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Descriere:
(Descrierea se publica in redactia solicitantului)

Prezenta inventie se referd la saruri noi de hidroclorurd ale unui compus antibiotic reticulat de
glicopeptida-cefalosporind si la compozifii farmaceutice care contin astfel de sdruri de
hidroclorurd. Prezenta inventie se referd, de asemenca, la metode de preparare si la metode de
utilizare a unor astfel de saruri si compozitii de hidroclorura.

Antibiotice glicopeptida-cefalosporinice reticulate sunt cunoscute in domeniu [1, 2, 3, 4, 5, 6,
7]. Aceste antibiotice, conform publicatiilor, s¢ utilizeazad pentru tratarea infectiilor cauzate de
bacterii gram-pozitive, inclusiv a infectiilor cauzate de Staphylococci aureus (MRSA), rezistenti la
meticilini [8, 9, 10, 11].

Unul dintre astfel de antibiotice glicopeptida-cefalosporinice reticulate reprezinta 26-[[[3-[[(2)-
[1-(2-amino-5-clor-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-0x0-3-(piridiniometil)-5-tia-1-
azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-il Jamino]-2-oxoetiliden Jamino]oxi]propil Jamino]-carbonil |-26-
decarboxivancomicind cu urmatoarea structurd chimica:

HG

o Ty
J\ b4
e A ’\;-g-ﬁ"‘ B
i :
k"‘f’\- C H a
SR

Acest compus, de asemenea, cunoscut sub denumirea de TD-1792, a fost dezviluit anterior, fie
ca o sare de trifluoracetat, sau ca o sare de trihidroclorurd. [2'] (de la randul 60, coloana 60, pana
la randul 20, coloana 35). Formele de sare descrise, Insd, au mai multe dezavantaje.

In primul rand, s-a comunicat, cd acizii perfluorcarboxilici, cum ar fi acidul trifluoracetic,
produc efecte adverse hepatice fiind administrati la sobolani, Just et al, Hepatology, 9(4), 570-581
(1989). Prin urmare, o sare a acidului trifluoracetic a compusului mentionat nu poate fi
farmaceutic acceptabild pentru administrare la pacienti.

In plus, s-a constatat ci sarea de trihidroclorura a acestui compus se descompune Intr-un grad
semnificativ la pastrare la temperatura camerei sau chiar la temperaturd de péstrare in frigider (de
la aproximativ 2 pand la aproximativ 8°C). Prin urmare, sarea de trihidroclorura nu poate fi
acceptatd pentru utilizare intr-o formulare comerciald, deoarece formuldrile farmaceutice sunt
deseori depozitate pentru perioade de timp semnificative inainte de utilizare.

Astfel, existd necesitatea de noi forme de sdruri farmaceutic acceptabile ale acestui compus,
care au o stabilitate imbunatatitd la depozitare.

De asemenea prezintd interes noile compozitii farmaceutice care confin asemenea saruri. Un
interes deosebit prezinta noile compozitii farmaceutice, care imbunatitesc aditional stabilitatea la
depozitare a compusului. In literatura stiintifici existentd, insa, existi opinii contradictorii cu
privire la faptul, care excipienti se pot utiliza pentru a asigura o stabilite crescutd la depozitarea
preparatelor farmaceutice.

De exemplu, se stie cd cefalosporinele sunt stabilizate prin dizolvarea cefalosporinei cu lactoza,
glucozd, zaharoza sau galactoza (si optional, glicind), iar apoi uscarea solutiei [12].
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in contrast, se mai stie, ca preparatele farmaceutice stabilizate, cum s-a mentionat mai sus, nu
sunt satisficdtoare pentru a stabiliza un anumit compus de cefalosporind si, alternativ,
cefalosporina este formulatd cu (i) lactozd, (i) acid citric sau cu o sare de sodiu a acestuia si (iii)
arginind sau o hidroclorurd a acestuia, sau cu clorurd de sodiu, cu obtinerea unui preparat stabil
[13].

Mai mult decat atat, in ceea ce priveste utilizarea carbohidratilor se indicd, ¢d descompunerca
unor cefalosporine este catalizatd de glucozd, galactoza, maltozd, zaharozi, manitol si «-
metilglucozida in solutii apoase la pH 9-11 [14].

Mai recent au fost examinate avantajele si dezavantajele diferitelor excipienti, utilizati pentru
prepararea formularilor liofilizate de cefalosporine, cum ar fi poliolii §i aminoacizii [15] (pag. 1,
paragrafele 004-0019), fiind facute concluzii, ca 1n literatura de specialitate existd opinii contrare,
care si nu permit de a determina care formulari vor asigura stabilitatea produsului liofilizat (pag. 1,
paragraful 0020). Acest document descrie formulari liofilizate pentru derivatii de cefalosporina
care contin, cel putin, un stabilizator selectat dintre carbohidrati, polialcooli si polivinilpirolidona.

in ceea ce priveste compozitiile farmaceutice pentru glicopeptide, sunt descrise compozitii
liofilizate stabilizate de glicopeptide, cum ar fi orienticinele A-D, clororienticinele A-E si
vancomicina, care contin 0,05 parti din greutate sau mai mult de una sau mai multe zaharide [16].

Mai sunt descrise preparate liofilizate de vancomicina contindnd aminoacizi, selectati dintre
arginind, alanind, acid aspartic, histidina si glicind [17].

In plus, sunt descrise, de asemenea, preparate de vancomicind continand amide solubile in apa
ale acidului, cum ar fi nicotinamida [18].

Mai este dezviluitd o hidroclorurd TD-1792, cea mai apropiatd solutic de esenta prezentei
inventii, care in continuare se precizeazad in descriere pand la sarea de trihidroclorurd si utilizarea
ei in medicini [19].

insd, in acest document nu sunt dezviluite sirurile mono- si dihidrocloruri TD-1792 si
utilizarea lor In medicind. Astfel, in US 2008194464 nu se descrie cum poate {1 prezentata o sare
de hidroclorurda TD-1792 cu proprietati imbunatitite in ceea ce priveste stabilitatea ei.

Astfel, a fost descrisa o mare varietate de excipienfi pentru utilizare in formuldri de
cefalosporine si glicopeptide. In literatura stiintifica, totusi, deseori exista opinii contrare cu privire
la excipientul necesar pentru utilizare cu un anumit agent farmaceutic. Ca urmare, identificarea
unui excipient sau a combinatiilor de excipienti, care imbunititesc stabilitatea la depozitare a
cefalosporinei-glicopeptidei reticulate este deosebit de dificild, deoarece astfel de compusi contin
atat fragmente de cefalosporind, cat si de glicopeptidd in aceeasi molecula.

Prezenta inventie se referd la un compus cu formula I:

-
¥
)

in care x este in intervalul de la circa 1 pana la circa 2.
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S-a constatat, cd astfel de hidrocloruri posedd o stabilitate semnificativ imbunatatitd la
depozitare la temperatura camerei si la temperaturd de refrigerare, comparativ cu sarea de
trihidroclorura corespunzatoare. In plus, s-a constatat cé stabilitatea la depozitare a unor asemenea
sdruri de hidroclorurd s-a dovedit a fi imbunatatitd aditional in compozitiile cu confinut de
zaharoza si glicina.

Intr-o realizare x este aproximativ 1, adicd, compusul cu formula I este o sare de
monohidroclorurd. Intr-o altd forma de realizare x este aproximativ 2, adicd, compusul cu formula
I este o sare dihidroclorurd.

Intr-un alt aspect prezenta inventie se referd la o compozitie farmaceuticd care contine un
compus cu formula I. Intr-o realizare compozitia farmaceuticd contine un purtitor farmaceutic
acceptabil si un compus cu formula I. Intr-o realizare concreti compozitia farmaceutica contine
zahdr §i glicina.

Intr-o alta varianta de realizare compozitia farmaceuticad contine:

(a) un compus cu formula I;

(b) de la aproximativ 0,5 pand la aproximativ 2,0 parti din greutate de zaharoza; si

(c) de la aproximativ 0,5 pand la aproximativ 2,0 parti din greutate de glicind (ca echivalent de
bazad liberd);

in care partile din greutate de zaharoza si glicind se bazeaza pe partea din greutate de compus
cu formula I (sub forma de echivalent de baza libera).

Intr-o variantd concretd de realizare compozitia farmaceutica este o compozitie liofilizata. Intr-
o altd variantd concretd de realizare compozifia farmaceuticd confine aproximativ 1,0 parte din
greutate de zaharoza si aproximativ 1,5 pérti din greutate de glicind. Intr-o altd variantd concretd
de realizare modificarea puritdtii compusului cu formula I in compozitia farmaceutica este mai
micd de aproximativ 10%, masuratd prin cromatografie de lichide de naltd performantd dupa
depozitare timp de 12 luni la o temperaturd in intervalul de la aproximativ 18°C péand la
aproximativ 25°C.

Intr-un alt aspect prezenta inventie se referd la o metoda pentru tratarea unei infectii bacteriene
la un pacient folosind un compus cu formula I. Intr-o realizare a prezentei inventii metoda prevede
administrarea la un pacient a compusului cu formula I. Intr-o altd variantd de realizare metoda
prevede administrarea la un pacient a unei compozitii farmaceutice care contine un purtitor
farmaceutic acceptabil si compusul cu formula L.

Intr-un alt aspect prezenta inventie se referd la compusul cu formula I pentru utilizare in
terapie. Intr-o varianta de realizare utilizarea in terapie este pentru tratarea unei infectii bacteriene.

Intr-un alt aspect prezenta inventie se referd la compusul cu formula I pentru utilizare in
prepararea unui medicament. Intr-o varianta de realizare medicamentul este pentru tratarea unei
infectii bacteriene.

Intr-un alt aspect prezenta inventie s¢ referd la o metoda de preparare a compusului cu formula
L. Intr-o varianta de realizare metoda prevede etapele de:

(a) formare a unei compozitii apoase care contine 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-clor-4-tiazolil)-
2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-0x0-3-(piridiniometil)-5-tia-1-azabiciclo  [4.2.0]oct-2-en-7-11]amino]-2-
oxoetilidenJamino]oxi]propil Jamino]-carbonil]-26-decarboxivancomicind si acid clorhidric intr-un
raport molar de circa 1:1 pana la circa 1:2;

(b) liofilizare a compozitiei apoase cu obtinerea compusului cu formula I. Intr-un alt aspect
prezenta inventie se referd la un produs, preparat printr-o metoda descrisd aici.

Intr-un alt aspect prezenta inventie se referd la o metodd de reducere a degradarii 26-[[[3-[[(Z)-
[1-(2-amino-5-clor-4-tiazolil)-2-[[(6R,  7R)-2-carboxi-8-ox0-3-(piridiniometil)-5-tia-1-azabiciclo
[4.2.0]oct-2-en-7-1l]amino]-2-oxoetiliden | amino]oxi|propil]lamino]carbonil ]-26-
decarboxivancomicinei in timpul depozitirii. Intr-o variantd de realizare a prezentei inventii
metoda prevede (a) formarea compusului cu formula I si (b) depozitarea compusului cu formula I
la o temperaturd in intervalul de la aproximativ -25°C pand la aproximativ 25°C. Intr-o altd
variantd de realizare compusul cu formula I este depozitat la aproximativ 2°C pand la aproximativ
8°C.

Incd intr-o variantd de realizare metoda prevede stocarea unei compozitii farmaceutice care
contine (a) compusul cu formula I; (b) de la aproximativ 0,5 pand la aproximativ 2,0 par{i din
greutate de zaharozd; si (c) aproximativ 0,5 pand la aproximativ 2,0 parti din greutate de glicina
(ca echivalent de baza liberd); in care partile din greutate de zaharozd si glicind sunt pentru o parte
din greutate de compus cu formula I (ca echivalent de baza liberd) la o temperaturd cuprinsd in
mtervalul de la aproximativ -25°C pénd la aproximativ 25°C. Intr-o altd variantd de realizare
compozifia farmaceuticd este depozitatd la aproximativ 2°C pana la aproximativ 8°C.
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Alte aspecte si variante de realizare ale prezentei inventii sunt descrise in prezentul document.

Inventia se explicd prin desenele din fig. 1-fig. 5, care reprezinta:

fig. 1, modificarea puritatii (in procente) in functie de timp (luni) pentru compozitii cu confinut
de saruri mono-, di- si trihidroclorura de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-clor-4-tiazolil)-2-[[(6R, 7R)-
2-carboxi-8-oxo0-3-(piridiniometil)-5-tia- 1 -azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-1l]Jamino]-2-
oxoetilidenJamino]oxi]propil Jamino]carbonil]-26-decarboxivancomicind pastrate la temperatura
de refrigerare.

fig. 2, modificarea puritatii (in procente) in functie de timp (luni) pentru compozitii cu
continut de saruri mono-, di- si trihidroclorurd de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-clor-4-tiazolil)-2-
[[(6R, 7R)-2-carboxi-8-oxo-3-(piridiniometil)-5-tia- 1 -azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-il Jamino]-2-
oxoetilidenJamino]oxi]propil Jamino]carbonil]-26-decarboxivancomicind pastrate la temperatura
camerei.

fig. 3, modificarea puritatii (in procente) in functie de timp (luni) pentru compozitii cu confinut
de (a) sdruri mono-, di- si trihidroclorurd de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-clor-4-tiazolil)-2-[[(OR,
7TR)-2-carboxi-8-ox0-3-(piridiniometil)-5-tia- 1 -azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-11]amino]-2-
oxoetiliden]amino]oxi]propil Jamino]carbonil]-26-decarboxivancomicind; (b)  zaharozia si  (¢)
glicind; in cazul in care compozitia a fost depozitatd la temperatura camerei.

fig. 4, modificarea puritatii (in procente) in functie de timp (luni) pentru compozitii cu confinut
de sare monohidroclorurd de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-clor-4-tiazolil)-2-[[(6R, 7TR)-2-carboxi-8-
oxo-3-(piridiniometil)-5-tia- 1 -azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-1lJamino]-2-
oxoetilidenJamino]oxi]propil Jamino]carbonil ]-26-decarboxivancomicind si compozitie cu continut
de sare monohidroclorurd; (b) zaharoza si (¢) glicind; in cazul in care sareca monhidroclorurd si
compozitia au fost depozitate la temperatura camerei.

fig. 5, modificarea puritdtii (in procente) in functie de timp (luni) pentru sarea dihidroclorura de
26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-clor-4-tiazolil)-2-[[(6R, 7R)-2-carboxi-8-oxo-3-(piridiniometil)-5-tia-
1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-il Jamino]-2-oxoetiliden Jamino]oxi] propil]

amino]carbonil]-26-decarboxivancomicind §i compozifia cu continut (a) de sare
dihidroclorurd; (b) zaharoza si (¢) glicind; in cazul in care sarea dihidroclorurd si compozitia au
fost depozitate la temperatura camerei.

Prezenta inventie se referd la compusi cu formula 1. Astfel de compusi reprezintd siruri de
aditie acidd ale acidului clorhidric si 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-clor-4-tiazolil)-2-[[(6R, 7R)-2-
carboxi-8-oxo0-3-(piridiniometil)-5-tia- 1 -azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-1l]amino]-2-
oxoetiliden]amino]oxi]propilJamino]carbonil]-26-decarboxivancomicind. in compusii cu formula I
fiecare atom, care poate fi protonat de acidul clorhidric (cum ar fi o grupd amino sau o grupare de
acid carboxilic) poate fi astfel protonat cu formarea unei séri §i toate aceste forme sunt incluse in
volumul prezentei inventii, daca nu este indicat altceva.

Definitii

La descrierea prezentei inventii urmadtorii termeni au urmdtoarele semnificatii, dacd nu este
indicat altfel.

Termenul "sare farmaceutic acceptabild" Inseamnd o sare care este acceptabild pentru
administrare la un pacient sau la un mamifer, cum ar fi la un om (de exemplu, siruri cu
inofensivitate acceptabild pentru mamifere pentru un regim de dozare dat). Exemplele de saruri
farmaceutic acceptabile includ sdruri ale acidului acetic, ascorbic, benzensulfonic, benzoic,
camforsulfonic, citric, etansulfonic, edisilic, fumaric, gentisic, gluconic, glucoronic, glutamic,
hipuric, bromhidric, clorhidric, isetionic, lactic, lactobionic, maleic, malic, mandelic,
metansulfonic, mucic, naftalensulfonic, naftalen-1,5-disulfonic, naftalen-2,6-disulfonic, nicotinic,
azotic, orotic, pamoic, pantotenic, fosforic, succinic, sulfuric, tartric, p-toluensulfonic si xinafoic,
etc.

Termenul "temperaturd de refrigerare” inseamnd o temperaturd de aproximativ 2°C pénd la
aproximativ 8°C.

Termenul "temperatura camerei” Inseamnd temperatura ambianta intr-un laborator de chimie,
de obicei, de la aproximativ 18°C péna la aproximativ 25°C.

Termenul "cantitate terapeutic eficientd" inseamnd o cantitate suficientd pentru un tratament
eficient care este administratd la un pacient care are nevoie de un astfel de tratament.

Termenul "tratare™ sau "tratament” inseamna:

(a) prevenirea unei boli sau stiri medicale, adicd, tratamentul profilactic al unui pacient sau al
unui subiect;

(b) ameliorarea intensititii manifestarii unei boli sau a unei stiri medicale, adicd, eliminarea
sau regresia bolii sau starii medicale la un pacient;
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(c) suprimarea unei boli sau unei stiri medicale, adica, incetinirea sau stoparea dezvoltarii bolii
sau starii medicale la un pacient; sau

(d) atenuarea simptomelor unei boli sau unei stiri medicale la un pacient.

Metode generale de sinteza

Compusii cu formula I sunt de obicei preparati inifial prin asigurarea sau obfinerea unei
compozitii apoase, care contine 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-clor-4-tiazolil)-2-[[(6R, 7R)-2-
carboxi-8-oxo0-3-(piridiniometil)-5-tia- 1 -azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-1l]amino]-2-oxoetiliden]

amino]oxi|propil]lamino]carbonil]-26-decarboxivancomicind si de la aproximativ 1 pand la
aproximativ 2 e¢chivalenti molari de acid clorhidric. Compozitia apoasd este apoi liofilizata pentru
a furniza un compus cu formula I.

Compozitia apoasa se prepard, de obicel, prin aditia unei cantitafi potrivite de acid clorhidric
apos diluat (cum ar fi solutic apoasd 1IN de acid clorhidric) la o compozitic apoasd de 26-[[[3-
[[(Z)-[1-(2-amino-5-clor-4-tiazolil)-2-[[(6R, 7R)-2-carboxi-8-oxo-3-(piridiniometil)-5-tia-1-
azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-il Jamino]-2-oxoetiliden Jamino]oxi]propil ]

amino]carbonil]-26-decarboxivancomicina.

Pentru determinarea cantitatii de compus, prezent in solutia apoasd, de obicei, compozitia
apoasd cu continut de compus este analizati prin, de exemplu, CLIP. Dupi ce cantitatea de
compus este determinatd, se adaugd o cantitate corespunzdtoare de acid clorhidric, astfel incat
compozitia apoasd rezultatd sd contind de la aproximativ 1 pind la aproximativ 2 echivalenti
molari de acid clorhidric per echivalent molar de compus. De obicei, acidul clorhidric se adauga la
o temperaturd 1n intervalul de la aproximativ -10°C péana la aproximativ 25°C.

In unele cazuri solutia apoasd poate s contind deja o oarecare cantitate de acid clorhidric (de
exemplu, mai putin de 1 echivalent molar) si in asemenca cazuri cantitatea de acid clorhidric deja
prezenta 1n solutia apoasi este luatd in considerare atunci cand se adaugi o cantitate suplimentard
de acid clorhidric. Alternativ, in cazul in care solutia apoasd, care contine 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-
amino-5-clor-4-tiazolil)-2-[[(6R, 7R)-2-carboxi-8-oxo-3-(piridiniometil)-5-tia-1-
azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-1l]amino]-2-oxoetiliden Jamino]oxi]

propil]amino]carbonil]-26-decarboxivancomicind, contine mai mult de aproximativ 2
echivalenti de acid clorhidric, solutia apoasd poate fi neutralizatd cu o bazd, cum ar fi un
bicarbonatul unui metal alcalin, carbonatul unui metal alcalin, etc., pentru a ajusta raportul molar
de acid clorhidric in compus in intervalul de la aproximativ 1 pand la aproximativ 2. Cu titlu de
exemplu, bicarbonatul de sodiu poate fi utilizat in calitate de baza. Baza este addugatd, de obicei,
sub forma de o solutie apoasd diluatd, de exemplu, cum ar fi 5% solutic apoasd de bicarbonat de
sodiu. Baza este, de obicei, adaugata la solutia apoasd la o temperaturd in intervalul de la
aproximativ -10°C péana la aproximativ 25°C.

Atunci cand sunt descrise astfel de compozitii apoase este necesar de luat in considerare, cd
acidul clorhidric protoneaza compusul pentru ca compozitia apoasa sd contind sarea de adifie acidd
a acidului clorhidric si a compusului. Astfel, orice referire la raportul molar al compusului la acid
clorhidric va fi inteleasd ca referindu-se la raportul molar dintre componente sub forma de saruri
de aditie acida.

Dupd formarea compozitiei apoase, care contine compus si acid clorhidric in cantitate de la
aproximativ 1 pand la aproximativ 2 echivalenti molari, compozitia apoasd este, de obicei,
liofilizatd cu obtinerea compusului cu formula I sub forma de pulbere liofilizatd. Liofilizarea este,
in general, realizatd la o temperaturd in intervalul de la aproximativ -60°C péna la aproximativ -
20°C sub presiune redusd 1n intervalul de la circa 20 torr (mm Hg) péna la aproximativ 100 torr, de
exemplu, aproximativ 40 torr pand la 60 torr. Liofilizarea in general dureazd de la aproximativ 48
ore pand la aproximativ 200 ore sau panad la eliminarea, Intr-un grad semnificativ, a componentelor
volatile. Liofilizarea asigura obtinerea compusului cu formula I sub forma de pulbere liofilizata.

Alternativ, compusul cu formula I poate fi precipitat si separat prin filtrare sau centrifugare. De
exemplu, pentru a precipita compusul cu formula I dintr-o compozitie apoasd poate fi utilizat un
exces de diluant organic. Diluantii organici adecvati includ, cu titlu de exemplificare, acetonitril,
metanol, etanol, aceton3, etc. In caz de necesitate precipitatul poate fi optional spalat cu un diluant
organic potrivit. De exemplu, atunci cind se utilizeazd acetond pentru a precipita compusul cu
formula I, precipitatul rezultat optional se spald cu acetond si apoi se usucd. De obicei, procedura
de izolare este condusd la o temperaturd cuprinsi intre aproximativ 0°C péna la aproximativ 30°C,
de obicei intr-un interval de la aproximativ 5°C pand la aproximativ 20°C si toate etapele de
filtrare, spalare si uscare sunt realizate intr-o atmosferd inertd, cum ar fi azot, argon, ¢tc.

Metodele de preparare a 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-clor-4-tiazolil)-2-[[(6R, 7R)-2-carboxi-8-
oxo-3-(piridiniometil)-5-tia- 1 -azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-il Jamino]-2-oxoetiliden
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amino]oxi|propil]Jamino]carbonil]-26-decarboxivancomicindei sunt cunoscute in domeniu. [2,
3,5].

In calitate de ilustrare, vancomicina sau sirurile acesteia poate fi reactionate cu compusul A
avand formula:

Ci )
»}%T“‘\
Sk"}_“*,;b@' R
=
§
sau cu o sare a acestuia, In prezenta unui reactiv de cuplare a peptidelor cu obtinerea 26-[[[3-
[[(Z)-[1-(2-amino-5-clor-4-tiazolil)-2-[[(6R, 7R)-2-carboxi-8-oxo-3-(piridiniometil)-5-tia-1-

azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-il Jamino]-2-oxoetiliden Jamino]oxi]propil ]
amino]carbonil]-26-decarboxivancomicinei sau unei sari a acesteia.

De obicei, aceastd reactie este condusd prin contactarea vancomicinei sau unei siri a acesteia
cu aproximativ 1 pand la aproximativ 1.1 echivalen{i molari de un reactiv de cuplare a peptidelor
intr-un diluant, cum ar fi DMF, DMSO sau un amestec al acestora. Aceasta reactie este condusa de
obicei la o temperaturd in intervalul de la aproximativ -10°C péana la aproximativ 10°C timp de
aproximativ 10 minute pand la aproximativ 60 minute sau pand cand reactia nu se finalizeaza.
Apoi solutia de compus A sau de o sare a acestuia 1n cantitate de la circa 0,9 pand la circa 1,1
echivalenti molari intr-un diluant, cum ar fi DMF, DMSO sau un amestec al acestora, se adauga la
derivatul activat de vancomicind. Dupd adifia compusului A, se adaugd o amind, cum ar fi
diizopropiletilamina, in cantitate variind de la aproximativ 2 pand la aproximativ 10 echivalenti
molari (de exemplu, aproximativ 5 echivalenti molari). Amina se adaugi, de reguld, cu o viteza,
care mentinerea temperaturii de reactie in intervalul de la aproximativ -10°C péand la aproximativ
5°C. Amestecul de reactic este apoi mentinut de obicei la o temperaturd in intervalul de la
aproximativ -10°C pana la aproximativ 5°C timp de aproximativ 0,5 pana la aproximativ 3 ore, sau
pana cind reactia este In esentd completa.

In aceastd reactie pot fi folositi diferiti reagenti de cuplare a peptidelor. Exemplele
reprezentative includ: hexafluorfosfat de benzotriazol-1-iloxitripirolidinfosfoniu (PyBOP) cu sau
fard 1-hidroxi-7-azabenzotriazol (HOAL); tetrafluorborat de 0-(6-clor-1-hidroxibenzotriazol-1-il)-
1,1,3,3-tetrametiluroniu =~ (TCTU); tetrafluorborat  de  0-(6-clorbenzotriazol-1-i1)-N,N,N',N'-
tetrametiluroniu  (HCTU); tetrafluorborat de 0-(benzotriazol-1-i1) -N,N,N',N'-tetrametiluroniu
(TBTU); clorurd de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolind (DMTMM); 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimidd (EDCI) cu HOAL; dietilcianofosfonat (DECP) si altele
asemenea. Intr-o realizare reactivul de cuplare a peptidei reprezintd 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-
2-11)-4-metilmorfolina.

Dupéd finalizarea reactiei de cuplare, produsul de reactie este izolat si purificat utilizand
procedee uzuale, cum ar fi precipitarea si filtrarea, cromatografia pe coloani, CLIP si altele
asemenea.

Compusul A este cunoscut in domeniu. De exemplu, compusul A poate fi preparat prin metoda
descrisa in literatura de specialitate [2] (exemplul A, de la randul 51, coloana 27, pand la randul
56, coloana 30) sau [5] (CoxSynthon 18 la paginile 611-612). Metode de preparare a compusului A
sunt, de asemenea, descrise in Exemple.

Vancomicina este, de asemenca, cunoscutd in domeniu. De exemplu, hidroclorura de
vancomicind este comercial disponibila de la Sigma-Aldrich (St. Louis, MO 63103) si de la Haorui
Pharma-Chem Inc. (Irvine, CA 92618).

Dupa obtinere 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-clor-4-tiazolil)-2-[[(6R, 7R)-2-carboxi-§8-oxo-3-
(piridiniometil)-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-ilJamino]-2-oxoetiliden Jamino]oxi]

propil]amino]carbonil]-26-decarboxivancomicina, folositd in prezenta inventie, poate fi
purificata folosind CLIP cu fazi inversd sau alte metode cromatografice.

De exemplu, compusul poate fi purificat folosind polimerul poli(stiren-divinilbenzen) (PS-
DVB). De obicei, polimerul PS-DVB, folosit pentru purificarea compusului, reprezintd o rasind
microporoasd cu structurd rigida, avand o dimensiunea porilor de la circa 100 angstromi pand la
aproximativ 1000 angstromi si o dimensiune a particulei variind de la aproximativ 10 pani la
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aproximativ 50 um. O rasind reprezentativd potrivitd pentru utilizare este PLRP-S (Agilent
Technologies, Santa Clara CA 95051) avand o dimensiune a porilor de aproximativ 100 angstromi
si o dimensiune a particulelor de aproximativ 50 um.

De obicei eluentul utilizat pentru purificare contine o solutie apoasé de acid continand diferite
cantitdfi de solvent organic polar. Solventii organici polari reprezentativi includ acetonitril, etanol,
izopropanol, metanol si altii asemenea.

Acizii potriviti includ acid acetic, acid trifluoracetic, acid clorhidric si altii asemenca. Eluentul
poate contine, de asemenea, un tampon, cum ar fi un tampon acetat sau un tampon fosfat. Intr-o
realizare, eluentul contine o solutie tampon de acetat apos (100 mM) contindnd acetonitril in
cantitdti variind de la circa 2% v/v pana la circa 13% v/v.

in functie de metoda de purificare folositd schimbul de sare poate fi realizat dupi purificare cu
obtinerea sarii de hidroclorura a compusului. De exemplu, in cazul in care acidul folosit in cadrul
metodei de purificare este un alt acid, decét acidul clorhidric (adicd, acidul acetic sau acidul
trifluoracetic), schimbul de sare este efectuat de obicei cu formare séri acidului clorhidric.

Schimbul de sare se efectueazad cu utilizarea polimerului PS-DVB, cum este descris in
prezentul document. Sarea de compus este de obicei incércatd pe polimerul PS-DVB si apoi rdsina
este eluatd cu o solutie apoasd de acid clorhidric contindnd diferite cantitdti de solvent organic
polar. Solventii organici polari reprezentativi includ acetonitril, etanol, izopropanol, metanol si
altii asemenea. In general, cantitatea de solvent organic polar folositd va varia de la aproximativ
10% v/v pana la circa 80% v/v; inclusiv de la circa 10% v/v pana la circa 50% v/v; de exemplu, de
la aproximativ 10% v/v pand la circa 20% v/v. Intr-o variantd de realizare eluentul utilizat pentru
schimbul de sare contine circa 10 mM de acid clorhidric apos, care contine circa 20% v/v
acetonitril.

Compozitii farmaceutice

Compusii cu formula I sunt de obicei administrati la un pacient sub forma unei compozitii
farmaceutice. Astfel de compozitii farmaceutice pot contine orice purtitor sau excipient
acceptabil. Alegerea unui anumit purtator, sau combinatii de purtitori, va depinde de multipli
factori, cum ar fi modul de administrare, compatibilitatea componentelor, stabilitatea compozitiei
si altele asemenea.

Tehnicile uzuale de preparare a compozitiilor farmaceutice sunt cunoscute in domeniu si sunt
descrise, de exemplu, in REMINGTON: THE SCIENCE AND PRACTICE OF PHARMACY
(REMINGTON: THE SCIENCE & PRACTICE OF PHARMACY), Pharmaceutical Press,
Philadelphia, PA; 21 Ed. (October 7, 2011). In plus, ingredientele obisnuite, necesare pentru
astfel de compozitii, sunt comercial accesibile de la, de exemplu, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO
63178, si alti furnizori comerciali.

Compozitia farmaceuticd este de obicei preparata prin amestecarea minutioasa si uniforma sau
amestecarea unui compus cu formula I cu un purtdtor farmaceutic acceptabil si orice ingrediente
suplimentare.

Intr-o variantd de realizare compozitia farmaceutici este potrivitd pentru administrare
parenterald, In special, pentru administrare intravenoasi. Astfel de compozitii farmaceutice contin
de obicei o solutie apoasi sterild fiziologic acceptabild de un purtdtor, care contine compusul cu
formula I. Intr-o variantd de realizare compozitia este lipsitd de pirogeni. Optional, solutia de
purtdtor poate contine alte componente, cum ar fi zaharuri, aminoacizi, ¢lectroliti si altii asemenca.

Purtatorii aposi reprezentativi fiziologic acceptabili includ, cu titlu de exemplu, apa sterild
pentru injectii (USP, farmacopeea SUA); solutie de dextroza pentru injectii, USP (de exemplu, 2.5,
5.0, 10, 20% solutie de dextrozd, inclusiv 5% solutie de dextrozd pentru injectii (D5/W)); solutie
de dextroza si clorurd de sodiu pentru injectii, USP (de exemplu, dextroza variind de la 2.5 pana la
10% si clorurd de sodiu, variind de 1a 0.12 (19 mgEchiv de sodiu) pani la 0.9% (154 mgEchiv de
sodiu)); solutie de manitol pentru injectii, USP, (de exemplu, 5, 10, 15, 20 si 25% manitol); solutie
Ringer pentru injectii, USP (de exemplu, 147 mgEchiv de sodiu, 4 mgEchiv de potasiu, 4,5
mgEchiv de calciu si 156 mgEchiv de clorurd per litru); solutie Ringer cu lactate pentru injectii,
USP (de exemplu, 2.7 mgEchiv de calciu, 4 mgEchiv de potasiu, 130 mgEchiv de sodiu si 28
mgEchiv de lactat per litru); clorurd de sodiu pentru injectii, USP (de exemplu, 0.9% clorurd de
sodiu) si altele asemenca.

La administrare la un pacient, compusul cu formula I va fi, de obicei, diluat in aproximativ 0,5
ml pand la aproximativ 10 ml de purtator apos pentru mg de compus cu formula I, de exemplu, de
la aproximativ 0,6 pana la aproximativ 8 ml per mg.

Alternativ, compozitia farmaceuticd poate fi Intr-o forma solida, potrivitd pentru reconstituire
si administrare parenterald ulterioard. Astfel de compozitii de obicei sunt sub forma unei
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compozitii sterile liofilizate, care se reconstituie inainte de utilizare cu un vehicul apos steril,
fiziologic acceptabil. In aceastd varianti de realizare compozitia farmaceutici contine de obicei
compusul cu formula I §i un purtitor farmaceutic acceptabil. Purtdtorii reprezentativi pentru
utilizare 1n astfel de compozitii farmaceutice includ, cu titlu de exemplu, zaharozd, manitol,
dextroza, dextran, lactozd, glicind sau combinatii ale acestora.

Intr-o variantd de realizare compozitia farmaceutica contine (a) compusul cu formula I, (b)
zaharoza si (c) glicind sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia. Astfel de compozitii contin in
mod obignuit aproximativ 0,5 pand la aproximativ 2,0 parti din greutate, inclusiv aproximativ 1,0
parti din greutate de zaharozd pentru parte din greutate de compus cu formula I (ca echivalent de
bazad libera) si circa 0,5 pand la circa 2,0 parti din greutate, inclusiv circa 1.5 parti din greutate de
glicind (ca echivalent de bazi liberd) pentru parte din greutate de compus cu formula I (ca
echivalent de bazd liberd). Intr-o variantd de realizare compozitia farmaceuticd contine
aproximativ 1,0 parti din greutate de zaharoza si aproximativ 1.5 par{i din greutate de glicind (ca
echivalent de bazd liberd) pentru parte din greutate de compus cu formula I (ca echivalent de baza
libera). De exemplu, astfel de compozitii farmaceutice pot contine de la circa 0,5 mg pana la circa
2,0 mg de zaharoza si aproximativ 1,0 mg pand la aproximativ 2.0 mg de glicind (ca echivalent de
bazd liberd) pentru miligram de compus cu formula I (ca echivalent de baza liberd), de exemplu,
aproximativ 1,0 mg de zaharoza si aproximativ 1.5 mg de glicind (ca echivalent de baza libera)
pentru miligram de compus cu formula I (ca echivalent de baza libera).

Intr-o alta varianta de realizare compozitia farmaceuticd contine (a) de la aproximativ 10 mas%
pana la aproximativ 60 mas% de compus cu formula I (echivalent In bazd purd); (b) de la
aproximativ 10 mas% pana la aproximativ 60 mas% de zaharoza si (c) de la aproximativ 10 mas%
pana la aproximativ 80 mas% de glicina (echivalent in baza purd). De exemplu, aceastd variantd de
realizare include o compozitie farmaceutica cuprinzand (a) de la aproximativ 20 mas% péna la 50
mas% de compus cu formula I (echivalent in bazi purd); (b) de la aproximativ 20 mas% pana la 50
mas% de zaharozd si (c) de la aproximativ 20 mas% péna la aproximativ 70 mas% de glicina
(echivalent in baza purd); cum ar fi o compozitie farmaceuticd care contine (a) de la aproximativ
25 mas% pand la 35 mas % de compus cu formula I (echivalent in baza purd); (b) de la
aproximativ 25 mas% péana la 35 mas% de zaharoza si (c¢) de la aproximativ 30 mas% péand la
aproximativ 50 mas% de glicind (echivalent in bazd purd) raportate la greutatea totalda a
compozitiei.

Intr-o variantd de realizare compozitia farmaceutica reprezintd o pulbere liofilizata.

De obicei, pulberea liofilizatd este sterild si este ambalatd intr-un flacon sau fiola ermetic
inchise sau intr-un recipient similar.

Stabilitatea la depozitare

S-a constatat, ¢d compusii cu formula I au o stabilitate semnificativ mai imbundtatitd la
depozitare, comparativ cu sarea de trihidroclorura respectiva. In plus, s-a constatat cd stabilitatea la
zaharoza si glicina.

Sarea trihidroclorurd de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-clor-4-tiazolil)-2-[[(6R, 7R)-2-carboxi-8-
oxo-3-(piridiniometil)-5-tia- 1 -azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-il Jamino]-2-oxoetiliden

amino]oxi|propil]Jamino]carbonil]-26-decarboxivancomicind ¢ste cunoscutd in domeniu, J.
Diana et al, Journal of Chromatography A, 996: 115-131 (2003), (coloana 35, liniile 16-20). Cu
toate acestea, s-a constatat, cd in timpul depozitarii puritatea sérii de trihidroclorurd se reduce
semnificativ. De exemplu, s-a determinat, ci la péastrare la temperatura camerei timp de 12 luni
puritatea sarii de trihidroclorurd se reduce cu peste 30% (fig. 2).

O astfel de degradare prezintd interes, deoarece produsele de degradare se pot deosebi prin
activitatea lor biologicd sau efectul terapeutic, comparativ cu molecula initiala, J. Diana et al,
Journal of Chromatography A, 996: 115-131 (2003).

Unul dintre produsele de degradare ale sérii de trihidroclorurd se presupune a fi compusul cu
formula II:
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sau o sare a acestuia. Acest compus este mentionat ca degradant B. Compusul cu formula II
este un izomer cu legiturd dubld, In care legatura dubld in inelul A al fragmentului de
cefalosporind este izomerizatd din pozitia &° in pozitia &* . Izomerii 8* ai acizilor cefalosporinici,

5 dupd cum se comunica, sunt inactivi, Crocker et al, J. Chem. Soc. (C), 1 142 (1966); and Saab et
al, J. Pharm. Sci., 77(10), 906 (1988).

Astfel, este important de a reduce la minimum formarea de izomer &* in timpul depozitirii
compusului.

Un alt degradant este considerat a fi un produs de hidroliza cu formula III:

S
YN
HN
10
sau o sare a acestuia. Compusul cu formula III este mentionat ca degradant A.
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In prezent s-a constat, cd compusii cu formula I sunt mult mai stabili, comparativ cu sarea de
trihidroclorurd la depozitare la temperatura camerei sau la temperatura de refrigerare timp de 12
Iuni. (de exemplu, fig. 1 si 2).

In plus, compusii cu formula I sunt mai stabili la temperatura camerei, cand ei sunt formulati
cu zaharoza si glicind. (de exemplu, fig. 3, 4 51 5).

Intr-o variantd de realizare modificarea (sau reducerea) purittii compusului cu formula I in
compozitia farmaceutica constituie mai putin de aproximativ 10%, masurata prin cromatografie de
lichide de inalta performanti ("CLIP"), dupa depozitare timp de 12 luni la o temperaturd in
intervalul de la aproximativ 18°C péna la aproximativ 25°C (temperatura camerei).

Intr-o altd variantd de realizare regiunea sub curbd (AUC) pentru compusul cu formula I se
micsoreazd mai putin de aproximativ 10%, determinatd prin cromatografie de lichide de 1naltd
performanta ("CLIP") dupa depozitarea compozitiei farmaceutice pentru 12 luni la o temperaturd
in intervalul de la aproximativ 18 C panad la aproximativ 25°C (temperatura camerei).

Intr-o variantd concretd de realizare prezenta inventie se referd la o compozitie farmaceutica,
care confine:

(a) un compus cu formula I;

(b) aproximativ 1,0 parti din greutate de zaharoza; si

(c) aproximativ 1,5 parti din greutate de glicina (ca echivalent de baza liberd);

in care partile din greutate de zaharoza si glicind se calculeaza in raport cu partea din greutate
de compus cu formula I (ca echivalent baza liberd); si in care modificarea puritatii compusului cu
formula I In compozitia farmaceutica constituie mai pufin de aproximativ 10%, mdasuratd prin
cromatografie de lichide de naltd performantd dupa depozitare timp de 12 luni la o temperatura in
intervalul de la aproximativ 18°C péna la aproximativ 25°C .

Utilitatea inventiei

26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-clor-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo-3-(piridiniometil)-5-
tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-1lJamino]-2-oxoetiliden]amino]oxi]propil ]

amino]carbonil]-26-decarboxivancomicina si sarurile acesteia se utilizeazd in calitate de
antibiotice sau agenti bactericizi impotriva bacteriilor Gram-pozitive, inclusiv a organismelor
multirezistente, cum ar fi S. aureus rezistent la meticilind (MRSA) si S. aureus cu sensibilitate
intermediard la vancomicind (VISA). [6, 7, §, 9].

Concentratia minima inhibitorie (CMI) a compusilor cu formula I impotriva diferitor bacterii si
tulpini bacteriene poate fi determinatd folosind procedee standard, cum ar fi cele publicate in
Clinical and Laboratories Standards Institute (CLSI) (Wayne, PA 19087). De exemplu, CLSI.
Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically;
Approved Standard - Ninth Edition. CLSI Document M07-A9. Wanye, PA: Clinical and
Laboratories Standards Institute; 2012.

Compusii cu formula I, de obicei, sunt administrati intr-o cantitate terapeutic eficientd prin
orice cale acceptabild de administrare. De obicei, compusii sunt administrai parenteral, de
exemplu, intravenos. Compusii pot fi administrati intr-o dozd zilnicd unicd sau in doze multiple pe
71. Regimul de tratament poate necesita administrarea pe perioade extinse de timp, de exemplu,
pentru céteva zile sau pentru una pand la sase siptiméani sau mai mult. Cantitatea de compus
administratd per dozd sau cantitatea totald administratd va fi determinata, de reguld, de citre
medicul curant al pacientilor si va depinde de asa factori, cum ar fi ¢tiologia si severitatea infectiei,
varsta si starea generald de sdndtate a pacientului, toleranta pacientului a compusului,
microorganismul (microorganismele) care cauzeazd infectia, calea de administrare si altele
asemenea.

Dozele reprezentative variazd de la aproximativ 0,25 pand la aproximativ 2,5 mg/kg/zi de
compus cu formula I (echivalent in bazd purd), inclusiv de la aproximativ 1 pana la aproximativ 2
mg/kg/zi. Intr-o variantd de realizare compusul cu formula I este administrat In dozd de
aproximativ 2 mg/kg/zi (echivalent in baza pura). Un regim de tratament reprezentativ constd in
administrarea compusului cu formula I o datd pe zi in doza de aproximativ 2 mg/kg/zi (echivalent
in bazd purd) pentru o perioadd de aproximativ 7 pana la aproximativ 14 zile.

Cand se administreaza intr-un purtdtor apos fiziologic acceptabil, compusul cu formula I este,
de obicei, administrat pacientului intravenos timp de aproximativ 0,5 ore pand la aproximativ 2
ore, de exemplu, timp de aproximativ 1 ora.

Infectiile sau stirile medicale reprezentative, cauzate de bacteria, care pot fi tratate sau
prevenite cu un compus cu formula I includ, cu titlu de exemplu, infectiile cauzate de bacterii
Gram-pozitive, inclusiv infectiile pielii si structurilor subcutanate, pneumonia, endocardita,
meningita, septicemia, infectiile tractului urinar, infectiile fluxului sanguin, ostcomielita si altele
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asemenea. Cand se trateaza astfel de stéri, pacientul poate fi deja infectat cu microorganismul, care
urmeazd si fie tratat, sau pot fi susceptibili la infectie, si in acest caz antibioticul se administreaza
profilactic.

EXEMPLE

Urmatoarele exemple sunt prezentate pentru a ilustra diferite variante reprezentative de
realizare si aspecte ale acestei inventii si nu intentioneaza sd limiteze volumul prezentei inventii In
nici un mod, daci nu se indicd in mod specific.

Hidroclorura de vancomicini a fost achizitionata de la firma Haorui Pharma-Chem Inc., Irvine,
California, Statele Unite ale Americii. Clorura de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il1)-4-
metilmorfolind (DMTMM) a fost achizitionatd de la firma Ubichem Pic, Hampshire, Marea
Britanie. Clorura de 1-[[(6R, 7R)-7-amino-2-carboxi-8-oxo-5-tia-1-azabiciclo [4,2,0] oct-2-en-3-il]
metil]piridiniu monoclorhidrat ( 7-PYCA) a fost achizitionata de la Zhejiang Hengdian Apeloa
Imp. & Exp. Co, Ltd., Zhejiang, China si Aurisco Pharmaceuticals Limited, Shanghai, China; sau
el poate fi preparat prin metoda, de exemplu, descrisa in literatura de specialitate, US 425841 A
1981.03.24, sau prin alte metode publicate. Toti ceilalti reagenti, materii prime si solventi, utilizati
in exemplele care urmeaza, au fost achizifionati de la furnizori comerciali (cum ar fi Sigma-
Aldrich Chemical Company, St. Louis, MO) si au fost utilizati fard purificare suplimentara, daca
nu este indicat altceva.

Sunt folosite urmitoarele abrevieri: DMF = N,N-dimetilformamida; DMSO = dimetil
sulfoxid; h = ord si min = minute.

Exemplul 1

Metoda CLIP pentru determinarea puritdtii probelor de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-clor-4-
tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo0-3-(piridiniometil)-5-tia- 1 -azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-
ilJamino]-2-oxoetiliden Jamino]oxi|propilJamino]carbonil]-26-decarboxivancomicind

Probele de testare au fost analizate pentru continutul de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-clor-4-
tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo0-3-(piridiniometil)-5-tia- 1 -azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-
ilJamino]-2-oxoetiliden Jamino]oxi|propilJamino]carbonil]-26-decarboxivancomicind i de
produse de degradare a acesteia, folosind un sistem CLIP cu detector cu matrice de fotodioda
(CLIP sistemul Agilent 1 100 sau 1200; Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA 95051),
controlat cu software pentru prelucrarea datelor cromatografiei (Empower Software, Waters
Corporation, Milford, MA 01757). Toti solventii aveau puritatea corespunzitoare pentru CLIP si
au fost achizifionati de la Honeywell Burdick & Jackson (Muskegon, MI 49442). Acidul fosforic
(85% mas/mas) si dihidrofosfatul de sodiu aveau puritatea corespunzitoare pentru CLIP si au fost
achizitionate de la Fluka (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO 63103). Toti reactivii au fost utilizati fara
purificare suplimentard.

Inainte de analizi probele de testare au fost filtrate printr-un filtru de fluorura de poliviniliden
(PVDF) cu diametrul porilor de 0.2 pm, iar primul 1 ml era aruncat. Conditiile de analiza CLIP
sunt prezentate in Tabelul A.

Tabelul A
Conditiile de analizi CLIP

Coloana

Coland Halo C18 de la Advanced Materials Technology. 2,7 pum, 4,6x150 mm

Temperatura autodozatorului

5,0°C

Temperatura coloanei

30,0°C

Lungimea de unda

214 nm

Faza mobild A

2:98 acetonitril:apd w/65 MM tampon fosfat pH=2,0

Faza mobild B

60:40 acetonitril:apd w/65 MM tampon fosfat pH=2,0

Solventul probei

2:98 acetonitril:apd w/65 MM tampon fosfat pH=3,2

Concentratia probei 0,25 mg/ml

Volumul injectat 7l

Rata fluxului 1,00 ml/min

Gradientul Timpul (min) Faza mobild A Faza mobild B
0 92.0% viv 8,0% viv
93,0 70,0 30,0
98,0 45,0 55,0
98,1 5,0 95,0
100,1 5,0 95,0
100,2 92,0 8,0
105,0 920 8,0




MD 4599 C1 2019.06.30

14

Timpul de retentie pentru anumite componente ale esantionului sunt prezentate in tabelul B.

Tabelul B
Timpul de retentie CLIP
Compusul Timpul de retentie (min)
Degradantul A 23,4
Degradantul B 24,5

26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-clor-4-tiazolil)-2-[[ (6R,7R)-2- 27,2
carboxi-8-oxo-3-(piridiniometil)-5-tia- 1 -azabiciclo[4.2.0]oct-
2-en-7-1l]amino]-2-
oxoetiliden]amino]oxi]propilJamino]carbonil ]-26-
decarboxivancomicina

Puritatea probei testate a fost determinatd pe baza zonei sumare a varfului (suprafata sub curba
sau ASC) pentru compus in procente de la suma tuturor varfurilor. Concentratia (valoarea test)

5 compusului intr-o probd testatd a fost determinata prin comparatie cu un standard de referinta.

Exemplul 2

Metoda CG de determinare a solventului rezidual

Cantitatile reziduale de solventi in probele de testare de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-clor-4-
tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo0-3-(piridiniometil)-5-tia- 1 -azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-

10 ilJamino]-2-oxoetiliden Jamino]oxi|propilJamino]carbonil]-26-decarboxivancomicind  au  fost
determinate utilizand un sistem de cromatografie de gaz (Agilent GC 6890, Agilent Technologies,
Santa Clara CA 9505), echipat cu un dozator de vapor in echilibru (Agilent 7694 Headspace
Sampler). S-a utilizat o coloana pentru CG DB-624 GC (30 m lungime x 0,53 mm DI x 3 pm)
(Agilent, Part No. 125-1334).

15 Solutia standard intern a fost preparatd prin aditia 1-butanolului (4 ml) intr-un balon gradat de
1 1. S-a addugat DMSO (800 ml) si amestecul a fost amestecat minufios i apoi s-a addugat o
cantitate suplimentard de DMSO pentru ob{ine un volum total de 11.

Fiecare proba de testare (50 mg) a fost transferatd intr-un flacon de 20 ml pentru analiza fazei
gazoase §i s-a adaugat solutia ctalon intern (1 ml), amestecul rezultat a fost agitat viguros pana s-a

20 dizolvat proba.

Standardele de referintd au fost preparate avind o concentratie de 2 mg/ml in solutie de etalon
intern din solventi comercial disponibili de puritate cunoscutd. Toti solventii standardului de
referintd au fost combinati in mod tipic intr-o singurd solutie standard de referinta, care a fost
preparatd in trei exemplare. Pentru fiecare replicat de standard de referintd s-a addugat 1 ml de

25 solutie din flaconul de 20 ml flacon pentru analiza In faza gazoasa si s-a etansat prin ambutisare.

Conditiile de analiza CG sunt prezentate in tabelul C.

Tabelul C
Conditiile de realizare a cromatografiei de gaze (CG)
Gazul-purtétor Heliu in regim de flux constant cu 2,60 ml/min
Termostatul CG Vremea stabilirii echilibrului = 1 min
Durata totald a analizei = 29,7 min
Modificarea temperaturii|Rata  modificarii  temperaturii| Temperatura  finald| Durata analizei
termostatului (°C/min) (°C) (min)
initiala - 30 0
Modificarea temperaturii 1 2 60 15
Modificarea temperaturii 2 10 140 23
Modificarea temperaturii 3 1 143 26
Modificarea temperaturii 4 10 160 29,7
Iesire 200°C; 10:1 coeficientul de separare
Dozator al gazului de echilibru Temperatura in termostatul de fazd gazoasd = 85°C
Temperatura in ansd = 100°C
Linia de transfer= 110°C
Timpul de instalare a echilibrului in flacon = 10 min, la o agitare intensa
Presiunea in flacon = 11 psi (He)
Ansa de probe cu volum de 1 ml
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Detector FID, 300°C

Fluxul de hidrogen — 30 ml/min
Fluxul de aer = 400 ml/min
Gazul-compensator azot la 30 ml/min
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Timpul de retentic CG pentru solventi tipice in raport cu standardul intern 1-butanol este
prezentat in tabelul D. 1-butanol in mod tipic elueaza la aproximativ 19.0 min.

Tabelul D
Timpul relativ de retentie CG, comparativ cu 1-butanol

Solvent Timpul relative de retentie
acetond 0,45
acetonitril 0,50
1-butanol 1,00
dimetilsulfoxid 1,38
eter metil-tert-butilic 0,57

Cantitatea de solvent rezidual intr-o probd de testare a fost determinatd prin compararea ariilor
varfurilor din esantion cu cele ale standardelor de referinta.

Exemplul 3

Prepararea tert-butil 3-brompropilcarbamatului

La o solutie de hidroxid de sodiu (105 g, 2.625 mol) in apd (1,15 I), mentinutd la o temperaturd
la sau putin sub 10°C, s-a addugat o solutie de di-tert-butildicarbonat (229 g, 1,05 mol) in heptan
(1.03 1). Balonul, care contine solutia de di-tert-butildicarbonat a fost clitit cu heptan (125 ml) si
solutia de clatire s-a addugat la amestecul de reactie. Amestecul rezultat a fost racit la o
temperaturd la sau putin sub 10°C si s-a addugat o solutie de bromhidrat de 3-brompropilamina
(251 g, 1,15 mol) in apa (250 ml) in picdturi la o ratd care a permis sa fie men{inuta temperatura de
reactic internd sub aproximativ 20°C. Balonul, care contine solutia de bromhidrat de 3-
brompropilamind a fost clatit cu apa (20 ml) si solutia de clatire s-a addugat la amestecul de
reactic. Dupa finalizarea aditiei, amestecul de reactie a fost ldsat sd se incdlzeascd lent pani la
temperatura camerei (aproximativ 22°C), confinand agitarea timp de aproximativ 2 ore la
temperatura camerel. Agitarea a fost Intreruptd si amestecul a fost ldsat s stea timp de 30
min. Stratul apos inferior a fost separat de stratul organic si indepartat. La stratul organic s-a
addugat o solutie apoasd saturatd de clorura de sodiu (250 ml) si amestecul rezultat a fost agitat
timp de 5 min. Amestecul a fost ldsat si stea timp de 30 min si stratul apos inferior s-a separat si
indepartat. Stratul organic a fost concentrat pand la un volum de aproximativ 350 ml si aceasta
solutie concentratd s-a racit la 5°C si s-a agitat timp de 4 ore la 5°C. Precipitatul rezultat a fost
colectat prin filtrare sub vid cu obtinerea compusului din titlu sub forma unei substante solide
cristaline albe (211 g, randamentul 84%). Filtratul a fost concentrat si solutia concentratd a fost
racitd la 5°C si agitatd timp de 4 ore la 5°C. Precipitatul rezultat suplimentar a fost colectat prin
filtrare sub vid, s-a obtinut o cantitate suplimentard de compus din titlu (17 g, randamentul 6,8%).

'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 'RMN (400 MHz, DMSO- ds) 6 3.50 (t, J = 6,8 Hz, 2H),
3,03 (q, J = 6,8 Hz, 2H), 1,91 (m, J = 6,8 Hz, 2H), 1,38 (s, 9H).

Exemplul 4

Prepararea etil (27)-2-(2-aminotiazol-4-il) -2- (3-N-tert-butoxicarbonilaminopropoxi

imino)acetatului

La un amestec de etil 2-amino-a.- (hidroxiimino) -4-tiazolacetat (139.9 g, 650 mmol), tert-butil
3-brompropilcarbamat (209.0 g, 877.5 mmol) si carbonat de potasiu in pulbere (157,2 g, 1137.5
mmol) s-a addugat DMF (550 ml) si apd (24,4 ml). Amestecul rezultat a fost agitat la 30°C timp de
aproximativ 11 ore. Amestecul de reactie a fost racit pand la temperatura camerei si s-a adaugat
acetat de etil (2.3 1) siapa (1.7 1) si amestecul rezultat a fost agitat timp de 5 min. Amestecul a fost
lasat sa stea timp de 60 min i stratul inferior (stratul apos) a fost separat si indepartat. S-a addugat
o solutie de bicarbonat de sodiu apos (10 mas%, 600 ml) si amestecul rezultat a fost agitat timp de
5 min. Amestecul a fost 1dsat s stea timp de 60 min si stratul inferior (stratul apos) a fost separat
si indepartat. S-a addugat o solutic de clorurd de sodiu apoasa (10 mas%, 600 ml) si amestecul
rezultat a fost agitat timp de 5 min. Amestecul a fost ldsat sd stea timp de 60 min si stratul inferior
(stratul apos) a fost separat §i indepartat. Stratul organic a fost concentrate pand la un volum de
aproximativ 600 ml. La concentrat s-au addugat prin picurare hexani (250 ml) cu o agitare usoard
la 0°C timp de 1 h cu formarea unui precipitat. Precipitatul a fost colectat prin filtrare sub vid, s-a
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obtinut compusul din titlu (232 g, randamentul 96%) sub forma unei substante solide cristaline de
culoare aproape alba.

'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 8 7,25 (s, 2H), 6,89 (s, 1H), 6,82 (brs, 1H), 4,26 (q, J = 8 Hz,
2H), 4,08 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2.97 (q, ] = 6,4 Hz, 2H), 1,72 (m, J = 6,4 Hz, 2H), 1,37 (s, 9H), 1,26
(t,J =8 Hz, 3H).

Dacéd se doreste, produsul poate fi recristalizat. Materialul brut din céateva sarje (1,0 kg,
puritate91,2%) s-a dizolvat in acetat de etil (2 1) la 60°C si s-a adaugat lent heptan (11). Solutia
rezultatd s-a iIncdlzit la 60°C timp de 1 h, cu agitare, timp in care se formeazd un
precipitat. Amestecul a fost apoi lasat s@ se rdceasca lent pand la temperatura camerei. Precipitatul
a fost colectat prin filtrare sub vid sub azot uscat, s-a spélat cu un amestec de heptan si acetat de
etil (11, 3: 1) si uscat sub vid peste noapte pentru a se obtine compusul din titlu (770 g, puritate
98.3%).

Exemplul 5

Prepararea acidului (27) -2-(2-aminotiazol-4-il) -2- (3-N-tert-butoxicarbonilamino

propoxiimino) acetic

La o solutie de ¢til (2Z)-2-(2-aminotiazol-4-11) -2- (3-N-tert-butoxicarbonilamino

propoxiimino) acetat (232.0 g, 622.9 mmol) in etanol absolut (1,63 1) s-a addugat prin picurare
o solutie de hidroxid de sodiu (29.9 g, 747.4 mmol) in apd (748 ml). Amestecul rezultat a fost
incélzit la 35°C timp de aproximativ 8 ore. Amestecul a fost apoi ricit pand la circa -5°C si s-a
addugat prin picurare acid trifluoracetic (circa 10 ml) pand cand pH amestecului a devenit de
aproximativ 6.0. Amestecul a fost apoi concentrat sub vid pentru a indepdrta majoritatea
componentelor volatile si s-a addugat etanol absolut (500 ml). Amestecul rezultat a fost concentrat
din nou pentru a indepérta apa cu ajutorul unui amestec azeotrop. Aceastd procedurd a fost repetatd
din nou prin aditia etanolului absolut (500 ml), urmatd de concentrare pentru a obtine compusul
din titlu, care a fost utilizat in reactia urmdtoare fara nici o izolare sau purificare ulterioara.

Exemplul 6

Prepararea sarii de trietilamind a acidului (2Z) -2-(2-amino-5-clortiazol-4-il) -2- (3-N-tert-
butoxicarbonilaminopropoxiimino) acetic

La un amestec de acid (27)-2-(2-aminotiazol-4-i1)-2-(3-N-tert-
butoxicarbonilaminopropoxiimino) acetic (aproximativ 213 g, 627 mmol) in metanol (200 ml) s-a
addugat acetat de etil (2.0 1) cu formarea unei suspensii. S-a addugat N-clorsuccinimida (108.0 g,
815 mmol) si amestecul rezultat a fost agitat la temperatura camerei timp de 3 h. S-a addugat Apa
(2.5 1), clorura de sodiu (514 g) si acid trifluoracetic (93 ml, 1,254 mmol) si amestecul rezultat a
fost agitat timp de 15 min. Amestecul a fost ldsat sa stea timp de 1 ord si apoi stratul apos inferior
s-a separat §i s-a indepartat. Stratul organic a fost concentrat sub vid pand la un volum de
aproximativ 500 ml. S-a addugat acetonitril (1.0 L) si amestecul a fost concentrat sub vid. Aceastd
procedurd a fost repetata prin aditia acetonitrilului (1.0 L) si concentrarea amestecului sub vid pana
la un volum de aproximativ 600 ml. Amestecul a fost apoi filtrat printr-un strat de diatomit
(Celite). S-a addugat trictilamind (350 ml, 2,508 mmol) si amestecul a fost récit la 0 © C, moment
in care s-a format un precipitat. Precipitatul a fost colectat prin filtrare in vid, clatit cu acetonitril
(165 ml) si s-a uscat la temperatura camerei sub vacuum, s-a obtinut compusul din titlu (224 g,
randamentul 79%) sub forma de substantd solid cristalind de culoare brun deschis.

'H RMN (400 MHz, MeOH-ds) & 4.15 (t, ] = 6,4 Hz, 2H), 3,18 (m, 8H), 1,86 (m, 2H), 1,43 (s,
9H), 1,30 (t, J = 7,9Hz, 9H).

Exemplul 7

Prepararea hidroclorurii de 1-[[(6R, 7R)-7-[[(2Z)-(2-amino-5-clor-4-tiazolil)[(3-N-tert-
butixicarbonilaminopropoxi)imino]acetil]amino]-2-carboxi-8-0xo-3-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-
en-3-1]metil]piridiniu

La un amestec de sare de trietilamind a acidului 2Z) -2-(2-amino-3-clortiazol-4-il) -2- (3-N-
tert-butoxicarbonilaminopropoxiimino) acetic (44.88 g, 93.5 mmol) in dimetilacetamidd (300 ml)
la 20°C s-a adaugat ditiobis (benzotiazol) (32.7 g, 98.2 mmol). S-a addugat trifenilfosfind (25,8 g,
98,2 mmol) (efect exoterm usor) si amestecul rezultat a fost agitat timp de 30 minute la
temperatura camerei, timp in care amestecul de reactic s-a transformat intr-o solutie transparenta
de culoare rosie-brund. Amestecul de reactie a fost récit la 0°C si s-a addugat diizopropiletilamind
(14,8 ml, 85 mmol). Amestecul rezultat a fost agitat timp de aproximativ 5 minute si apoi s-a
adaugat clorurd de 1-[[(6R, 7R)-7-amino-2-carboxi-8-oxo-5-tia-1-azabiciclo [4,2,0] oct-2-en-3-il]
metil] piridiniu monoclorhidrat (7-pycA) (34.00 g, 85.0 mmol). Amestecul rezultat a fost agitat la
0°C timp de 16 h si apoi s-a addugat lent o solutie de acid clorhidric in 1,4-dioxan (4,0 M, 44,6 ml,
178,5 mmol), mentinidnd temperatura internd a amestecului de reactie de la aproximativ 0°C pana
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la aproximativ 5°C. Amestecul rezultat a fost agitat timp de aproximativ 20 min si apoi s-a filtrat
prin hartie de filtru. Apoi la acetatul de etil (2.5 1) a fost adaugat lent filtratul timp de 30 min la
temperatura camerei cu formarea unui precipitat. Suspensia rezultatd a fost agitatd timp de
aproximativ 1 h la temperatura camerei §i apoi precipitatul a fost colectat prin filtrare sub
atmosferd de azot uscat. Precipitatul umed de pa filtru a fost spédlat cu acetat de etil (1 x 300 ml) si
eter metil terf-butilic (1 x 300 ml), apoi s-a uscat sub un curent de azot uscat timp de aproximativ
25 min. Materialul a fost apoi uscat intr-un cuptor cu vid timp de 4 ore la temperatura camerei, s-a
obtinut compusul din titlu (56,6 g, puritatea aproximativ 85%).

Exemplul 8

Prepararea  dihidroclorurii  de  1-[[(6R, 7R)-7-[[(27)-(2-amino-5-clor-4-tiazolil)  [(3-
aminopropoxi) imino] acetil] amino] -2 carboxi-8-0xo-5-tia-1-azabiciclo[4,2,0]oct-2-en-3-1]
metil] piridiniu

La metanol (187.5 ml, 4751.9 mmol) la -10°C s-a addugat clorurd de acetil (138,8 ml, 1952.1
mmol) prin picurare cu viteza suficientd pentru a mentine temperatura internd la sau sub
15°C. Dupa aditie, amestecul de reactie s-a incalzit pana la temperatura camerei si s-a agitat timp
de 1 h. Amestecul de reactie s-a addugat apoi prin picurare la un amestec de hidroclorurd de 1-
[[(6R, 7R)-7-[[(27)-(2-amino-5-clor-4-tiazolil) [(3-N-tert-butixicarbonil
aminopropoxi)imino]acetilJamino]-2-carboxi-8-oxo-5-tia-1-azabiciclo[4,2,0]oct-2-en-3-1]  metil]
piridiniu (50.0 g, 65.1 mmol) In metanol (187.5 ml) racit pana la -10°C. Aditia a fost efectuatd o
vitezd suficientd pentru a mentine temperatura internd a amestecului de reactie la sau sub
0°C. Amestecul rezultat a fost agitat la 0°C timp de aproximativ 6 ore si apoi s-a addugat prin
picurare la acetond (1.50 1). Amestecul rezultat a fost agitat la temperatura camerei timp de 1 h si
apoi precipitatul a fost colectat prin filtrare sub atmosferad de azot uscat. Turta umeda a fost spalatd
cu un amestec de 1:1 v/v de alcool izopropilic si acetat de izopropil (1 x 600 ml) si apoi cu eter
metil ter{-butilic (1 x 600 ml). Materialul a fost apoi uscat intr-o cuptor cu vid (cu un curent de
azot) la temperatura camerei timp de aproximativ 4 ore cu obtinerea compusului din titlu (33.34 g,
puritate aproximativ 93.1%). O a doua parte de compusul din titlu a fost izolatd din filtrat In mod
similar (2.6 g, puritate aproximativ 90.6%).

Exemplul 9

Prepararea trihidroclorurit =~ de  26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-clor-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-
carboxi-8-oxo0-3-(piridiniometil)-5-tia- 1 -azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-1l]amino]-2-oxoetiliden]
amino]oxi|propil]lamino]carbonil]-26-decarboxivancomicind

La o solutie agitatd de hidroclorura de vancomicind (56.56 g, 38.07 mmol) intr-un amestec de
DMSO (280.0 ml) si DMF (218.4 ml) la 0°C s-a addugat o suspensie de clorurd de 4- (4,6-
dimetoxi-1, 3,5-triazin-2-i1) -4-metilmorfolind (12.04 g, 43.51 mmol) in DMSO (30.80 ml) si
DMF (30.80 ml). Amestecul rezultat a fost agitat la 0 ° C timp de aproximativ 20 minute si apoi s-
a addugat un amestec de dihidroclorura de 1-[[(6R, 7R)-7-[[(27)-(2-amino-5-clor-4-tiazolil) [(3-
aminopropoxi) imino] acetil] amino] -2 carboxi-8-0xo-5-tia-1-azabiciclo[4,2,0]oct-2-en-3-1]
metil] piridiniu (28.00 g, 31.4 mmol) in DMSO (30.80 ml) si DMF (92.40 ml). Amestecul rezultat
a fost récit pana la -10°C si s-a agitat timp de 10 minute. La acest amestec s-a addugat N, N-
diizopropiletilamind (DIPEA) (27.58 ml, 158.34 mmol) cu o ratd care a permis mentinerea
temperaturii de reactie sub -5°C. Dupd addugarea completd a DIPEA, amestecul de reactie se agitad
la -10°C pani la aproximativ 1 ord (moment in care CLIP a aritat ci reactia este in esentd
completd). La amestecul de reactie s-a addugat solutie 1 v apoasa de acid clorhidric (186.76 ml) cu
o ratd car¢ a permis mentinerca temperaturii de reactie sub 0°C. Dupd aditia completa a acidului
clorhidric, amestecul de reactie a fost incélzit pana la 10°C si s-a addugat un amestec de acetonitril
(560.0 ml) si apa (92.40 ml). Apoi la amestecul de reactie s-a adaugat acetond (1.40 L) timp de
aproximativ 1 ord si suspensia rezultatd s-a agitat timp de aproximativ 30 minute. Apoi pentru a
colecta produsul solid (turta umed?), suspensia a fost filtrata intr-o atmosferd de azot. Turta umeda
a fost spélatd cu acetona (621.60 ml) si purjatd cu azot pand la uscare. La turta umeda s-a addugat
acetona (621.60 ml) si amestecul rezultat a fost agitat cu formarea unei suspensii §i apoi s-a filtrate
mtr-o atmosferd de azot pentru a colecta substanta solidd, care a fost purjatd cu azot timp de
aproximativ 20 minute. Apoi substanfa solida a fost apoi uscatd sub vid la temperatura camerei
timp de aproximativ 18 h cu obtinerea compusului din titlu sub forma de sare de trihidroclorura
(81.9 g, 39.12 mmol, randamentul 92,2%).

Exemplul 10

Purificarea 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-clor-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-0x0-3-
(piridiniometil)-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-1lJamino]-2-oxoetiliden] amino]oxi]propil]

amino]carbonil]-26-decarboxivancomicinei
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Intr-o coloana de 150mm din sticld de laborator s-a incércat copolimerul poli (stiren-
divinilbenzen) (PLRP-S, 100 A, 50 pp) si s-a echilibrat cu solutie 98:2 v/v de tampon acetat (100
mM)/acetonitril timp de aproximativ 40 minute cu o ratd a fluxului de 15 ml/min. Apoi o solutie
de trihidroclorura de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-clor-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-0x0-3-
(piridiniometil)-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-1lJamino]-2-oxoetiliden amino|oxi]
propil]amino]carbonil]-26-decarboxivancomicina (9.0 g, 4.30 mmol) in solutie de 98:2 v/v de
tampon acetat/acetonitril (120 ml) s-a incércat pe coloani echilibratd. Coloana s-a eluat cu solutie
98:2 v/v de tampon acetat/acetonitril timp de aproximativ 10 minute cu o ratd a fluxului de 15
ml/min §i apoi cu solutie 93:7 v/v de tampon acetat/ acetonitril timp de aproximativ 62 minute cu o
ratd a fluxului de 15 ml/min (totodatd, s-a Incetat eluarea impuritatilor). Apoi coloana a fost eluata
succesiv cu (i) solutie de 92:8 v/v de tampon acetat/acetonitril timp de aproximativ 80 minute; (i1)
solutie de 91:9 v/v de tampon acetat/acetonitril timp de aproximativ 15 minute; (iii) solutie de
89:11 v/v de tampon acetat/acetonitril timp de aproximativ 20 minute si (iv) solutie 87:13 v/v de
tampon acetat/acetonitril timp de 20 pana la 30 minute (toate la o ratd a fluxului de 15 ml/min). In
procesul eludrii eluentul a fost monitorizat cu ajutorul unui detector UV la 254 nM si fractiile cu
continut de compus din titlu au fost colectate. Fractiile cu continut de compus din titlu au fost
combinate cu obtinerea unei solutii de compus din titlu sub forma de sare tri-acetat in aproximativ
1500 ml de solutie de tampon acetat/acetonitril.

Exemplul 11

Schimbul de sare cu obtinerea dihidroclorurii de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-clor-4-tiazolil)-2-
[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo-3-(piridiniometil )-5-tia- 1 -azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-il Jamino]-2-
oxoetiliden] amino]oxi]propil]Jamino]carbonil]-26-decarboxivancomicina

Intr-o coloana de 150mm din sticld de laborator s-a incércat copolimerul poli (stiren-
divinilbenzen) (PLRP-S, 100 A, 50 pp) si s-a echilibrat cu solutie 98:2 v/v de tampon acetat (100
mM)/acetonitril timp de aproximativ 2,25 h cu o ratd a fluxului de 15 ml/min. Solutia de compus
din titlu ca sare de tri-acetat in solutie de tampon acetat/acetonitril (aproximativ 1500 ml) s-a diluat
cu apd (4.6 1) si solutia formatd a fost incdrcatd pe coloand cu o artd a fluxului de 15-30 ml/min
timp de 4.65 h. Coloana s-a eluat cu un amestec 98:2 v/v de¢ solutie apoasd 20 mM de acid
clorhidric/acetonitril (600 ml) cu o ratd a fluxului de 10-15 ml/min (aproximativ 48 min). Apoi
coloana a fost eluatd cu un amestec 80:20 v/v de solutie apoasd 10 mM de acid
clorhidric/acetonitril cu o rati de 15 ml/min timp de 25 min. in procesul eluarii eluentul a fost
monitorizat cu ajutorul unui detector UV la 254 nM si eluentul cu continut de compus din titlu a
fost colectat. PH-ul solutiei cu continut de compus din titlu constituia 2.2 (la 13°C). A fost ajustat
pH solutiei la 4.27 (la 14°C) prin aditia a 5 mas% de solutie apoasd de bicarbonat de sodiu. Solutia
formatd, care continea In esentd sarca de dihidroclorurd a compusului din titlu, a avut un volum
total de 212 ml. Prin CLIP s-a determinat, cd aceastd solutie contine 26.0 mg/ml de compus din
titlu (ca echivalent de baza purd). Solutia a fost diluatd cu apa rece (212 ml) cu obtinerea solutiei
cu un volum total de 424 ml si contindnd 13 mg/ml de compus din titlu (ca echivalent de baza
purd).

Exemplul 12

Prepararea probelor stabile

A. Sarea de monohidroclorurd (formula I, In care x este aproximativ 1)

Semnificatia pH unei solutii de sare de schimb a dihidroclorurii de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-
5-clor-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-0x0-3-(piridiniometil )-5-tia- 1 -azabiciclo

[4.2.0]oct-2-en-7-11]amino]-2-oxoetiliden |Jamino]oxi]propil Jamino]carbonil |-26-decarboxi

vancomicind (124 ml, 13.0 mg/ml de bazd liberd) s-a ajustat pand la pH 6,5 prin aditia a 5
mas% de solutie de bicarbonat de sodiu.

Probele (2 ml fiecare) de aceasta solutie au fost plasate in 21 flacoane cu dopuri de cauciuc cu
orificii. Fiolele au fost liofilizate la -40°C sub vid (40-60 mTorr) timp de aproximativ 5 zile cu
obtinerea a 21 de flacoane contindnd sare de monohidroclorurda (26 mg, ca echivalent de baza
purd) (formula I, in care x este aproximativ 1) sub forma de pulbere liofilizata.

Analiza flacoanelor reprezentative a relevat, cd probele au avut un continut de apa de 1,7%
(Karl Fisher), de solvent rezidual (de acetonitril) de 0.6% (analiza CG) si o puritate de 90.4%
(analiza CLIP).

B. Sare de monohidroclorurd (formula I, x este aproximativ 1), zaharoza si glicind

La o solutie a monohidroclorurii de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-clor-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-
carboxi-8-ox0-3-(piridiniometil)-5-tia- 1 -azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-1l]amino]-2-
oxoetiliden]amino]oxi]propil Jamino]carbonil]-26-decarboxivancomicind (75 ml, 13.0 mg/ml, 975
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mg) s-a addugat zaharoza (975 mg) si glicina (1.46 g). Amestecul a fost agitat pand la dizolvarea
materialelor. Semnificatia pH solutiei obtinute constituia 6,7.

Probele (2 ml fiecare) de aceasta solutie au fost plasate in 21 flacoane cu dopuri de cauciuc cu
orificii. Fiolele au fost liofilizate la -40°C sub vid (40-60 mTorr) timp de aproximativ 5 zile cu
obtinerea a 21 de flacoane contindnd sarea de monohidroclorurd (26 mg ca echivalent de baza
purd), zaharoza (26 mg) si glicind (39 mg) sub forma de pulbere liofilizata.

Analiza flacoanelor reprezentative au ardtat, cd probele au avut un continut de apa de 0,5%
(Karl Fisher), de solvent rezidual (acetonitril) de 0.6% (analiza CG) si o puritate de 90.4% (analiza
CLIP).

C. Sare de dihidroclorurd (formula I, in care x este aproximativ 2)

Probele (2 ml fiecare) de o solutie de sare de schimb a dihidroclorurii de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-
amino-5-clor-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo0-3-(piridiniometil)-5-tia- 1 -
azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-il Jamino]-2-oxoetiliden Jamino]oxi]propil Jamino|carbonil ]-26-
decarboxivancomicina (124 ml, 13.0 mg/ml) cu un pH de 4.4 au fost plasate in 21 flacoane cu
dopuri de cauciuc cu orificii. Fiolele au fost liofilizate la -40°C sub vid (40-60 mTorr) timp de
aproximativ 6 zile cu obtinerea a 21 flacoane ce continut de sarea de dihidroclorura (26 mg ca
echivalent de baza purd) sub forma de o pulbere liofilizata.

Analiza flacoanelor reprezentative au ardtat, cd probele au avut un continut de apa de 1,1%
(Karl Fisher), de solvent rezidual (acetonitril) de 0.3% (analizd CQ) si o puritate de 90.1% (analiza
CLIP).

D. Sare de dihidroclorurd (formula I, In care x este aproximativ 2), zaharoza si glicind

La o solutie de sare de schimb a dihidroclorurii de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-clor-4-tiazolil)-
2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-ox0-3-(piridiniometil)-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-ilJamino]-2-
oxoetilidenJamino]oxi]propil Jamino]carbonil]-26-decarboxivancomicind (150 ml, 13.0 mg/ml,
1.95 g) la pH 4,27 s-a addugat zaharoza (1.95 g) si amestecul a fost agitat pand la dizolvarea
zaharozei. La aceasta solutie (104 ml) s-a addugat glicind (2.03 g). Amestecul a fost agitat pana la
dizolvarea glicinei.

Probele (2 ml fiecare) de aceasta solutie au fost plasate in 21 flacoane cu dopuri de cauciuc cu
orificii. Fiolele au fost liofilizate la -40°C sub vid (40-60 mTorr) timp de aproximativ 6 zile cu
obtinerea a 21 de flacoane continand sarea de dihidroclorurd (26 mg, ca echivalent de baza purd),
zaharoza (26 mg) si glicind (39 mg) sub forma de o pulbere liofilizata.

Analiza flacoanelor reprezentative au ardtat, cd probele au un continut de apa de 0,5% (Karl
Fisher), de solvent rezidual (acetonitril) de 0.8% (analizd CG) si o puritate de 90.6% (analiza
CLIP).

E. Sare de trihidroclorurd (formula I, In care x este aproximativ 3)

Semnificatia pH unei solutii de sare de schimb a dihidroclorurii de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-
5-clor-4-tiazolil)-2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-0x0-3-(piridiniometil)-5-tia- 1 -azabiciclo  [4.2.0]oct-2-
en-7-il]Jamino]-2-oxoetiliden Jamino]oxi|propil Jamino]-carbonil] -26-decarboxi

vancomicind a fost ajustatd pana la 2,0 prin aditia solutiei apoase IN de acid clorhidric.

Probele (2 ml fiecare) de aceasta solutie au fost plasate in 21 flacoane cu dopuri de cauciuc cu
orificii. Fiolele au fost liofilizate la -40°C sub vid (40-60 mTorr) timp de aproximativ 6 zile cu
obtinerea a 21 de flacoane contindnd sarea de trihidroclorurd (26 mg ca echivalent de baza purd)
sub forma de o pulbere liofilizata.

Analiza flacoanelor reprezentative au ardtat, cd probele au un continut de apa de <0.8% (Karl
Fisher), de solvent rezidual (acetonitril) de 0.3% (analiza CG) si o puritate de 84.5% (analiza
CLIP).

F. Sare de trihidroclorurd (formula I, in care x este aproximativ 3), zaharoza si glicind

Semnificatia pH unei solutii a dihidroclorurii de 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-clor-4-tiazolil)-2-
[[(6R,7R)-2-carboxi-8-oxo-3-(piridiniometil )-5-tia- 1 -azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-7-il Jamino]-2-
oxoetiliden]amino]oxi]propilJamino]-carbonil] -26-decarboxivancomicind (13,0 mg/ml), zaharoza
(13.0 mg/ml) si glicina (19,5 mg/ml) s-a ajustat pana la 2,0 prin adifia in picéturi a solutiei apoase
IN de acid clorhidric.

Probele (2 ml fiecare) de aceasta solutie au fost plasate in 21 flacoane cu dopuri de cauciuc cu
orificii. Fiolele au fost liofilizate la -40°C sub vid (40-60 mTorr) timp de aproximativ 5 zile pentru
cu obtinerea a 21 de flacoane continand sarea de trihidroclorurd (26 mg ca echivalent de baza
purd), zaharoza (26 mg) si glicind (39 mg) sub forma de o pulbere liofilizata.

Analiza flacoanelor reprezentative au ardtat, cd probele au un continut de apa de 0,5% (Karl
Fisher), de solvent rezidual (acetonitril) de 0.1% (analiza CG) si o puritate de 91.3% (analiza
CLIP).
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Exemplul 13

Depozitarea si analiza probelor de stabilitate

Au fost pregitite doua suporturi, care contineau cédte sase flacoane de fiecare tip de proba de
stabilitate (6 x 6 = 36 flacoane, Exemplele 12A-F). Un suport a fost depozitat intr-o lada protejata

5 de lumina la temperatura camerei, iar celdlalt suport a fost depozitat intr-un frigider la temperaturd

de la 2 pand la 8°C. O fiola reprezentativa de fiecare tip de proba stabilitate a fost analizatd prin
CLIP dupa depozitare timp de 1, 3, 6 i 12 luni pentru a determina puritatea. Rezultatele sunt
prezentate in Tabelele 1-6.

Tabelul 1
Stabilitatea compusilor cu formula I la depozitare in conditii de refrigerare
Monohidroclorurd Dihidroclorurd Trihidroclorurd
Timpul (M)} Puritatea A3 Puritatea A Puritatea A
(%)* (%) (%)
0 90,4 - 90,1 - 84,5 -
1 90,0 -0,4 89,9 -0,2 84,0 -0,5
3 90,2 -0,2 89,4 -0,7 80,7 -3,8
6 90,4 0,0 90,8 0,7 79,4 -5,1
12 87,4 -3,0 87,2 -2,9 76,0 -8,6
! Timpul in luni de zile
2 Puritatea esantionului, calculati in baza suprafetei CLIP, exprimatd in procente.
* Modificarea purititii, exprimate in procente, incepand de la momentul timpului = 0.
10 Datele din tabelul 1 atestd, cid puritatea sarii de trihidroclorura (formula I, in care x este

aproximativ 3) s-a redus mai semnificativ, decdt puritatea oricdrei sdri de mono- sau
dihidroclorurd, in cazurile, in care sdrurile au fost depozitate la o temperaturd de la 2 pand la 8°C
timp de 12 luni. Puritatea sarii de trihidroclorurd s-a redus cu 8,6%, comparativ cu 3,0% si 2,9%
pentru sarurile de mono- si dihidroclorurd, respectiv. Aceste rezultate sunt prezentate in fig. 1.

15
Tabelul 2
Stabilitatea compusilor cu formula I la depozitare la temperatura camerei
Monohidroclorurd Dihidroclorurd Trihidroclorurd
Timpul (M)! Puritatea A3 Puritatea Puritatea A3

(%)* (%) (%)*
0 90,4 - 90,1 - 84,5 -
1 89,3 -1,1 85,3 -4,8 74,8 -9,7
3 82,0 -8,4 82,5 -7,6 69,5 -15,0
6 79,9 -10,5 81,4 -8,7 56,5 -28,0
12 67,0 -23.4 69,6 -20,5 50,4 -34,2

! Timpul in luni de zile
2 Puritatea esantionului, calculatd in baza suprafetei CLIP, exprimatd in procente.
20 * Modificarea purititii, exprimate in procente, incepand de la momentul timpului = 0.

Datele din tabelul 2 atestd, cid puritatea sarii de trihidroclorura (formula I, in care x este
aproximativ 3) s-a redus mai semnificativ, decdt puritatea oricdrei sdri de mono- sau
dihidroclorurd, in cazurile, in care sarurile au fost depozitate la temperatura camerei timp de 12

25 luni. Puritatea sérii de trihidroclorurd s-a redus cu 34,2%, comparativ cu 23,4% si 20,5% pentru
sarurile de mono- si dihidroclorurd, respectiv. Aceste rezultate sunt prezentate in fig. 2.

Tabelul 3
Stabilitatea compusilor cu formula I in compozitii cu continut de zaharoza si glicind la depozitare
30 in conditii de refrigerare
Monohidroclorurd Dihidroclorurd Trihidroclorurda
Timpul (M)! Puritatea A’ Puritatea Puritatea A3
(%) (%) (%)
0 90,4 - 90,6 - 91,3 -
1 90,7 0,3 89,8 -0,3 91,5 0,2
3 88,9 -1,5 89,4 -0,7 90,8 -0,5
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6 91,7 1,3 90,8 0,7 92,8 1,5
12 88,5 -1,9 87,2 -2,9 90,1 -1,2

! Timpul in luni de zile

2 Puritatea esantionului, calculati in baza suprafetei CLIP, exprimatd in procente.

* Modificarea purititii, exprimate in procente, incepand de la momentul timpului = 0.

Datele din tabelul 3 atestd, ca puritatea sarurilor de mono-, di- si trihidroclorurd (formula I, in
care X este aproximativ 1, 2 si 3) s-a redus cu un procent aseméandtor cu procentul pentru sérurile
formulate cu zaharozd si glicind si péstrate la o temperatura de la 2 pand la 8°C timp de 12
luni. Puritatea sarurilor de mono-, di- §i trihidroclorura s-a redus cu 1.9%, 2.9% si 1.2%,

respectiv.
10

Tabelul 4

Stabilitatea compusilor cu formula I in compozitii cu continut de zaharoza si glicina la
depozitare la temperatura camerei

Monohidroclorura

Dihidroclorura

Trihidroclorurda

Timpul (M)! Puritatea A3
(%)

Puritatea

(%)

Puritatea A3
(%)*

90,4 -

90,6 -

91,3 -

89,0 -1,4

89,8 -0,8

89,2 2,1

86,9 -3,5

87,7 -2,9

84,4 -6,9

(@ N 1SS Eo Kan)

87,9 -2,5

90,8 0,2

82,5 -8,8

Ju—
[\

81,5 -8,9

83,8 -6,8

65,0 -26,3

15

20

25

! Timpul in luni de zile
2 Puritatea esantionului, calculatd in baza suprafetei CLIP, exprimatd in procente.
* Modificarea purititii, exprimate in procente, incepand de la momentul timpului = 0.

Datele din tabelul 4 atestd, cid puritatea sarii de trihidroclorura (formula I, in care x este
aproximativ 3) s-a redus mai semnificativ, decdt puritatea oricdrei sdri de mono- sau
dihidroclorurd, in cazurile, in care sarurile au fost asociate in compozitii cu zaharoza si glicind si
erau depozitate la temperatura camerei timp de 12 luni. Puritatea sédrii de trihidroclorurd s-a redus
cu 26,3%, comparativ cu 8,9% si 6,8% pentru sdrurile de mono- si dihidroclorura,
respectiv. Aceste rezultate sunt prezentate in fig. 3.

Tabelul 5
Stabilitatea sérii de monohidroclorurd (formula I, in care x este aproximativ 1)
la depozitare la temperatura camerei

Mono HCI Mono HCl+zaharozd+glicind

Timpul (M)! Puritatea A3 Puritatea A
(%) (%)

90,4 - 90,4 -

89,3 -1,1 89,0 -1,4

W=

82,0 -8,4 86,9 -3,5

6 79,9 -10,5 87,9 -2,5

12 67,0 -23,4 81,5 -8,9

30

35

40

! Timpul in luni de zile
2 Puritatea esantionului, calculatd in baza suprafetei CLIP, exprimatd in procente.
* Modificarea purititii, exprimate in procente, incepand de la momentul timpului = 0.

Datele din tabelul 5 atestd, ca puritatea sari de monohidroclorurd (formula I, In care x este
aproximativ 1) s-a redus semnificativ mai pufin in cazul in care sarea a fost formulatd cu zaharoza
si glicind si depozitatd la temperatura camerei timp de 12 luni. Puritatea sérii de monohidroclorurd
s-a redus cu 23,4%, comparativ cu 8,9% pentru monohidroclorura formulatd cu zahar si
glicind. Aceste rezultate sunt prezentate in fig. 4.
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Tabelul 6
Stabilitatea sdrii de dihidroclorurd (formula I, in care x este aproximativ 2)
la depozitare la temperatura camerei
Di HCI Di HCl+zaharoza+glicind
Timpul (M)! Puritatea A’ Puritatea
(%)* (%)*
0 90,1 - 90,6 -
1 85,3 -4,8 89,8 -0,8
3 82,5 -7,6 87,7 -2,9
6 81,4 -8,7 90,8 0,2
12 69,6 -20,5 83,8 -6,8

10

15

! Timpul in luni de zile
2 Puritatea esantionului, calculatd in baza suprafetei CLIP, exprimati in procente.
* Modificarea purititii, exprimate in procente, incepand de la momentul timpului = 0.

Datele din tabelul 6 atestd, cd puritatea sari de dihidroclorurd (formula I, in care x este
aproximativ 2) s-a redus semnificativ mai pufin in cazul in care sarea a fost formulatd cu zaharoza
si glicind si depozitatd la temperatura camerei timp de 12 luni. Puritatea sérii de dihidroclorura s-a
redus cu 20,5%, comparativ cu 6,8% pentru dihidroclorura formulata cu zahar si glicind. Aceste
rezultate sunt prezentate in fig. 5.

Astfel, compusii cu formula I, in care x este aproximativ 1 si aproximativ 2, adica, sdrurile de
mono- si dihidroclorurd sunt semnificativ mai stabile, decét sarea de trihidroclorura la depozitare
timp de 12 luni la temperatura camerei sau la temperaturd de la 2 pana la 8°C. In plus, sarurile de
mono- si dihidroclorurd sunt mai stabile la depozitarea la temperatura camerei timp de 12 luni in
cazul, In care astfel de sdruri sunt formulate cu zaharoza si glicina.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

. US 6878868 B2 2005.04.12

. US 6974797 B2 2005.12.13

. US 7067481 B2 2006.06.27

. US 7067482 B2 2006.06.27

. US 7601690 B2 2009.10.13

. Long et al., J. Antibiot. 61(10): 595-602 (2008)

. Long et al., J. Antibiot. 61(10): 603-614 (2008)

. Leuthner et al, Antimicrob. Agents Chemother. 2010, 54(9): 3799
. Hegde et al, Antimicrob. Agents Chemother. 2012, 56(3): 1578
10. Blais et al, Antimicrob. Agents Chemother. 2012, 56(3): 1584
11. Tyrell et al, Antimicrob. Agents Chemother. 2012, 56(4): 2194
12. EP 0325112 A1 1989.07.26

13. US 5254545 A 1993.10.19

14. Burgess et al, J. Chem. Soc. Perkin Trans. 2, 97 (1994)

15. US 2010010278 A1 2010.01.14

16. EP 0438747 Al 1991.07.31

17. JP 4142149 B2 2008.08.27
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(57) Revendicari:

1. Compus cu formula I:

OH
CH,
o} Wl 3
WNH
ﬁ .
o CH,
N CH;
/—/_ ;
N,O HO
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! B .
S 1.5 [ X *x HCI
S 3
>7N 8] J"N > Ne =
HN o |
) Q”

n care x se afld in intervalul de la 1 pana la 2.

2. Compus, conform revendicarii 1, In care x este 1.

3. Compus, conform revendicdrii 1, n care x este 2.

4. Compozitie farmaceutica care confine un purtitor farmaceutic acceptabil si un compus,
conform revendicarii 1, 2 sau 3.

5. Compozitie farmaceuticd, care contine (a) compusul, conform revendicarii 1, 2 sau 3; (b)
zaharoza si (c) glicind sau o sare farmaceutic acceptabild a acestuia.

6. Compozitie farmaceuticd, conform revendicdrii 5, in care compozitia este o compozitie
liofilizata.

7. Compozitie farmaceutica care contine:

(a) un compus, conform revendicarii 1, 2 sau 3;

(b) 0,5 péana la 2,0 parti din greutate de zaharoza si

(c) 0,5 pana la 2,0 parti din greutate de glicina (ca echivalent de baza liberd);

in care partile din greutate de zaharoza si glicina se bazeazd pe partea din greutate de compus,
conform revendicdrii 1, 2 sau 3 (ca echivalent de baza libera).

8. Compozitie farmaceuticd, conform revendicarii 6, In care compozitia contine 1,0 parte din
greutate de zaharoza si 1,5 parti din greutate de glicina.

9. Compozitie farmaceutica, conform revendicarii 8, in care modificarea puritdtii compusului,
conform revendicdrii 1, 2 sau 3 (ca echivalent de baza liberd), in compozitia farmaceutica este mai
micd de 10%, méasuratd prin cromatografia de lichide de inaltd performantd dupd depozitare timp
de 12 luni la o temperaturd in intervalul de la 18°C péand la 25°C.

10. Metodd de tratament al unei infectii bacteriene la un pacient, metoda prevazand
administrarea la pacient a unui compus, conform revendicarii 1, 2 sau 3.

11. Metodd de tratament al unei infectii bacteriene la un pacient, metoda prevazand
administrarea la pacient a unei compozitii farmaceutice care confine un purtator farmaceutic
acceptabil si un compus, conform revendicérii 1, 2, sau 3.

12. Compus, conform revendicérii 1, 2 sau 3, pentru utilizare in tratamentul unei infectii
bacteriene.

13. Procedeu de obtinere a unui compus, conform revendicarii 1, care prevede etapele de:

(a) formare a unei compozitii apoase care contine 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-clor-4-tiazolil)-
2-[[(6R,7R)-2-carboxi-8-0x0-3-(piridiniometil)-5-tia-1-azabiciclo  [4.2.0]oct-2-en-7-1l]amino]-2-
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oxoetilidenJamino]oxi]propil Jamino]-carbonil]-26-decarboxivancomicind si acid clorhidric intr-un
raport molar de 1:1 pand la 1:2;

(b) liofilizare a compozitiei apoase cu obtinerea compusului, conform revendicarii 1.

14. Procedeu, conform revendicdrii 13, in care raportul molar este de 1:1.

15. Procedeu, conform revendicdrii 13, in care raportul molar este de 1:2.

16. Metoda de reducere a degradarii 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-clor-4-tiazolil)-2-[[(6R, 7R)-
2-carboxi-8-ox0-3-(piridiniometil)-5-tia-1-azabiciclo  [4.2.0]oct-2-en-7-ilJamino]-2-oxoetiliden]
amino]oxi|propillamino]carbonil]-26-decarboxivancomicinei, care prevede (a) formarea
compusului, conform revendicarii 1, 2 sau 3, si (b) depozitarea compusului, conform revendicarii
1, 2 sau 3, la o temperatura in intervalul de la -25°C pana la 25°C.

17. Metoda, conform revendicdrii 16, in care temperatura este in intervalul de la 2 ° C panéa la 8
°C.

18. Metodd de reducere a degradarii 26-[[[3-[[(Z)-[1-(2-amino-5-clor-4-tiazolil)-2-[[(6R, 7R)-
2-carboxi-8-ox0-3-(piridiniometil)-5-tia-1-azabiciclo  [4.2.0]oct-2-en-7-ilJamino]-2-oxoetiliden]
amino]oxi|propil]Jamino]carbonil]-26-decarboxivancomiciner in timpul depozitarii, care prevede
(a) formarea unei compozitii farmaceutice, conform revendicirii 8, si (b) depozitarea compozitiei
farmaceutice la o temperatura in intervalul de la -25°C péna la 25°C.

19. Metoda, conform revendicarii 18, in care temperatura este in intervalul de la 2°C péna la
8°C.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuali
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinfdu, Republica Moldova
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