve 100 ml kyseliny octové se hvdrogenuje
3.5 hodiny pii tlaku 0.506625 MPa (5 atm). Smés se zfiltruje pies celit. promyje se ethanolem
a rozpoustédlo se odpati. Zbytek se podrobi lyofilizaci 2 acetonitrilu a vody s nékolika kapkami
ethanolu. Subtitulni produkt je mozno pouZit bez daliiho ¢isténi. Vytézek produkiu Je 1149 ¢
(99 %).

' NMR (400 MHz. CD:0DY, & 7,45 (m, 2H): 4.34 (s. 2H): 1,90 (s, 3HD: 1.40 (s. 9H).
(x} Boc—Pab(2.6-diF)Teoc)
K roztoku Boc Pab(2.6-dil’).HOA¢ (1.56 g: 5,49 mmol; viz stupei (ix) vyse) ve 100 ml THE

a I ml vody se pfida 2 (trimethylsilyl)ethyl-p-nitrofenylkarbonat (1.67 g: 5.89 mmol). Pak sc
béhem 5 minut ptikape roztok uhli¢itanu draselného (1,57 ¢; 0,0114 mol) ve 20 ml vody a smés
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se michd pres noc. THF se odpaii a zbytek se rozdéli mezi vodu a methylenchlorid. Vodna vrstva
se extrahuje methylenchloridem a spojené organické faze se promyji dvakrat vodnym roziokem
hydrogenuhliéitanu sodného, vysusi se nad Na,SO, a rozpoustédlo se odpafi. Zbytek se podrobi
flash chromatografii na silikagelu v soustavé heptanethylacetat (2:1). ¢imz se ziska 1.71 g (73 %)
¢istého produktu.

" NMR (400 MHz. CDCly), 8 7.43 (im. 2HY, 497 (br, 111): 4.41 (br. 2H); 4.24 (m. 2H): 1.41
(s, QH); 1,11 (m, 2H); 0,06 (s. 911).

{xi) Boc-Aze Pab(2.6-diF)(Teoc)

Boc—Pab(2.6-diF)(Teoc) (1,009 g 2.35 mmol; viz stupeii (x) vvie) se rozpusti v 50 ml ethyl-
acetatu. nasyceného plynnym chlorovodikem. Smés se necha stat 10 minut, rozpousicdlo se
odpafi, odparck se rozpusti v 18 mi DMF a pak se ochladi v ledové lazni. Prida se Boc-Aze-OH
(0.450 g 2.24 mmol), PyBOP (1.24 g: 2.35 mmol) a nakonec diisopropylethylamin (1,158 g:
8,96 mmol). Reakéni smés se 2 hodiny michd, pak se nalije do 350 ml vody a extrahuje se tiikrat
ethylacetatem. Spojené organické faze se promy)i solankou. vysudi se nad Na,SO; a rozpousiédlo
s odpafi. Zbytek se podrobi flash chromatografii na silikagelu v soustavé heptan-ethylacetat
{1:3), ¢imz se ziska 1,097 ¢ (96 %) zadaného produktu.

'HENMR (500 MHz, CDCLL). & 7.46 (m. 2H): 4.65 az 4.5 (m. 3H): 4.23 (m. 2H): 3.87 (m. 111):
3.74 (m. TH): 2.45 az 2.3 (m. 2H)Y; 1.40 (s, 9H); 110 (m. 2HY; 0,05 (s, 911).

(xi1) Ph{3—-CI}35-OCHF;}-(RYCH(OH)C(O) Aze- Pab(2.6-diF )} Teoc)

Boc-Aze—Pab(2.6—diF)(Teoc) (0.256 g: 0,500 mmol; viz stupen (xi} vyse) se rozpusti ve 20 ml
ethylacetdtu, nasyceného plynnym chlorovodikem. Smés se neché stat 10 minut, rozpoustédlo se
odpati a odparek se rozpusti v 5 ml DMF. Pak se pfida Ph(3-CI)(5 OCHF.) (RYCH(OH)C(O)-
OH (0,120 g 0,475 mmol; viz ptipravu slouéeniy A (viit) vyie). PvBOP (0,263 g: 0,498 mmol)
a nakenec diisopropylethylamin (0,245 g2 1.89 mmol). Reakéni smés se micha 2 hodiny a pak sc
nalije do 350 ml vody a extrahuje sc tiikrat cthylacetatem. Spojené organické faze se promyji
solankou, vysusi se nad Na,SOy a rozpoustédlo se odpati. Zbytek se podrobi tlash chromatografii
na silikagelu v ethylacetatu, ¢imz se ziska 0.184 ¢ (60 %) zadaného poduitulniho produktu.

'HNMR (400 MHz, CD:0OD. smés rotamert).  7.55 az 7.45 (m, 211): 7.32 (m. IH, majoritni
rotamer). 7,27 (m, TH, minoritni rotamer), 7.2 az 7.1 (m. 2H): 6,90 (t. 1H, majoritni rotamer);
6.86 (1. 111 minoritni rotamer): 5.15 (s, 1H, majoritni rotamer): 5,12 {m. I H. minoritni rotamer):
5.06 (s. TH. minoritni rotamer). 4,72 (m. 1H, majoritni rotamer). 4.6 az 4,45 (m. 211); 4,30
(m, 1H. majoritni rotamer). 4,24 (m, 2i1); 4.13 (m. 111, majoritni rotamer); 4,04 (m. IH, mino-
ritni rotamer): 3.95 {(m, 1H, mimoritni rotamer): 2.62 (m, TH. minoritni rotamer); 2,48 (m, 1H,
majoritni rotamer): 2.22 (m, 111, majoritni rotamer): 2,10 (m, [ minoritni rotamer); 1,07 (m,
2H): 0.07 (m. 9H),

(xiii) Ph(3=CH(5-OCHF ){ RYCH(OINC(Q)-Aze—Pab(2,6-diF  OMe, Teoc)

Smés  Ph(3-CH(5-OCHF)-RICIHOINC(O-Aze—Pab(2,6-diF)(Teoc) (64 mg; 0.099 mmol:
viz stupen (xi1) vyie) a hydrochlorid O—methylhydroxylaminu (50 mg; .60 mmol) ve 4 ml
acetonitrilu se zahtivd 3 hodiny na 70 °C. Rozpoustédlo sc odpafi a #bytek se rozdéli mezi vodu
a ethylacetdt. Vodna vrstva se extrahuje dvakrat ethylacetatem a spojené organické faze sc
promyji vodou, vysusi se¢ nad Na,SOy a rozpoustédlo se odpafi, Produkt je mozno pouzit bez
dal3iho ¢isténi. Vytezek 58 mg (87 %).

"H NMR (400 MHz. CDCls), 8 7.90 (bt. 1H): 7.46 (m. 1H): 7.25 az 6,95 (m. SHY 6,51 (1, [H):
4.88 (s, 1H): 4.83 (m, 1H): 4.6 a7 4.5 (m, 2H): 4.4 a7 3.9 (m, 4H); 3,95 (s. 3H): 3.63 (m. 11i):
2.67(m. TH); 2.38(m. TH): 1.87 (br. 1E); 0.98 (m. 211}, 0.01 (s. 911).
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(xiv) Ph(3=C1)(5-OCHF )~ R)CHOH)C(O){S)AzePab(2.6-diF  OMe)

Ph(3—CH(5-OCHF A R)ICH(OH)C{O)-Aze—Pab(2,6-dil' }(OMe.Teoc) (58 my; 0,086 mmol; viz
stupefi (xiii) vvse) se rozpusti ve 3 ml TFA, ochladi sc v ledové lazni a necha se 2 hodiny reago-
vat. Pak se TFA odpafi a zbytek se rozpusti v ethylacetatu. Organické vrstva se promyje dvakrat
vodnym roztokem uhli¢itanu sodného a vodou, vysudi se nad Na.SO; a rozpoustédlo se odpafi.
Zbytek se podrobi lyofilizaci z vody a acetonitrilu, ¢imz se ziska 42 mg (92 %) titulni slouceniny,

'TINMR (300 Milz. CDCLy). 8 7.95 (bt 1H): 7.2 a2 7.1 (m. 411): 6,99 (m, 111): 6.52 (1. 1H): 4.88
(s, THY 485 az4.75 (m. 311); 4,6 a7 4.45 (m, 2H): 4.29 (br. 1H); 4.09 (n, 1H): 3.89 (s. 3H): 3.69
(m. 1TH): 2,64 (m. TH): 2.38 (m.1H): 1.85 (br, 111).

“CNMR (100 MHz: CDCL): (karbonylové a/nebo amidinové uhliky) 8 172.1; 169.8: 151.9.
APCI-MS: (M + 1)=533/535 m/z.

Priprava slouceniny I (Ph{3--C1}{5 OCH,CIHLEYA{RYCTHOINC{OHSHAze—Pab(OMe))

(i} (2-Monofluorethyl)methansulfonat

K magneticky michanému roztoku 2—fluorethanolu (5.0 g: 78,0 mmel) v dichlormethanu (90 ml)
se v dusikové atmostéte pii 0 °C prida triethylamin (23.7 g; 234 mmol) a methansulfonyl chlorid
(10,7 g: 93,7 mmol). Smés se micha 1.5 hodiny pii 0°C, ziedi se dichlormethanem (100 ml)
a promyje se 2N HC1 (100 ml). Vodnéa vrstva se extrahuje dichlormethanem (50 ml) a spojené
organicke extrakty se promyji solankou (75 ml), vysudi se nad Na,SQ,, zfiltruji se a zahusti ve
vakuu, ¢imz se ziska subtitulni sloucenina (9.7 g: 88 %) ve formé Zlutého oleje, kiery se pouzije
bez dalsiho Cisténi.

'"HNMR (300 MHz, CDCL). 8 4.76 (1. J = 4 Hz. TH); 4.64 (L ] =4 Hz. 1H): 4.52 (1. J =4 Hz,
TH): 4.43 (1, J = 4 Hz. TH); 3.09 (s, 3H).

(i) 3-Chlor—5-monotluorethoxybenzaldehyd

K roztoku 3—chlor-5-hydroxybenzaldehydu (8.2 g: 52,5 mmol): (viz experiment (ii) v pfipravé
sloucenimy A) a uhlic¢itanu draseln¢ho (9.4 ¢: 68.2 mmol) v DMF (10 ml) se v atmosféfe dusiku
piikape pii teploté mistnosti roztok (2-monofluorethylymethansulfonatu (9.7 g 68.2 mmol: viz
stupeti (1) vy$e) v DMF (120 ml). Smés se zahiiva 5 hodin na 100 °C a pak sc micha ptes noc pii
teploté mistnosti. Reakéni smés se ochladi na 0 °C, nalije se do ledové 2N HCI a extrahuje sc
ethylacelatem. Spojené organické extrakly se promyji solankou, vysusi se nad Na.SO,. zfiltruji se
a zahusti se ve vakuu, Hnédy olej se podrobi chromatografii na silikagelu v soustavé hexan—
ethylacetat (4:1), ¢imz se ziska subtitulni sloucenina (7.6 g: 71 %) ve formé Zlutého oleje.

'TINMR (300 MHz, CDCL). 89.92 (s. IH): 748 (s. [H): 7.32 (s. 16} 7.21 (s, {H): 4.87
(LJ=4Hz TH):4.71 (L1 =3 Hz 1H): 433 (1. ] = 31z [H). 424 (. = 3Hz 1H).

(i) Ph3-CH(5-OCH,CH;F)~R S)CH{OTMS)CN

K roztoku 3—chlor—5-monofluorethoxybenzaldehydu (7.6 g2 37.5 mmol: viz stupen (i) vyic)
a jodidu zine¢natého (3.0 g: 9.38 mmol) v dichlormethanu (310 ml) se pfi 0 °C v atmosféfe dusi-
ku prikape trimethylsilylkyanid (7.4 g: 75.0 mmol). Smés se micha pfi 0 °C 3 hodiny a pii teploté
mistnosti pies noc. Pak se smés zfedi vodou (300 ml), organicka vrstva se oddéli, vysusi se nad
Na,SQy, zfiltruje se a zahusti se ve vakuu, &im7 se ziska subtitulni sloudenina (10,6 g: 94 %) ve
forme hnédého olee. ktery se pouzije bez dalsiho ¢isteni nebo charakterizace.
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(iv) Ph(3=CHY{5-OCH:CH:F )R, SYCH(OH)C(O)OH

Koncentrovana kyselina chlorovodikova (100 ml) se piida k Ph(3-CIH(5-OCH,CHF)}HR.$)CH-
{OTMS)CN (10,6 g: 5.8 mmol; viz stupen (iil) vy3e) a roztok se micha 3 hodiny pfi 100 °C.
Po ochlazeni na teplotu mistnosti s¢ reakéni smés dale ochladi na 0 °C. pomalu se zalkalizuje
3N NaOH (~300 ml) a promyje se etherem (3 x 200 ml). Vodna vrstva se okyseli 2M HCI
(80 ml) a extrahuje ethylacetatem (3 x 300 ml). Spojené ethylacetatové extrakty se vysudi nad
Na,80);. zfiltruji se a zahusti se ve vakuu, ¢im7 se ziska subtitulni sloucenina (8.6 g: 98 %) jako
slabe zluta tuha latka, ktera se pouzije bez dalsiho &isténi. Ry=0.28 (CHCI:-MeOH-kone.
NH4OH 90:8:2).

'HNMR (300 MIiz, CD30OD), U 7.09 (s. TH): 7.02 {s. [H); 6,93 (s. IH); 5,11 (s. 1H): 4.77 az
481 (m. 1H): 4,62 a7 4.65 (m, 1H): 4.25 a2 4.28 (m, iH), 4.15 az 4.18(m. TH).

(v) Ph(3-C(5-OCHCH:FY (HICHOAS)C(OYOH (a) a
Ph(3-C 1}=(5-OCILCTLF)~(RCHOH)IC(OYOH (b)

Roztok Ph(3-CH{5-OCH-CH,FH R OHCTHOMC(OYOLT (8.6 ¢z 34.5 mmol: viz stupen (1v) vyse)
a lipazy PS .Amanc™ (4.0 g) ve vinylacetatu (250 ml) a MTBT (250 ml) se zahfiva v atmosfére
dusiku 3 dny na 70 °C. Po ochlazeni na teplotu mistnosti se enzym odstrani filtraci pfes celit®.
Filtracni kola¢ se promyje ethylacetatem a filtrat se zahusti ve vakuu. Zbytck se chromatogratuje
na silikagelu v soustavé CHCl; MeOH-Et:N (90:8:2), ¢im7 se ziska triethylamoniova sal subti-
tini slou¢eniny (a) ve formé Zlutého oleje. Navic se ziskd i trimethylamoniova sil subtitulni
slou¢eniny (b) (4.0 g). Sul subtitulni slouceniny (b) se rozpusti ve vodé (250 mi), okyseli se
IN HCI a extrahuje se cthylacctatem (3 x 200 m1). Spojené organické extrakty se vysudi nad
Na;SQ;, zfiltruji se a zahusti ve vakuu, ¢imz se ziska subtitulni slou¢enina (b) (2.8 g; 32 %) jako
zluty ole.

Pro slouéeninu (b):
Ry~ 0.28 (CHClL:-MeOH-kone. NiLOH 90:8:2)

'HINMR (300 Milz. CD:ODY. 8 7.09 (s, 111); 7.02 (s. TH): 6,93 (s. TH); 5,11 (s, 1H). 477 a7
481 {m. 1H): 4.62 a7 4,65 (m, 1H): 4.25 a2 4.28 (m, 1H); 4,15 az 4.18 (m, [H).

(vi) Ph(3-CH(5-OCH,CH:FAH RICHIOH)CIO)(S)Aze Pab (OMe)

K roztoku Ph(3—-CH(5-OCILCILF-{RCIKOINC(OYOH (818 mg: 3,29 mmol; viz stupei (v)
vyie) v DMF (30 mD) se v atmosféfe dusiku pfi 0°C pfida HAze-Pab(OMe).2HCI (1,43 g
4.27 mmol: viz mezindrodni patentovou piihlasku WO 00/42 039), PyBOP (1,89 g; 3.68 mmol)
a DIPEA (1.06 g: 8.23 mmol). Reakéni smés s¢ micha 2 hodiny pfi 0 °C a pak pit teploté mist-
nosti pies noc. Pak se reakéni smés zahusti ve vakuu a zbytek se dvakrat podrobi chromatografii
na silikagelu, napfed v soustavé CHCl; EAOH (15:1) a pak v soustaveé EIOAc—EI1OH (20:1), ¢imz
s¢ ziska titulni slouCenina (880 mg: 54 %).

Ry = 0.60 (CHCL: -EtOH 10:1).

'H NMR (300 MHz. CD:0D, slozita smés rotamert). 3 7.58 az 7.60 (d. J =8 Hz, 2H); 7.34
(d. ] =7Hz, 2H). 7.05 a7 7,08 {in, 2H): 6.95 a2 6,99 (m., 1H): 5,08 a 5,13 (m, 111); 4,77 az 4.82
(m, TH): 4,60 az 4.68 (m, 1H): 3,99 az 4,51 (m. 7H); 3.82 (s, 3H): 2,10 az 2.75 (m. 2H).

" NMR (130 MHz: CD-OD): (karbonyvlové a/nebo amidinové atomy uhtiku), & 173.3: 170.8;
5

o
152.5. APCI-MS: (M + 1) = 493 m/z.
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Priprava slouceniny F (Ph(3-CIY5-OCHE - RYCH{OHIC{O)}Aze—Pab (OH))
(i) Ph3-CH(5-OCHF:H RYCH{OHYC(O)»-Aze-Pab (Ol Teoc)

Ph3—CI}5-OCHF)HRYCHOI)C{O)-Aze-Pab(Teoc) (0.148 2. 0.24 mmol: viz piipravu slou-
¢eniny [, stupen (ix)) se rozpusti v 9 ml acetonitrilu a pfida se 0,101 g (1.45 mmol) hydrochlori-
du hydroxylaminu. Smés se zahfiva 2.5 hodiny na 70 °C. filtruje se pres celit® a rozpoustedlo se
odpari. Surovy produkt (0,145 g: 75% Cistota) se bez ¢isténi pouzije pfimo v dalsim stupni.

(i) Ph(3-CH{5-OCHF - RYCH{OHYC(OrAze-Pab(OH)

Ph(3-CH{3-OCHI - (RCH(OHYC(O) Aze Pab(OH.leoc) (0.145 g: 0.23 mmol: viz stuped (i)
vyse) se rozpusti v 0.5 ml dichlormethanu a 9 ml TFA. Reakéni smés se necha reagovat 60 minut.
Pak s¢ TFA odpafi a zbytek se precisti preparativni HPLC. Frakce produktu se spoji a podrobi se
ivofilizaci (2 x). ¢im7 sc ziska 72 mg (cclkovy vytézek dvou stupit 62 %) titulni slouceniny.

MS (m/z) 482 (M—1) ; 484 (M+1)",

"H NMR (400 MHz. CD:OD), § 7.58 (d. 21) 733 (m. 3H): 785 (m. 2H): 6.89 (. 1H. majoritni
rotamer); 6.86 (t. 1H., minorttini rotamer); 5.18 (s. TH. majoritni rotamer; a m, 1. minoritni rota-
mer). 5.2 (s, TH. minoritni rotamer): 4,77 (m, TH, majoritni rotamer). 4,42 (m, 2H); 4.34
(m. TH. majoritni rotamer): 4,14 (m. TH, majoritni rotamer); 4,06 (m. IH. minoritni rotamer):
3,95 (m. IH. minoritni rotamer); 2.66 (m, 1H, minoritni rotamer); 2,50 (m, 1H. majoritni rota-
mer), 227 (m, 1H, majoritni rotamer); 2,14 (m, 11 minoritni rotamer).

“C NMR (100 Milz; CD;0OD): (karbonylové a/nebo amidinové atomy uhliku, rotamery) 6 172.4;
172.3:172,0: 1714, 152.3: 132.1.

Priprava slouceniny H (Ph(3-CH(5-OCH-CHF: ) (RYCH(OH)C(O) Aze--Pab(OH))
() Ph{3 CHS-OCILCHEARCHONC(O) Aze Pab(Z)

Boc-Aze-Pab(Z) (viz mezinarodni patentovou prihlasku WO 97/02 284: 92 mg: 0,197 mmol) se
rozpusti v 10 ml cthylacetatu, nasyceného plynnym chlorovodikem. a necha se reagovat 10 mi-
nut. Rozpoustédlo se odpati a zbytek se smicha s Ph(3-CD{5-OCILCHE —HR)YCH(OH)C(OYOH
(30 mg: 0.188 mmoel), PyBOP (109 mg: 0.209 mmol) a nakonce s diisopropylethylaminem
(96 mg: 0.75 mmol) ve 2 ml DMF. Sinés s¢ micha 2 hodiny. pak se nalije do 50 ml vody a extra-
huje se tiikrat cthylacetitem. Spojené organické faze se promyji vodou, vysudi se nad Na,SO,
a rozpoustédlo se odpari. Surovy produkt se podrobi flash chromatografii na silikagelu v soustavé
EtOAc:MeOH (9:1). Ziska se 100 mg (87 %) produktu.

'"HNMR (300 MHz, CDOD, smés rotamerd). 8 7.85az 7.75 (m. 2H): 7,45 a2 725 (m, 7). 7,11
(m, I H. majoritni rotamer), 7.08 (m. 1H, minoritni rotamer); 7,05 a7z 6.9 (m. 2H): 6.13 (bt, 1H);
5.25 az 5.05 (m, 3H): 4.77 (m, [H. ¢astecné piekryt signdlem CD:OH): 4,5 a7 3.9 (m, 7H): 2,64
(m. TH. minoritni rotamer), 2.47 (m. 1H, majoritni rotamer). 2.25 (m, 1H, majoritni rotamer),
2,13 (m, 1H. minoritni rotamer).

(1) Ph{3- CI)(5-OCH,CHE - RYCH(OHYC(O)-Aze -Pab(OI1)

Hydrochlorid hydroxylaminu (65 mg: 0.94 mmel) a triethvlamin (0.319 g: 3.16 mmol) s¢ smisi
v 8 ml THF a podrobi se sonikaci | hodinu pii 40 °C. Piida se Ph(3—CI)5-OCH,CHF>)~«{R)CH-
(OHY (O)-Aze-Pab{7) (96 mg; 0.156 mmol; viz stupeit (i} vvic) a dalsich 8 ml THF. Smés sc
micha 4.5 dne pii 40 °C. Rozpoustédlo se odpafi a surovy produkt se¢ precisti preparativni RPLC
v soustavé CH;CN-0.1M NH,0Ac (40:60). Vytézek 30 mg (38 %), Cistota 99 %.
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'H NMR (300 MHz. CD;OD, smés rotamert), & 7.6 az 7,55 (m. 2H): 7.35 az 7.3 (m, 2I0). 7,12
(m, TH, majoritni rotamer): 7,09 (m, 1H, minoritni rotamer), 7,05 a7 6,9 (m, 2H); 6,15 (triplet
multipletd. TH): 5,15 (m, IH. minoritni rotamer); 5,13 (s, H, majoritni rotamer); 5.08 (s, 1H,
minoritni rotamer). 4,77 (m. 1H, majoritni rotamer); 4.5 az 4,2 (m. 5H); 4.08 (m. 1H. majoritni
rotamer): 3.97 (m, 111 minoritni rotamer); 2,66 {m, 1H. minoritni rotamer); 2,50 (m, 1H, majo-
ritni rotamer); 2,27 (m, 1H. majoritni rotamer): 2,14 (m, | H, minoritni rotamer).

e NMR (100 MHz: CD:OD): (karbonylové a/nebo amidinove atomy uhliku, smés rotameril)
S 172.8:172.2:171.4:159,1; 158.9; 154.2.

APCI-MS: (M+1) — 497/499 m/z.

Zkratky

Ac = acetyl;

APCI = chemicka ionizace pFi atmoslérickém tlaku (ve vztahu k MS):
APl = ionizace pfi atmosférickém tlaku (ve vztahu k MS);
Aze(&(Sr-Aze) = (S)-azetidin-2-karboxylat {pokud neni uvedeno jinak):

Boc = terc—butyloxykarbonyl;

Br = diroky (ve vztahu kK NMR):

Cgl = ¢yklohexylglycin;

ClI = chemicka 1onizace (ve vztahu k MS):

D = dublet (ve vztahu k NMR):

DCC = dicyklohexylkarbodiimid:

Dd = dublct dubleti (ve vztahu k NMR):

DIBAL-H = diisobutylaluminiumhydrid:

DIPEA = diisopropylethylamin:

DMAL = 4N ,N—dimethylamino)pvridin:

DMI = N.N—dimethyiformamid;

DMSO = dimethylsulfoxid.

DSC = diferencialni skenovaci kolorimetrie:

DVT ~ tromboza hluboké zily:

EDC = hydrochlorid 1 -(3—dimethylaminopropyl)-3—cthylkarbodiimidu;
ES = elektrospray;

ESI = ,.electrospray intcrface™:

Et = ethyl:

ether = dicthylether:

LEtOAC = ethylacetat;

EtOH = ethanol;

L0 — diethylether:

HATU = O—{azabenzotriazol 1y} N.NN’N'—tetramethyluronium—hexatluorfosfat;
HBTU =[N.N.N'N" tetramethy |-O—(benzotriazol- | -ylurentum—hexafluorfosfat]:
Hex = hexany:

HOAc = kyselina octovi;

HPLC — vysoce i¢inna kapalinova chromatografie;

L.C = kapalinova chromatografie;

M = multiplet (ve vztahu k NMR);

Me = methyl:

MeOH = methanol;
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= hmotnostni spektroskopie:
methyl-terc-butylether:

Il

1

nuklearni magneticka rezonance:;

= acetdt:

= para—amidinobenzylamino;

= 4-aminomethyl-benzamidoxim {(4-aminomethyl-1-{amino—hydroxvimino-
methyl) benzen;

= para—amidinobenzylamin;

= palladium na uhli;

= fenyl:

= (benzotriazol-l-yloxytripyrrolidinofostoniumhexafluorfosfat:
~ kvartet (ve vztahu k NMR);

= tetrabutylamoniumfluorid:

= singlet (ve vztahu k NMR).

= triplet (ve vatahu k NMR):

= [N.N.N".N'—tetramethyl-O—(benzotriazol- [ -y uronium-tetrafluorborat:
= triethylamin:

= 2~{trimcthylsilylyethoxykarbonyl:

= 2,2.6,6-tetramethyl-—piperidinyloxylovy volny radikal:

= kyselina trifluoroctova:

= termogravimetricka analyza;

= tetrahydrofuran;

= tenkovrstva chromatografie;

= ultrafialovy.

Predpony n— s— i -, t-a terc— maji obvyklé vyznamy. a to: normalni. sekundarni, iso a terciarni.

Priklady provedeni vynalezu

Priklady 1 a2 5 a 8 az 14 ilustruji vynalez. zatimco pFiklady 6 a 7 jsou uvedeny pouze pro Gdely
porovnani a nejsou soudasti predlozeného vynalezu. V prikiadech a obrazcich poméry v zavor-
Kach se vztahuji k himotnostnim pomérim neutrdlniho gelotvorného polymeru k iota-karagenanu
a ncberou v dvahu bazickou farmaceuticky aktivni slozku nebo jakoukoliv jinou slozku, kterd
muize byt pfitomna.

Doprovodné obrazky:

Obrazek 1.

Obrazek 2.

Obrazek 3.

Obrazek 4.

Uvoltiovani H376/95 ze smési s riznymi poméry iotakaragenanu ku PEO, 4M.
Tablety sc analyzuji 2 hodiny pit pH | a zbyvajici dobu pfi pH 6.8.

Uvoliovani H376/95 ze smési, s pomérem 20:80 PEQ s rliznou molekulovou
hmotnosti ku iota—karagenanu, Tablety se analyzuji 2 hodiny pfi pH 1 a zbyvajici
dobu pfi pH 6.8.

Uvoliovani H376/95 ze smési s pomérem 80:20 PEO s riznou molekulovou hmot-
nosti ku iota-karagenanu. Tablety se analyzuji 2 hodiny pii ptl 1 a zbyvajici dobu
pfi pH 6.8.

Uvolhovani H376/95 ze smési s riznymi poméry iotakaragenanu ku HPMC.
[0 000 ¢ps. Tablety s¢ analyzuji 2 hodiny pii pH 1 a zbyvajici dobu pii pH 6.8.
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Obrazek 5. Uvolfovani H376/95 ze smési s pomérem 50:50 PEO. 4M Kku iota—karagenanu.
Tablety sc analyzuji 24 hodiny v riznych artificialnich médiich.

Obrazck 6. Uvoliovani H376/95 z neutralniho gelotvorného polymeru PEQ, 4M, analyzované
v riznych artificialnich médiich.

Obrazek 7. Uvoliovani H376/95  zaniontového polymeru iota—karagenanu, analyzované
v riznych artificidlnich médiich.

Obrazek 8. Uvolilovani slouceniny A ze smési s pomérem 50:50 iota—karagenanu ku PEO.
AM. pii pH 1 a 6.8. Tablety se analyzuji 24 hodiny v rlznvch artificialnich
mediich,

Obrazek 9. Uvolfiovani slouceniny A ze smési s pomérem 50:50 iota—karagenanu ku HPMC,
[G 000 cps. pfi pH | a 6.8. Tablety se analyzuji 24 hodiny v riznych artificialnich
mediich.

Obrazek 10.  Uvolnovani slou¢eniny B z iota karagenanu. smichaného s neutrdlnim polymerem
PEQ. 4M. v pomérech 50:50 a 80:20. Tablety sc analyzuyi 2 hodiny pti pH 1 a zby-
vajici dobu pfi pH 6.8.

Obrazek 1. Uvoliovani slouceniny B z iota—karagenanu, smichaného s neutralnim polymerem
HPMC, 10 000 cps. v poméru 50:30. Tablety se analvzuji 2 hodiny pfi pll | a 7by-
vajici dobu pii pil 6.8.

Priklad 1

Tento piiklad ukazuje uvoliiovani H376/95 ze smési o razném poméru PEO, 4M, ku iota kara-
genanu. Tablety se analyzuji 2 hodiny pfi pH | a zbyvajici dobu pii plt 6.8.

Pomer PEO. 4M k iota-karagenanu  80:20 30:30 20:80
H376/95 50.5 mg 50,5 mg 305 mg
polyethyvienoxid, 4M 160.0 mg 100,0 mg 40.0 mg
iota karagenan 40,0 mg 100,0 mg 160.0 myg
stearylfumarat sodny 2.5 mg 25 mg 2.5 mg
hmotnost tablety 253 mg 253 mg 253 mg

Tablety se pripravi pfimou kompresi. Aktivii slozka, PEO 4M a iota~karagenan se peclive smisi
a mazadlo (stearylfumarat sodny) se piida pies sito 0.7 mm. Po dalsim koneéném smiseni se
smés lisuje v jednoduchém tabletovacim tisu za pouziti 9 mm razniku. Tablety se analyzuji
2 hodiny v rozpoustéci tazni UPS 11 (50 ot/min, 37 °C, artificialni média), obsahujici 0.1M HC]1,
pll 1. Pak se tablety prenesou do rozpoustéci lazné s 4, IM fosfatovym pufrem, pH 6.8, a jsou
analyzovany dale. Vysledky analyzy jsou uvedeny v obrazku 1. Formulace s pomérem 50:50
vykazuje v podstaté pH-nezavisly disoluéni profil v rozmezi pH mezi | az 6.8, Dodateéné se da
usoudit, z¢ smisenim aniontového polymeru iota karagenanu a neutralniho gelotvorného polyme-
ru PEO 4M v riznych pomérech |ze modifikovat rychlost uvolnovani v prostiedich o rizném pll.
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Priklad 2

Tento priklad ukazuje uvoliovani H376/95 z¢ smeési o poméru 20:80 PEQ razné molekulové
hmotnosti k iota—karagenanu. Tablety se analyzuji 2 hodiny pfi pH 1 a zbvvajici dobu pii pH 6.8.

Pomér PEO 4M nebo 8M k iota—karagenanu 20:80
H376/95 50,5 mg
polyethylenoxid 40.0 mg
ila—karagenan 160.0 mg
stearylfumarat sodny 2.5mg
hmotnost tablety 253 mg

Tabiety se pfipravi a analyzuji jak je popsano v pitkladu |. Vysledky analyzy jsou uvedeny
v obrazku 2 a ukazuji, Ze pouziti neutrdlniho gelotvorného polymeru o vy$si molekulové hmot-
nosti poskytuje nizsi rychlost uvoliovani pii neutralnim pli. Rychlost uvoliiovani v oblasti nizké-
he pH neni ovlivinéna, protoze formulace obsabuje dostateéné mnozstvi aniontového polymeru.

Priklad 3

Tento piiklad ukazuje uvolnovani H376/95 ze¢ smési o poméru 80:20 PEO riizné molekulové
hmotnosti k iota—karagenanu. Tablety se analyzuji 2 hodiny pfi pH 1 a zbyvajici dobu pfi pH 6.8.

Pomér PEQ M nebo 4M k iota—karagenanu 80:20
H376/95 50,5 mg
polyethylenoxid 160.0 mg
iota—karagenan 40.0 mg
stearvlfumarat sodny 2.5mg
hmotnost tablety 253 mg

Tablety sc ptipravi a analyzuji jak je popsano v prikladu 1. Obrazek 3 ukazuje. jak pouZiti gelo-
tvorného polymeru o vy§si molekulové hmotnosti miize snizit rychlost uvolitovani pfi neutrdlnim
pH. Soucasné zpomalovaci u¢inek pii pH | je méné zietelny, protoze je pouzito mensi mnozstvi
iota—karagenanu ve srovnani s pfiklady na obrazku 2.

Priklad 4

Tento pfiklad ukazuje uvoliiovani H376/95 ze smési o rizném poméru iola-karagenanu
k HPMC. 10 000 ¢ps. Tablety se analyzuji 2 hodiny pii pH | a zbyvajici dobu pfi pll 6,8.

Pomér HPMC k iota—karagenanu 80:20 50:50 20:80
H376/95 50,5 mg 505 mg 50.5 mg
HPMC. 10 000 cps 160.0 mg 100,0 mg 40.0 mg
10ta—karagenan 40,0 mg 100.0 mg 160.0 mg
stearylfumarat sodny 25mg 2.5 mg 2.5 mg
hmotnost tablety 253 mg 233 mg 253 mg

M
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Tablety se pripravi a analyzu)i jak je popsano v prikladu 1. Vysledky analyzy v riznych rozpous-
técich médiich jsou uvedeny na obrazku 4. Formulace s pomérem 50:50 znovu ukazuje v podsta-
t¢ pH-nezavisly disolu¢ni profil v oblasti pll | az 6.8. Mazeme vyvodit zavér, Ze rychlost
uvelfiovani miize byt opét modifikovana smisenim jinych neutralnich gelotvornych polymeri,
vtomto piipadé HPMC. 10 000 cps. saniontovym polymerem, iota—karagenanem, v riznych
pomérech.

Priklad 5

Tento priklad ukazuje uvolievani H376/95 ze smési o poméru 50:50 PEO 4M K iota-karagenanu.
Tablety se analyzuji 24 hodiny v rGznych médiich.

Pomér I'EO 4M k iota—karagenanu 30:50
H376/95 30.5 mg
polyethylenoxid, 4M 00,0 mg
1ota—karagenan 100.0 mg
steary Humarat sodny 2.5mg
hmotnost tablety 2533 mg

Tablety se pipravi primym lisovanim, jak je popsano v prikladu [. Analyzy se provadgji v roz-
poustecich laznich (USP pfistroj 2 s tabletami, umisténymi v kosiku' po proudu kapaliny), kde s¢
tfi tablety analyzuji 24 hodiny v kazdém z médii: 0.1M HCL, a 0.1M fosfatovy pufr pl1 6.8 55 %
cthanolu (EtOH). pfidaného pro lepsi rozpustnost Ié¢iva. Vysledky. uvedené na obrazku 5, jasné
ukazuji, 7e je mozno pripravit tablety s pHi-nezavislym disolu¢nim profilem. kdyz se pouzije
kompozice se stejnymi dily PEO, 4M a iota karagenanu.

[' Na zakdzku zhotoveny Etverhranny kosik z pletivového dratu, ktery v jedné z hoiejsich uzkych
stran je pfiletovan ke konei ocelové tyeky. Tycka se protdhne krytem rozpoustéci nadoby a upev-
ni se dvéma teflonovymi matkami 3.2 cm od stfedu nadoby. Nizsi okra) dna kosiku se umisti
| em nad lopatkou michadia. Kosik sc orientuje po proudu a zkoumana tableta j¢ v jeho rohu.)

Priklad 6

Tento piiklad ukazuje uvoliiovani H376/95 2 neutralniho gelotvornéhe  polymeru PEQ 4M
v nepfitomnosti iota—karagenanu v riazayeh artificidich médiich.

11376/95 505 mg
polyethylenoxid, 4M 200.0 mg
stearylfumarat sodny 25 mg
hmotnost tablety 253 mg

Tablety se pfipravi primym lisovanim, jak je popsano v prikladu 1. Analyzy se provadéji oddéle-
né v ruznych rozpousteeich laznich. Tablety v nadobdch obsahujicich 0.1M HC1 se analyzuji
2 hodiny. Kdyz se jako rozpoustéci médium pouzije 0.1M fosfatovy pufr pH 6.8, tablety se ana-
lyzuji 20 hodin. Vysledky na obrazku 6 ukazuji. 7e rychlost uvoliovani pri pH | je vyrazné vyssi
nez rychlost pii pH 6.8, coz naznatuje, 7¢ pouZiti samotného neutralniho polymeru nestaci
k dosaZeni pH-nezavislého disolu¢niho profilu pro bazické lé¢ivo s pll-zavislou rozpustnosti.

71
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Priklad 7

Tento priklad ukazuje uvolnovani 11376/95 z aniontového polymeru iota—karagenanu v nepiftom-
nosti neutrdlniho gelotvorného polymeru v riznych artificialnich médiich.

H376/95 50.5 mg
iota—karagenan 200.0 mg
stearyifumarat sodny 25mg
hmotnost tablety 253 mg

Tablety se pfipravi ptimym lisovanim, jak je popsano v pfikladu 1. Analyzy se provadéji oddéle-
n¢ v riznych rozpoustécich laznich, podobné jako v pikladu 6. Obrazek 7 ukazuje, jak rychlost
uvoldovani pti pH | je nizsi ve srovndni s rychlosti pii pH 6,8. Tento efekt jsme nepozorovali pfi
pouziti jakéhokoliv jiného homopolymeru, testovaného jako matricovy polymer,

Piiklad 8

Tento priklad ukazuje uvoliiovani slouteniny A ze smési PEO 4M a iota—karagenanu v poméru
50:50. Tablety se analyzuji 24 hodin v riznych médiich.

Hmotnosi {(mg)

Sloutenina A 50.0:
iota—karagenan (Fluka) 100.0:
PEQ, 4M (Union Carbide) 100.,0;
PRUV'M 2.5.

Aktivii slozka se smisi manualné s polymery a mazadlem. Smés se pak pfimo lisuje do tablet.

Piiklad 9

Tento priklad ukazuje uvolfiovani sloudeniny A ze smési HPMC, 10000 cps, a iota—karagenanu
v poméru 5(3:00. Tablety se analyzuji 24 hodin v riznyeh médiich.

Hmotnost {(mg)
Slou¢enina A 50,0,
iota—karagenan (Fluka) 100.0:
HPMC. 10 000 cps 1008
PRUV™ 2.5.

Aktivni slozka se smisi manualné s polymery a mazadlem. Smés se pak ptimo lisuje do tablet,
Ureni kumulativniho uvolnéni slouceniny A 7 tablet v pfikladech 8 a 9

Dvé individualni tablety se testuji na uvoliovani Ié¢iva v 900 mi média za pouziti USP rozpous-
téciho pfistroje 2 (lopatka a kosik') pfi 50 ot/min a 37 °C. Pouzita rozpoustéci média jsou
0.1M kysclina chlorovedikova (pH 1) a 0.1M natriumfostitovy pulr (pH 6,8) s 5 % cthanolu pro
zlepdeni rozpustnosti Ié¢iva. Je ovéfeno, Ze piidavek ethanolu neovliviiuje vyznamné rychlost
uvoliovani z téchto kompozic. In-line kvantitativni stanoveni se provede za pouZiti systému

P i
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vlaknové optiky (C Technologies) pii analytick¢ vinové délee 235 nm pro 0,1M HCI jako roz-
pouitéci médium. a pfi analytické vinové délce 250 nm. kdyZ se jako rozpoustéei médium pouzi-
je modifikovany fostatovy putr pH 6.8. Vinova délka 350 nm se pouzije jako referenéni vinova
délka pro obé média.

[' Na zakazku zhotoveny ctverhranny kosik z pletivového dratu. ktery v jedné z hofejsich tzkych
stran je priletovan ke konci ocelové tyCky. Ty¢ka se protahne krytem rozpoustéci nadoby a upev-
ni s¢ dvéma teflonovymi matkami 3,2 ecm od stiedu nadoby. Nizsi okraj dna kosiku se umisti
| em nad lopatkou michadla. Koik sc orientuje po proudu a zkoumana tableta je v jeho rohu.]

Priklad 10

Tento priklad ukazuje uvoliovani slouceniny B ze smési PEO 4M a lota—karagenanu v poméru
50:50.

Hmé_t:nost {mg) Mnoistviﬁ {%)
Sloudeninag B o 41,0 16 7
liota-karagenan (Fluka) |104,0 a1 (50N |
PEC, 4M (Union Carbide) | lf)—/l,O 41 (,50™) !
PRI}V 2,9 1

Tablety se pripravi jak je popsano v piikladu 9. Uvoliiovaci data jsou uvedena na obrazku 10.

Priklad 11

Tento piiklad vkazuje uvolnovani slouceniny B ze smési PEO 4M a iota—karagenanu v poméru
80:20.

Hmotnost (mg) |MnoZstvi (%)
7f£;].ouéenina B 41,0 | 16
iota-karagenan (Fluka)" 41,8 17 (,.20™)
PEO, 4M {Union Carbide) |167,2 66 (,80%)
PRUV 2,58 1

Tablety se pripravi jak je popsano v prikladu 9. Uvoliovaci data jsou uvedena na obrazku 10,

-0
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Priklad 2

Tento pfiklad ukazujc uvoliiovani slou¢eniny B ze smesi HPMC, 10 000 ¢ps, a iota—karagenanu

v poméru 5(;50.

Hmotnost (mg) |[MnoZstvi (%{"
Sloufenina B 41,0 16
lcta-karagenan [(Fluka) 104,0 41 (,50M)
HEMC, 10 000 cps {60SH} |104,0 41 (,50")
PRUV - 2,5 1

Tablety se piipravi jak je popsano v pfikladu 9. Uvoliiovaei data jsou uvedena na obrazku 11,

Priklad 13
10

Primé lisovani slouceniny C s HPMC 10 000 ¢ps

Aktivni latka se smisi s excipienty. Stearylfumarat sodny sc pouzije jake mazadlo. Smés se lisuje

do tablet ve vystiednikovém lisu.

Hmotnost Mnozstvi
Sloﬁéérnina C 50- mg 16,2 %
HPMC, 10 000 cps 255, 0 ng 32,8 3
steafylfumaréL sodny 2,5 mg 1,0 %
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Livoliovéni:
[ Cas $ uvolnéna v pufru; % uvolnéni v pufru
(min) pH 1,1 pPH 6,8
0 0 0
15 - -
30 8 N -
45 - - - 4
60 13 7
120 20 12
[ 280 26 -
240 31 19
360 40 25
480 48 31
600 55 36
720 61 41
840 66 45
960 71 49
1080 75 53
1200 79 56

Piime lisovani slouceniny C s IIPMC 10 000 cps a iota—karagenanem v poméru 50:50

Aktivni latka sc smisi s excipienty. Stearylfumarat sodny se pouzije jako mazadlo. Smés se lisuje
do tablet ve vystiednikovém lisu.

B Hmotnost MnoZstvi
Sicucenina C 50 mg 16,2 %
WPMC, 10 000 cps 127,0 mg 41,4 %
icta-karagenan (Fluka) 127,0 mg 41,4 %
stearyifumaral sodny 3,0 mg 1,0 %

_0K
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Uvoliovani
Cas % avolnéna v pufrul % ';;:J_L__r?.-é_r;éijpuﬂru
(min; pll 1,1 pli €,8
0 7 J ~
25 o - 7 -
30 o 3 -
45 , oo o -
0 4 “ 4
BT 10 | -
240 _F_— | 1¢
360 | 17 | 27
480 22 38 _
| o T
720 32‘_ 03
840 37 e
960 T ey
1080 6 94 |
1200 5C | 47

Rychlost uvolfovani se stanovi ndsledovné. Tri individualni tablety se testuji na uvoliiovani
Ié€iva v 900 ml mcdia za pouziti USP rozpoustéciho pfistroje 2 (lopatka a kogik') pii 50 ot/min
a 37 °C. Pouzitd rozpoustéci média jsou 0,1M kyselina chlorovodikova (pH 1) a 0,1M natrium-
fosfatovy pufr (pH 6.8). In-line kvantitativni stanoveni se provede za pouziti systému vlaknové
optiky (€ Technologies) pri analytické vinové délee 220 nm pro 0.1M HCI jako rozpoustéci
medium, a pii analytické vinové délee 260 nm. kdyz se jako rozpoustéei médium pouZije fosfato-
vy pufr pH 6,8, Vinova délka 350 mm se pouzije juko referenéni vinova délka pro obé média.
Behem prvnich dvou hodin analyzy se uvolfiovani mé#i kazdych 15 minut a pak kazdou hodinu
az do konce analyzy.

[' Na zakésku zhotoveny Ctverhranny kosik 7z pletivového dratu. kiery v jedné z hotejsich Gzkych
stran e piiletovan ke konei ocelové tycky. Tycka se protahne krytem rozpoustéci nadoby a upev-
ni se dvéma teflonovymi matkami 3,2 ¢cm od stiedu nadoby. Nizsi okraj dna kosiku se umisti
I'em nad lopatkou michadla. Kosik se orientuje po proudu a zkoumana tableta je v jeho rohu.)

-7 -
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Priklad 14
! Hmotnost Mnozstvi
Sleouéenina D 100 mg 2C %
HPMC, 10 000 cps 200 mg 40 %
icta-karagenan 200 mg 40 %
ls_tearylfumarat sodny _5 mg 13 N

Tato formulace se mize pripravit jak je popsano v prikladu 13.

PATENTOVE NAROKY

1. Farmaceutickd formulace pro oralni aplikaci, vyzna&ujici se tim. se obsahuje
iota—karagenan, jeden nebo nékolik neutralnich gelotvornych polymert a bazickou farmaceuticky
aktivni slozku. pficemz tato formulace potladuje uvolfiovani bazické farmaceuticky aktivni sloz-
ky z formulace pfi kyselém pH.

2. Tormulace podle ndroku 1. vyznaéujici se tim. 7e vni bazickd farmaceuticky
aktivni slozka obsahuje bazickou skupinu, majici pKa od 1 do 10.

3. Formulace podic naroku I nebo 2. vyznadujici se (im. Je v ni bazicka farmacey-
ticky aktivni slozka je ximelagatran nebo Ph(3-Ch(5—OCHT - RCHOH)C(O) (S)Aze-
Pab(OMc); Ph(3-CI1)(5 OCHF)HR)ICHOH)C(O)S5)Aze—Pab(2.6-diF(OMe) nebo Ph(3—CI)-
(SfOCHgClI;FHR)C[l(OH)C‘(OHAjAéc—l’ab(()Me_), kde Ph je fenylova skupina, Aze je S-
azetidin 2 -Karboxylova kyselina, Cgl je cyklohexylglycin, Pab je para-amidinobenzylamino-
skupina a Pab-OH je 4-aminomethyl-benzamidoxim.

4. Formulace podle naroku 1. vyznaéujici se tim. e vni bazicka farmaceuticky
aktivni slozka je:

4-(13-[7+3.3- dimethyl-2-oxobutyl)}-9 oxa—3.7-diazabicyklo{3.3.1}non-3-yl]propyl } amino)-
benzonitril;

tere--butyi-2—{ 7—-[3—(4—kyananiIino)propy]]—‘)—oxa%,7—diazabicyklo[3 3.0 non=-3-yl}ethyl-
karbamat:

terc-butyl-2-{7-[4 (4-kyanfenyl)butyl]-9 oxa-3.7 diazabicyklo[3.3.1]non-3—yl}ethyl-
karbamat; nebo

terc—butyl-2-1 T-{(2s)-3+(4—kyanfenoxy)-2-hydroxypropyl |-9-0xa-3,7-diazabicyklo[3.3.1]-
non=3-yltethylkarbamat.

3. Tormulace podle narokii 1, 2, 3 nebo 4, vyzna Cujici se tim. 7¢ vnineutralni
gelotvorny polymer je polyethylenoxid, polyethylenglykol nebo smés dvou nebo nékolika riiz-
nych polyethylenoxidii.
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6. Formulace podle naroki 1. 2. 3 nebo 4. vyenacujici se tim. Ze vni neutrdlni
gelotvorny polymer je hydroxypropylmethylceluléza nebo smés dvou nebo nékolika hydroxy-
propyvimethylceluloz.

7. Formulace podic ndroki 1, 2, 3 nebo 4. vyznadujici se tim, 7e vni neutralni
gelotvorny polvmer je smés hydroxypropylmcthylcclul(’)z_\/ a polyethylenoxidu.

8. Formulace podle kteréhokoliv z predchazejicich narokd, vyzna @ ujici se tim. 7
v ni pomér neutralniho gelotvorného polymeru k iota-karagenanu se pohybuje v rozmezi 20:80
a7 80:20.

9. Formulace podle kteréhokoliv 7 predchazejicich naroki. vyznadujici se tim. 7e
v ni bazickd farmaceuticky aktivni slo7ka je metoprolol.

10, Zpisob pripravy formulace podle naroku |, v Yznalujici se tim. 7 se smisi iota-
karagenan, jeden nebo nékolik neutrélnich gelotvornyeh polymert: a bazicka lfarmaccuticky aktiv-

ni slozka.

1. Pouziti formulace podle ndroku 1 pro pfipravu lécebného prostiedku pro terapii kardio-
vaskuldmi poruchy.

6 vykresi
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Obrazek 1
100 )
S e A S —#— PEQ, 4 M : iota-
o 60 g /A/A karagenan (20 - 80}
,E —d— PEO, 4 M : iota-
[ Karagenan (50 : 50
S 40 genan ( )
3 ~—a— PEQ, 4 M ; icta-
29 karagenan (80 : 20)
0 ‘ [ T . . —
G 200 400 600 800 1000 1200 1400
€as (min)
OCbrazek 2
[~ —— e
100 4—
. BO 4+
S —+— PEQ, 8 M iota-
: " karagenan (20 : 80)
LH
-g 40 —&— PEC, 4 M iota-
3 karagenan (20 : 80)
20 _ !
a _— ,
0 500 1000 1500
tas (min}

=00
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Obrazek 3

100 - — 2
.. 8o ' —%— PEC. 1M iota- |
2 o karagenan (80 : 20) (
5 50 ) ‘ l
2 / A/A/“;u i PEO. 4 M iota. ;
£ 40 4 karagenan (80 - 7_0)-.—;
g M _
S 20 ';*

0 T T T T T T

C 200 4C0 600 80C 1000 1200 1400

tas (min}

Obrazek ¢

100 = —
/u/ ? —+— RHPMC, 10 000 cps :
80 | iota-karagenan
// (50 : 50)
—=— HPMC, 10 000 cps :

60 - /
2 iota-karagenan
40 (20 . 80)
/ — HPMC, 10000 cps :
20 iota-karagenan

A (80 : 20)

uvelnéno (%)

0 3 7 | | - T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

cas {min}
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Obrazek 5
o
—4— PED, 4 M iofa-

z xaragenan (50 : 50),

= pH 6.8

-

2 —#&— PEQ, 4 M iota-
] g Karagenan {50 50},
i 3 p 1

0 500 1000 1500
cas (min}
Obrazek 6
[ —
100 — -
a0

g -~ T |

E 80 .- i —#-—DH 1

5 4 ) | —~8—pH 6.8 |

E /

= 20 —

02112./‘/ —s : -

0 200 400 600 BOO 1000 1200 1400

€as (min)
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Obrazek 7

uvolnéno {%)

120
100 :

80 / f
- / +PHE§I

60

/ —a—pH1 |
40 /
20

0 100 200 300 400 500 600

<as (min)

Obrazek g

—*— iota-karagenan : —]
PEO, 4M (50:50),
pH1

—m— icta-karagenan :
PEO, 4M (50:50),
pHE 8

uvainéno (%)

0 5 10 15 20 25

¢as (hod)
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Cbrazek 9
160

I ':'— iota-karagenan
£ J HPMC, 10 000 cps
o 60 (50:50), pH 1
E 40 4— . . —s- iola-karagenan :
S | HPMC, 10 000 cps
5 (50.50), pH 6.8

0 L 1 T T i

0 5 0 15 20 25

tas {hod)

Obrazek 190

uvolnéno (%)

120
100 - /,1' e 7
Karagenan ;

80 }/ PEO, 4 M (20:80)
4

- ota-
karagonan :

40 ] PEOC. 4 M (56'50)
20 T :

0 5 10 15 20
€as (hod)
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Obrazek 11

uvoinéneo {%])

120

100 /,

——4— HPMC, 10 000 cps j
iota-karagenan
{50:50)

.

£
|
|

£
o

hN

ot

G 200 400 600 8O0 1000 1200 1400

&as (min)
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