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A taldlmdny targya eljras kristalyos etopozid-4'-foszfat —akapott oldatott sziirik és a szlirletet keverés kézben
dietanolat el6allitasara, melynek soran lehitik, és
~ etanol és amorf etopozid-4'-foszfat elegyét vissza- — a kristalyos dietanolatot elvélasztjak.
folyatas kozben forraljak, A taldlmény szerinti vegyiilet gyogyszerészetben rak-
— a nyert terméket viz vagy metanol hozzaadasaval ellenes szerként alkalmazhatd, és eldnyés adagoldsi és
oldatba viszik, stabilitasi tulajdonsagokkal rendelkezik.
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A taldlminy targya kristdlyos etopozid-4'-foszfat
dietanol szolvat eléallitasa.

Az etopozid rékellenes hatéanyag, amelyet az Ame-
rikai Egyesiilt Allamokban kissejtii tiidérk és nehezen
gy6gyithat6 heretumor kezelésére engedélyeztek. Mivel
az etopozid csak kissé oldhato vizben, valamely szerves
olddszer vagy szerves olddszerkeverék sziikséges az
etopozid-oldat eléallitasdhoz. A jelenleg kereskedelem-
ben forgalmazott, parenteralis adagolasra alkalmas
etopozid-készitmény tébb oldészerbdl allé olddszer-
rendszert tartalmaz.

Az (1) dltalanos képletil etopozid-4'-foszfatot s a (II)
altalanos képletli natriumsdjét a 4,904,768 szami ame-
rikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirasban leirtak,
mint az etopozid képzésére alkalmas prodrogot, és kimu-
tattak, hogy in vivo tumorellenes tesztvizsgéalatban az
etopozidhoz hasonl6 aktivitast mutat.

Mig az etopozid vizben val6 oldhatésaga kériilbeliil
0,1 mg/ml, az etopozid-4'-foszfat és ennek dinatriumséja
nagyobb egyenldé 100 mg/m! vizben valé oldhatésaggal
rendelkezik, és ebbdl eredden lehetévé teszi gyogysze-
részeti készitmény eldallitasat, amely csak kis mennyi-
ségli szerves olddszert tartalmaz, vagy egyaltalin nem
tartalmaz szerves olddszert. A korabbiakban az eto-
pozid-4'-foszfatot és dindtriumsojit pelyhes, amorf
anyagként irtak le, amely nehezen kezelhetd, és allas
kézben hajlamos bomldsra. Ennélfogva a jelen talal-
many egyik célja, hogy olyan etopozid-4'-foszfat format
allitsunk eld, amely elénydsebben alkalmazhat6 gyégy-
szerészeti célokra, mint a korabbi formak. A taldlmany
targya olyan 0j, kristalyos etopozid-4'-foszfat etanol
szolvat elballitasa, amely kdnnyebben kezelhetd, és az
ismert etopozid-4'-foszfat formakkal &sszehasonlitva
nem vart, nagy stabilitdssal rendelkezik.

A taldlmany targya eljaras stabil, kristalyos etopozid-
-4'-foszfat dietanol szolvat el$allitasara amely a (III)
képletii vegyiilet, és a tovdbbiakban etopozid-4'-foszfat
dietanolat névvel jeldljiik.

A taldlmédny szerinti eljards sorén az etopozid-4'-fosz-
fat etanol-tartalmu olddszer-rendszerben késziilt, telitett
oldatat allitjuk el6.

Az abrak rovid leirdsa

Az 1. dbra az etopozid-4'-foszfat dietanolét rontgen-
diffrakcids poranalizisét mutatja.

A 2. dbra az etopozid-4'-foszfat dietanoldt H-MR-
spektrumat (D,0, 200 MHz) mutatja.

Etopozid-4'-foszfat-dietanolat elédllitdsa

Kristilyos etopozid-4'-foszfat-dietanolatot Aallitha-
tunk el6 gy, hogy az etopozid-4'-foszfat etanollal ké-
sziilt, telitett oldatat képezziik, majd hagyjuk a kristalyo-
kat kivalni, és a kristilyokat elvélasztjuk. A kiindulasi
anyag etopozid-4'-foszfatot a 4,904,768 szamu amerikai
egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirasban leirt eljaras-
nak megfelelden allithatjuk el6, amelynek soran az eto-
pozidot difenil-klér-foszfattal reagaltatjuk, és a kapott
terméket katalitikusan hidrogénezziik. Az ezzel az elja-
rassal nyert termék amorf anyag, amelyet kristalyos
etopozid-4'-foszrat-dietanolattd alakithatunk 4t, a jelen
talalmanynak megfeleléen.
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Az etopozid-4'-foszfat telitett etanolos oldatat tgy
allithatjuk el6, hogy az etopozid-4'-foszfatot, az etanolt
€s egy koszolvenst elegyitjiik; ahol a koszolvens lehet
viz vagy metanol. Amennyiben sziikséges, az elegyet
melegithetjiik, abbdl a célbol, hogy teljes oldodast biz-
tositsunk. Amennyiben az oldatot a kristalyosodashoz
szilkséges homérsékleten 4llni hagyjuk, kristalyos
etopozid-4'-foszfat-dietanolat képzddik, A hémérséklet
nem kritikus befolyasu, és lehet példdul kériilbeliil 0 °C
—koriilbeliil 65 °C kozotti, de elénydsen a kristalyositast
szobahdmérsékleten, azaz koriilbeliil 15 °C — koriilbeliil
25 °C kozotti homérsékleten hajtjuk végre. A kivant
termeék kristalyosodasa altalaban lassi folyamat, és jel-
lemzden az oldatot koriilbeliil 18 — kériilbeliil 72 6ran at
keverjiik, miel6tt a kristdlyokat elvalasztjuk. Kivéant
esetben az oldatot beolthatjuk kis mennyiségii, korabban
képzett etopozid-4'-foszfat-dietanolat kristallyal. A kris-
tdlyokat szokésos eljarasokkal vélaszthatjuk el, amely
lehet példaul sziirés, és a kristalyos anyagot szaraz eta-
nollal mossuk, majd megszaritjuk. Igy etopozid-4'-fosz-
fat-dietanolét szintelen, kristalyos, szilard anyagot ka-
punk. A szaritast elénydsen vikuumban, 20-25 °C ko-
zotti hdmérsékleten végezziik.

Egy jellemzd eljarasban az etopozid-4-foszfatot sza-
raz etanollal, elény&sen kériilbeliil 1 g etopozid-4'-fosz-
fatot kériilbeliil 15 ml etanollal elegyitjiik, majd az ele-
gyet visszafolyatds melletti forrashémérsékletre mele-
gitjik. Ehhez a keverékhez megfeleld mennyiségii vizet
adagolunk, hogy a teljes oldoddst biztositsuk; ez a viz-
mennyiség koriilbeliil 0,3 ml — koriilbeliil 0,6 ml, 1 g
etopozid-4'-foszfat anyagra szamitva. Az oldatot forrén
lesziirjiikk, amennyiben sziikséges, hogy a nem oldédott
szennyezddéseket eltavolitsuk, majd a sziirletet hagyjuk
keverés kozben szobah6meérsékletre, azaz koriilbeliil
15-25 °C hémérsékletre lehiilni. A sziirletet ezt kovetd-
en a kristaly képzodéséhez sziikséges hémérsékleten
tartjuk, mindaddig, ameddig megfeleldé mennyiségii
kristalykivélds torténik. A kristdlyosodds megtorténhet
ugyan kériilbeliil 55-65 °C hémérsékleten is, elénydsen
az oldatot kristalyositds céljabol szobahémérsékleten
tartjuk. Ennek megfelelen az oldatot koriilbeliil 18-72
6ran atkeverjiik, majd a képzddott kristalyokat sziiréssel
eltavolitjuk, a kristalyos anyagot szaraz etanollal mos-
suk, és megszaritjuk. A kivant terméket szintelen, kris-
talyos, szilard anyagként kapjuk. A fenti eljarast az alab-
bi példdkon részletesen bemutatjuk.

1 példa

Etopozid-4'-foszfait-dietanoldt eléallitdsa etopozid-
-4"-foszfatbol kiindulva

18,0 g amorf etopozid-foszfithoz 270 mi szaraz eta-
nolt adunk. Az elegyet visszafolyatds mellett forrasho-
mérsékletre melegitjiikk, majd annyi ionmentes vizet
adunk hozza, amely a teljes oldodast biztositja (5—-10 ml
viz sziikséges). Ezt ko vetden az olddszert forrén lesziir-
Jik, majd hagyjuk kériilbeliil 20 °C hémérsékletre hiil-
ni, és 18 oran 4t keverjiik. A terméket sziiréssel elva-
lasztjuk, a szlirt, kristalyos anyagot kétszer 20 ml szaraz
etanollal mossuk, majd vakuumban, 20 °C hdmérsékle-
ten 18 Ordn at szaritjuk. Szintelen, kristalyos, szilard
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etopozid-foszfat-dietanolatot nyeriink, 15,4 g (91%-o0s
hozam).

Mais eljaras szerint kristalyos etopozid-4'-foszfat-
-dietanolatot allithatunk el6 gy, hogy a 4,904,768 sza-
mu amerikai szabadalmi leirdsban leirt etopozid-4'-fosz-
fat eléallitasi eljarasat egy utolso kristalyositasi Iépéssel
egészitjiik ki. A kristalyos etopozid-4'-foszfat-dietanolat
etopozidbol kiinduld altalanos elballitasi eljardsat az
alabbiakban ismertetjiik. Az etopozid-4'-foszfatot a
4,904,768 szami amerikai szabadalmi leirdsban leirt,
modositott eljarassal allitjuk elo.

2. példa
Etopozid-4'-foszfat-dietanoldt elddllitasa etopozid-
bol kiindulva

A) Etopozid-4'-dibenzil-foszfat eléallitdsa

446,5 g (1,70 mol, 2 ekvivalens) dibenzil-foszfit 3,5 1
diklér-metanban késziilt, kevert oldatdhoz 20 °C homeér-
sékleten egy részletben 227,5 g (1,70 mol, 2 ekvivalens)
N-kl6r-szukcinimidet adagolunk. A reakcidelegyet 3 orén
at 30 °C hémérsékleten keverjiik, majd 0 °C homérsekletre
hitjiik, és 1272 érén at ezen a hémérsékleten tartjuk, majd
leszlirjik. Az igy eloallitott dibenzil-klér-foszfat-oldat
(62,5%; 1,25 ekvivalens) egy részét 1-1,5 6ra id6tartam
alatt 500 g (0,85 mol) etopozid 10,5 g (0,086 mol, 0,1
ekvivalens) 4-(dimetil-amino)-piridin  és  311,5 ml
(1,75 mol, 2,1 ekvivalens) N,N-diizopropil-etil-amin 5 1
széraz acetonitrilben késziilt oldatahoz adagoljuk inert gaz
atmoszféraban, —15 — —20 °C hdmérsékleten. A reakcio-
elegyet 20 percen at—15 — —20 °C hdmérsékleten kever-
jiik, és kis mennyiségii (0,1-0,25 ekvivalens) dibenzil-kl6r-
foszfat adagokat adunk hozz4 mindaddig, amig nagynyo-
masu folyadék-kromatografias analizis (HPLC) szerint az
etopozid legalabb 98%-a talakult.

A reakcidelegyhez ezt kovetden 51(0,5 mol) KH,PO,
oldatot adunk, és az elegyet hagyjuk szobahdmérsékletre
melegedni. A szerves fazist elvalasztjuk, és kétszer 2 1
10%-o0s natrium-klorid-oldattal mossuk. Azutan a szer-
ves oldatot natrium-szulfaton megszaritjuk, és az oldo-
szert vaikuumban elparologtatjuk. A nyers, szilard anya-
got szilikagélen, 20% etil-acetat/diklér-metan, 40% etil-
acetat/diklor-metan, végiil etil-acetat eluens alkalmaza-
saval, kromatografia segitségével tisztitjuk. A kivéant
terméket tartalmazé frakcidkat egyesitjiik, és vakuum-
ban 2 1 térfogatra beparoljuk. Az oldatot erds keverés
kozben lassan 5 1 heptanhoz adjuk, majd az elegyet
20 °C homérsékleten 1--3 6ran at keverjiik. Ezt kovetden
az elegyet lesziirjiik, €s a csapadékot 40 °C hdmérsékle-
ten 18 6rdn at vakuumban szaritjuk. 505 g (70% terme-
1és) cim szerinti vegyiiletet nyertink.

B) Kristdlyos etopozid-4'-foszfat-dietanoldt eldalli-
tdsa

500 g (0,59 mol) etopozid-4'-dibenzil-foszfat 2 | me-
tanolban késziilt oldatat adagoljuk 50 g 10%-os aktiv
szénre felvitt palladium (Pd/C) katalizator 1 1 metanol-
ban késziilt szuszpenzidjahoz, majd a szuszpenziot ko-
riilbeliil 37 °C hémérsékletre melegitjiik. Az elegyhez
lassan 555 g (660 ml, 5,89 mol, 10 ekvivalens) 1-metil-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

-1,4-ciklohexadién 1 1 metanolban késziilt oldatat
adagoljuk, majd a szuszpenziét 40—45 °C homérsékle-
ten keverjiik, amig a reakcié vékonyréteg-kromatog-
rafias analizis szerint befejezédik. A reakcidelegyet
ezutan lesziirjiik, és a szlirlet térfogatat beparlassal
vagy tovabbi metanol hozzdadasaval 1 1 térfogatra al-
litjuk be. A kapott oldatot ezutan 4 1 szaraz etanolhoz
adagoljuk. Az oldatot etopozid-4'-foszfat standard
kristéllyal beoltjuk, majd kériilbeliil 2,5 1 térfogatra
bepéroljuk. A kapott oldathoz 3,5 1 szdraz etanolt
adunk, majd a szuszpenzidt korilbeliil 20 °C hémér-
sékleten, 18-72 oran 4t keverjiik. A szilard anyagot
lesziirjiik, kétszer 250 ml szaraz etanollal mossuk,
majd vakuumban 18 6ran 4t koriilbeliil 20 °C hémér-
sékleten szaritjuk. 300-350 g cim szerinti vegyliletet
kapunk (80-90% termelés).

A kristalyos etopozid-4'-foszfdat-dietanolat fizikai-ke-
miai tulajdonsdgai
Olvadéspont: 141-150 °C (oldoszervesztés);
160172 °C (olvadas).

11,8% (NMR-spektrum szerint)
13,2% (termogravimetrias analizis
szerint)

A Cy9H330¢6P. 2C,HO képletre
szamitva 12,1%.

0,22, Karl Fischer eljarasa szerint.
a 2. abra szerinti.

Etanolmaradék:

Nedvességtartalom:
NMR-spektrum :

Az 1. dbran bemutatott réntgendiffrakcids por-anali-
zist Philips APD 3720 modell késziiléken por-diffrakci-
0s rendszerrel mértiik, amely fiiggéleges szogmérével
0/20 geometria ellatott. A réntgensugar-generator (Phi-
lips XRG 3100 modell) 45 kV és 40 mA értekkel miiks-
dott, és sugarforrasként réz K alfa 1,544056 A vonalat
alkalmaz. Valamennyi mintat 2 és 32 20 fok kozott
mértiink, a lépések mérete 0,04 20 fok, és a haladasi
sebesség 0,04 20 fok/masodperc. Az adatgytijtésre és
analizisre Philips APD 4,00 véaltozat programot alkal-
maztunk.

Stabilitas-vizsgdlatok

A) Alkalmazott anyagok

a/ A fent leirtak szerint el6allitott kristalyos etopozid-
-4'-foszfat-dietanolat

b/ Kristalyos etopozid-4'-foszfat (nem szolvatalt),
amelyet az alabbi eljaras szerint llitunk eld.

300 mg etopozid-4'-foszfat 175 ml etanolban késziilt
oldatat keverés kézben 70 °C hdmérsékletre melegitjiik,
és igy atlatszd oldatot nyertink. Az oldatot leszirjiik, és
a szlirletet 70 °C homérsékletre melegitjiik, amig térfo-
gata koriilbeliil 34 ml értékre csokken. Az oldat egy
részletét (koriilbeliil 17 ml-t) ampullaba helyezziik, €s
beoltjuk kis mennyiségii tiis, kristalyos, kordbban el6-
allitott etopozid-4'-foszfat anyaggal. Az oldatot
—12 °C hémérsékletre hiitégépbe helyezziik 4 napon
at, majd a kapott tds, kristdlyos anyagot pelyhes
anyagként elvalasztjuk. Az anyag NMR-spektrum
analizise azt mutatja, hogy etanol-tartalma koriilbeliil
1,6 tomeg/témeg%o.
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¢/ Amorf dinatrium-etopozid-4'-foszfat, amelyet a
4,904,768 szami amerikai egyesiilt dllamokbeli szaba-
dalmi leirasban leirt eljarassal allitunk eld.

d/ Amorf etopozid-4'-foszfatot nyeriink gy, hogy
125 mg kristalyos etopozid-4'-foszfat-dietanolatot ol-
dunk 50 ml metanolban, majd az oldészert szdrazra
paroljuk rotacids beparld alkalmazasaval, és a kapott
maradékot vakuumban 25 °C homérsékleten 1 oran at
szaritjuk.

B) Eljaras

Pontosan lemért tesztvizsgélat-anyagmintakat I tipu-
st kvarciiveg ampulldkba helyeziink, majd az ampulla-
kat teflonnal bevont dugéval és aluminium zarral lezar-
juk. Az ampullakat 50 °C hémérsékleten taroljuk.

A mintak hatdsossagat, illetve hatbanyag-tartalmat 2,
4 és 8 hét mulva nagynyomasu folyadék-kromatografia
segitségével (HPLC) meghatarozzuk. Kontroll-anyag-
ként 4 °C hémérsékleten szaritéedényben tarolt anyago-
kat alkalmazunk (feltételezett hatdanyag-tartalom:
100%).

C) Nagynyomasi folyadék-kromatografids analizis
koriilményei (HPLC)
Oszlop : Jones Apex oktadecil, 5 mikron,
150%4,6 mm.

1 ml/perc,

0,02 mol ammoénium-foszfat
(egybazisos), Milli-Q viz
anyagban (pH = koriilbeliil 4,5) :
acetonitril (85 : 15).

acetonitril,

Aramlasi sebesség :
Mozgé fazis, A :

Mozgo fazis, B:

Gradiens: 0-3 perc izokratikus 0% B;
3-18 perc — linedris gradiens
0-30% B;
18-23 perc — izokratikus 30% B;
23-25 perc — linedris gradiens
30-0% B;
25-30 perc — Gjra egyensulyba
hozé
100% A (azaz 0% B).
Hullamhossz: 235 nm.

Minta-koncentrécio : 0,1 mg/ml.

Minta-higitéanyag: A mozgé fazis.

Injektalt térfogat: 20 ul.

Retencids idok: etopozid-4'-foszfat — 5,4 perc;
lignan P - 11,5 perc ;
etopozid — 17,5 perc.

Az etopozid-4'-foszfat csicsteriilet linedrisan fiigg a
0,05-0,20 mg/ml koncentraciétol (korrelacios koeffici-
ens = 0,9999).

D) Eredmények

A fent leirt stabilitis-tesztvizsgalat eredményeit az
alabbi tablazatban adjuk meg, ahol az ,,EP” jelentése
etopozid-4'-foszfat.
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Tesztvizsgalati anyag Szazalék marado EP

Kiristalyos EP 2EtOH 2 hét 4 hét 8 hét
1. tesztvizsgalat 100 98,4 97,5
2. tesztvizsgalat 100 100 99,3
Kristalyos EP 93,3 87,9 85,1
Amorf EP 65,8 54,1 46,1
Amorf EP 2Na 85,5 69,3 61,6

Az 50 °C hdmérsékleten végzett stabilitas-tesztvizsga-
lat azt mutatja, hogy a kristalyos etopozid-4'-foszfat-die-
tanolat igen kis hatoanyag-veszteséget szenved 8 hetes
id6tartam alatt; ugyanakkor vildgosan mutatja, hogy a
kristalyos etopozid-4'-foszfat-dietanolat stabilitasa sok-
kal jobb, mint az etopozid-4'-foszfat egyéb formake.

A taldlmany szerinti kristalyos etopozid-4'-foszfat-
-dietanolat anyag kzvetleniil felhasznalhat6 gyogyszer-
készitmények eldallitasaban. Példaul gydgyszerkészit-
ménnyé alakithatd inert, gyogyszerészetileg elfogadhatd
hordozdanyagokkal, mint példaul lakt6zzal; mannitollal,
dextrannal, vagy ilyen, hasonld toltdanyagokkal; a pH-
beallitasa natrium-citrattal torténik. Az igy nyert szilard
keverék ezutan ampullakba télthetd, és injektalhato ol-
datta alakithaté felhasznalas el6tt Ggy, hogy szokdsosan
alkalmazott, fizioldgiasan elfogadhatd higitéanyaggal,
mint példaul dextréz-oldattal vagy normal fiziolégias
sooldattal oldatta alakitjuk. A szilard keverék tovabba
alkalmazhatd zselatinkapszulak toltésére, amelyek oralis
adagolasra hasznélhatok etopozid-4'-foszfat esetében.

Mas eljaras szerint a kristalyos etopozid-4'-foszfat-
dietanolatot alkalmazhatjuk liofilizalt etopozid-4'-fosz-
fat készitmények elballitasara. Ennek soran a kristalyos
4-etopozid-4'-foszfat-dietanolatot injektalasra alkalmas
vizben oldjuk, majd az oldat pH-értékét koriilbeliil 4 —
koriilbeliil 5 értékre llitjuk be Ggy, hogy gyogyszerésze-
tileg elfogadhato bazist, mint példdul natrium-hidroxidot
vagy natrium-citratot adagolunk hozza; kivant esetben az
oldat mas gyogyszerészeti hordozéanyagokat, mint pél-
daul toltbanyagokat, példaul laktozt vagy dextrant is
tartalmazhat. 1 ml oldatot tivegampullaba helyeziink,
majd liofilizaljuk, A liofilizalt anyagot fiziologiailag
elfogadhato higitéanyaggal felhasznalas el6tt ujra oldat-
ta alakithatjuk.

Megjegyzendd, hogy a kristalyos etopozid-4'-foszfat-
-dietanolat gyogyszerkészitményként vagy tomeghato-
anyag formdjaban egyarant alacsony relativ nedvesség-
tartalma kornyezetben tdrolandé, amely el6nydsen ki-
sebb mint koriilbeliil 33% relativ nedvességtartalom, és
legelénydsebben valamely szaritdszer jelenlétében tarol-
juk, vagy levegétol elzart tartoban taroljuk, hogy elke-
riiljiik a nedvességgel vald tilzott érintkezést.

A taldlmany szerinti leiras és nem korlatozo példdk a
talalmany targyat mutatjak, és alkalmasak arra, hogy a
szakember ezt teljes mértékben alkalmazza. Barmely
modositast és valtoztatast a talalmany szerinti leirdsban
konnyen végrehajthat a szakember anélkiil, hogy a talal-
many targyat 1ényegében befolyasolna.
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Eljaras kristalyos etopozid-4'-foszfat dietanolat eldalli-
tasara, azzal jellemezve, hogy

etanol és amorf etopozid-4'-foszfat elegyét visszafo-
lyatas kozben forraljuk,
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a nyert terméket viz vagy metanol hozziadasaval
oldatba vissziik,

a kapott oldatot szfirjiik és a szlirletet keverés kozben
lehtitjiik, és

a kristalyos dietanolatot elvalasztjuk.
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