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ABSTRAKT

Diplomova prace v teoretick&sti pojednava o krystalické strukgulatek, |€ivech
a jejich &inku, vyzkumu, vyvoji a registraci. Poslednim téemattohoto oddilu je aktivni
farmaceutickd substance — imatinib mesylat. Obgo tatky zaznamenal jisty pokrok

v terapii nddorovych onemogmi.

Praktickacast je zam‘ena na optimalizaci vyroby imatinib mesylatu. V émadck
byly provedeny srovnavaci pokusy, kde bylyrény jednotlivé podminky ippravy.
Nasledr byly provedeny experimenty, jez se séedily zejména na obsah vody a dobu
refluxu. Jako optimalni se jevil obsah vody 2,2%%oba refluxu 18 minut. Taktéz byly

provedeny pokusy, kterédhy za ukol potvrdit no¥ ziskané poznatky.

Kli¢ova slova: polymorfismus, imatinib mesylat, CML,S31

ABSTRACT

The diploma thesis deals about crystal structuregsdand their cause, research,
development and registration in theoretical padstLtheme of this part is an active
pharmaceutical ingredient — imatanib mesylate. iimfatmesylate discovery has brought

an important progress in malignant diseases therapy

Practical part is focused on optimizing of imatimiesylate production. First of all
there were done comparative experiments, wheraecpkmt conditions of process were
changed. It was followed by experiments, which wascerned on amount of water and
stirring time at reflux after seeding. Amount oftea2,25 % and 18 minutes of stirring
time at reflux were seemed as optimal. Of couhszet were done experiments, which

should confirm new data.

Keywords: polymorfism, imatinib mesylate, CML, GIST
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Uvob

Antineoplastické latky se uzivaji kelg& malignich nemoci. &oli ne vzdy dojde
k naprostému vyl&eni pacienta, velmigasto zpomali gibéh nemoci a zastavi vznik

dalSich metastaz. V séasné dob se takovyto proces nazyva chemoterapie.

Imatinib mesylat, ktery p#itdo pongrné velké skupiny antineoplastickych latek, je
pongrné novym I&€ivem. Byl vyvinut pro terapii chronické myeloidniedkémie.
AZ pozajSi testy zjistily, Ze usfthu dosahuje takeé fip lécbé gastrointestinalniho

stromalniho tumoru nebo akutni lymfoblastické leuké

Tato prace se zabyva optimalizaci vyrobnich podmimesylatu. Po ukamni
vyvojové etapy ve farmaceutické fiimSynthon s.r.o., kterd se zabyva vyvojem
generickych l&iv, byla provedena vyroba registrach Sarzi imatinib mesylatu a proces
byl nasledsd schvalen. Dale byl vyrobni procesepnérovan do jinych laboratd
spolg&nosti Synthon s.r.o. Zde se po &pé vyrol owrovacich Sarzich vSech
syntetickych stuipi vyskytly ne@dekavané problémy, kdyfipvyrob¢ validatnich Sarzi
findlniho stupw (imatinib mesylatu) byly zaznamenany pong Spatné vysledky ip
vystupni analyze. #&oliv byly vyrobni postupy shodné, jedna vyrobenarzé
nevyhovovala z hlediska polymorfni struktury (obsadia vice jak 50 % polymorfu beta),
u dalSich dvou Sarzi byla limitni hranice polymodiia splna (min. 50 %), ovSem z
hlediskacistoty dané latky byly i tyto vysledky neuspokojivdednou z moznychiigin
bylo pouziti jiz vyrobeného imatinib mesylatu jakdkovaci latky, a to i festoze jej
XRPD analyza klasifikovala jakésty alfa polymorf.
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.  TEORETICKA CAST
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1 KRYSTALOGRAFIE

Krystaly jsou pirozere vznikajici €lesa, ktera se vyzgaji geometrickym tvarem
a rovinnymi plochamt. Rozeznavame dva typy krystalkteré se ozraiji jako idealni
arealny krystal. Idealni krystal je nekéng, jeho struktura je zcela pravidelna a bez
defekti. MuZzeme jej charakterizovat pravidelnym opakovanim laciiiho motivu
tvoreného jednim nebo vice atomy v trojrazmém prostord. Ideélni krystal ovéem jako
takovy neexistuje, pouze nam pomaha definovat arystalny. Tato realna struktura je
vzdy vzhledem k idedlni &itym zpisobem naruSena. Za poruchyizeme oznét
jakoukoli odchylku od dokonalé perigdiosti’

NejmensSi geometricky utvar, jehoz opakovanim lzévaijt celou krystalovou
miizku, nazyvame zakladni (elementarnijikeu. Elementarni hika je utena parametry
miizky (Obrazek 1), tzn. temi Usekya, b, cna sotiadnych osack, y, za temi thlya, B,
y mezi sotiadnymi osamt;* piicem? Ghek: leZi mezi hranart, ¢, Ghelp mezi hranama,

c a Ghely mezi hranama, b

o

Obrazek 1.Parametry rfizky a, b, c a jim gislusné uhly, 3, y.

Celkem rozliSujeme 7 z&kladnich krystalografickydustav Tabulka 1) a v nich
celkem 14 typ zakladnich buk.
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Tabulka 1. Krystalografické soustavy.

Soustava Elementarni buika Priklad

triklinicka (trojklonna) azb#c CuSQ.H,O
a#p#y#90°

monoklinicka (jednoklonnd) a#b#c CaSQ
a=p=90°#y

ortorombicka (kos&tveretnd) a#b#c KNO3, KoSOy
o= B =y = 90°

tetragonalni dtverecna) a=b+#c SnG, TiO,
o= B =y = 90°

kubicka ¢tvereina) a=b=c NacCl, diamant
o= B =y= 90°

hexagonalni (Sestefieq) a=b#c zinek, magnesium
a=p=90°
vy = 120°

romboedricka (trigonalni) a=b=c kalcit, kkemen
a=p=vy+#90°

1.1 Krystalick& struktura latek

Krystalovou strukturou nazyvame pravidelné udpddni stavebnichc¢astic
v prostoru® Stabilita jednotlivych krystal je dana jednotlivymi vazbami mezasticemi.
Tyto ¢astice mohou byt atomy, ionty nebo molekuly. Naladkvazeb a vazebnyadlastic

rozliujeme pst typa krystalovych struktur:

* molekulové krystaly — molekuly jsou drzeny pohromadpredevSim Van der
Waalsovymi interakcemi (n&pmolekuly jodwi krystaly vzacnych plyi)

* iontové krystaly— kationty a anionty jsou vazany elektrostatickygiiami, nevedou
elektricky proud (vodivé byvaji az v roztocich -pnaNaCl a AgCl)

» krystaly s kovovou vazbod zaklad je tvien kationty kovu, mezi kterymi se véin

pohybuji valetni elektrony vSech atoirkovi (Obrazek 2), nag. Cu, Mg nebo Ca

= e

Q0900
r@@@.@-+
@@@‘t

Obrazek 2.Krystaly s kovovou vazbol.
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» atomoveé krystaly- obrovské zesbvané makromolekuly, kde jsou jednotlivé atomy

vazany kovaletni vazboWprazek 3), nag. diamant

Obrézek 3. Atomové krystaly.

» vrstevnaté krystaly— krystaly jsou tveeny vrstvami atorn které jsou vazany

kovalentnimi vazbami; vrstvy jsou nasleédvzajemr poutdny Van der Waalsovymi

silami (Obrazek 4), nag. grafit

o

:
;

Obrézek 4. Vrstevnaté krystal§.

1.2 Molekulové krystaly

Zakladnimi stavebnimi jednotkami jsou molekuly. Déto skupiny mMzeme
predevsim zahrnout organické steuiny, ale pdf zde i rekolik anorganickych slozek
a slogenin (nap. kyslik, dusik, & slouseniny dusiku nebo fosford).Mezi hlavni
piedstavitele organickych sléenin pati farmaceutické substance. Tyto molekuly maji
slozity ataktéz &kdy pronenny tvar. Jejich usgéadani je vysledkem mnoha
mezimolekularnich interakci, proto je jejich kry&tacni proces slozity. V ramci jedné
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molekuly je uplaiovana silnd kovaletni vazba, kter&uje konstituci a tvar molekuly.
Mezimolekularni interakcidi prostorové usgédani molekul v celém krystatfi.

Mezimolekularni interakce lze rodit na specifické (vodikové vazby;n interakce)
a nespecifické (dispersni sily), &mvé (dipol-dip6l) a nes#mové (coulombické)
a v poslednim iipac na slabé (do FtkJmol), stedrs silné (13 do 1@ kImol), silné
(od 1G kJmol)*®

1.2.1 Polymorfismus

Definice polymorfismurika, Ze jedna a taz molekulajibe v zavislosti na krystalizaich
podminkéach vykrystalizovat ve vice krystalovychukturach neboli polymorfecH.
RozliSujeme dva zakladni strukturni typy polymarfis molekuléarnich krystal- pakovaci
a konformani. V prvnim pgipac je molekula rigidni a polymorfy se liSi pouze ieji
pakovanim v krystalu@brazek 5).

2% A

Polymorf | g i o

{; 9] o o
/ Q \
M 4-amino-N-{pyridin-2-vl)benzensulfonamid
M
T

Polymorf Il |

Polymorf IV

Obrazek 5. Pakovaci molekuly sulfapyridint.
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U konforma&niho typu je molekula flexibilni a t¥d konformery (izomery, jejichz
atomy, pop. skupiny, mohou voka rotovat kolem svych vazeb), které mohou
vykrystalizovat v odliSnych strukturach. Konformemyohou naslednv sebe vzajenin
piechazet, fcemz rozdily jednotlivych energetickych stajsou velmi malé, a proto je

obtiZné jejich dleni. Takovym pikladem niiZze byt kyselina -glutamovéa Qbréazek 6).*

L-glutamova kyvselina
o 0

HO OH

B - forma o - forma

Obrézek 6.Konformery kyseliny.-glutamové?

Patet polymorfi molekularniho krystalu je teoreticky danégam moznosti vytuéet
slabé interakce v krystafd.Ke stanoveni polymoifv aktivni substanci a v lékové foém

41,12

se vyuziva razné analytické techniky:

* rentgenova praskova analyza

» spektroskopie pevného stavu: nuklearni magnetickZonmance, infigervena
spektroskopie, Ramanova spektroskopie

* termalni analyza

» mikroskopie — opticka, termoopticka

* mikrometrie — granulometrie, porozita, hustota

e stanoveni rozpustnosti a rozpaigstrychlosti

» (de)sorpce vihkosti
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Zejména ve farmacii hraje polymorfismusleZitou roli, protoZe polymorfy mohou
mit odli§né vlastnosti (n&prizna rozpousti rychlost). Vznik polymoi je ovlivren'™:

» teplotou a tlakemipkrystalizaci

* rychlosti odp#eni rozpougidla

* rychlosti a stup¥m ochlazeni roztoku

» obsahem vody

» piitomnosti néistot a cizich iont v roztoku
» dobou krystalizace

e stuprém presyceni roztoku

» dobou stani produktu v mgtem louhu

* rozpoustdlem a jeho polaritou

* pH roztoku

» koncentr&nimi a teplotnimi gradienty v roztoku
* intenzitou michani roztoku

e ultrazvukem, mikrovinamii laserovymi paprsky

Polymorfni gemény mohou byt dvojiho druhu: vratné (enantiotroprébo nevratné
(monotropni). Prav nekontrolovatelné polymorfni fechody byvaji oznmvany jako
neststi farmacie, proto jetdezité se zawtit i na jednotlivé Useky farmaceutické vyroby,

kdy by mohlo potenciathdochézet k polymorfniipmsng.***?* Mezi tyto Gseky pa:

» finalni krystalizace aktivni substance

* dlouhodobé stani produktu v mé&tém roztoku
* suSeni produktu

« mikronizace (homogenizace)

» vlhka granulace

* tabletace

Témto prechodim Ize ¢ast&né zabranit jednak vydyem nejstabilgjSiho polymorfu

¢i nejstabilijSiho solvatu, dale vyloem soli misto baze v neposledidd prisnou

technologickou kazni (n#psterilni filtrace)™
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2 LEChHA

Za |&iva jsou ozn&ovany l€ivé latky nebo jejich sisi anebo l&vé pripravky.
Lécivé latky (substance) jsodipodniho nebo syntetickéhdiyodu majici farmakologicky
¢i imunologicky &inek nebo jsou to latky, které oulivji metabolismus. V s@asnosti se
pro tyto substance pouziva ve farmacii zkratka Afdra pochazi z anglického Active
Pharmaceutical Ingredient. Naproti tomuciV@ piipravky jsou produkty ziskané
technologickym zpracovanimdeych latek a pomocnych latek (nemaji vliastnielény
ucinek) do Iékovych forem.ipravky Ize rozdlit do dvou skupin a to na humannieno

lidem) a veterinarni (¢eno zvfatim).*®

2.1 Origindlni a genericka l&tiva

Z hlediska fivodu mizeme I€iva klasifikovat bd’ jako originalni nebo jako
genericka. Origindlni t@vo je vysledkem dlouhodobého vyzkumu, a proto ai |
farmaceutické spobmosti nechavaji patentovati vyuzivaji jiné ochrany. Byvaji
vyznamnym pokrokem v medicinské praxi, ovSem \clejter’ se ¢asto odrazi vysoké
néklady na vyzkum a vyvoj. Po uplynuti patentov@ipocjaké dalSi ochrany, je d&o
oznaeno jako ,volné“ a tudiz jej mohou vyrébi ostatni firmy. Tyto ,kopie* jsou pak
ozna&ovany jako genericka d¢&va (generika). Oba druhy d& musi vyhovovat fisnym
pravidiim registrénich autorit, které rozhoduji ofiptupu do Kklinické praxe. V
jednotlivych statech jsou to narodnifady pro registraci v, v Evropské unii, je to
mezinarodni organizace EMEA (European Medicinalo&ggion) a v USA registraci ¢é&
povoluje FDA (Food and Drug Administration). Origini a genericka téva must* mit

shodné nasledujici znaky:

» aktivni substance — identicka jak po kvalitativak t po kvantitativni strance

» |ékova forma — totozné slozeni, mnoZzstvi APl asgb podani

» biologicka dostupnost

» terapeuticky tinek

Naopak genericka a originalnihea se liSi v &chto bodech:

* néklady na vyzkum a vyvoj — u origindlnicltié ¢ini ¢astky na vyzkum a vyvoj
stovky miliomi US dolafi, v pripact generik secastka pohybuje pouze v
jednotkach miliod

» vztah k patentové ochran
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» cena API a lekoveé formy — v prvnim roce prodejegea generik az o 30 % nizsi
nez u originalnich &v, v nasledujicich dvou letech klesa cena az ravpu,

dalSi léta se cenadhto I&€iv méni jen velmi mélo

2.2 Farmakodynamika

Farmakodynamika je &da, kterd se zabyva mechanismetinku I&iv.'® Tento
acinek je bul disledkem interakce & se specifickymi biopolymery v organismu
(tzv. receptory), v fipact nespecifického dinku se vyuziva fyzikalkchemickych

vlastnosti (nap latky upravujici p Zalud€nich $av).

U specifického mechanismwidku jsou receptory spojeny s efektory, coz jsou
systémy, které se aktivuji po obsazeni receptoegiipkou latkou a které zajigji prenos
signalu a jeho transformaci natigjusnou odezvu. Navazanic¢iéa na receptor je
umozreéno riznymi interakcemi, nap elektrostatické sily, vodikove ustky, hydrofébni
interakceci Van der Waalsovy sily. Po navazani receptoru inpdbymer dojde k jeho
konformaci a tim i zné vlastnosti,éimz jsou zahajeny biochemické procesy vedouci
k burgéné odezé. Ucinek I&iva je zavisly na mnoha okolnostechie@evsim po vytvieni
komplexu na schopnosti vyvolani odezvy (imitaktivita |&iva). Skala dinku byva
velmi Siroka, od naprosto identické odezvy jako tirogenych ligand (hormony,
neurotransmitéry, ...), az pdipady, kdy vazba na receptor nevyvold Zadnou odezvu
DalSim dilezitym faktorem je afinita va k receptoru, tim je gena koncentrace d&a,
kterda je patebna k vytveeni dostattného mnozstvi kompléx |écivo-receptor

pro dosaZeni pozadované odeZy.

2.3 Farmakokinetika

Tatocast farmakologie se zabyva popisem osudiv k¢ organismu Wase od podani

léku do jeho eliminace v organismu. Vychazicasového prbéhu koncentrace tév
a jejich metabolit v biologickych tekutinach®

Osud Iéiva v organismu lze roztlit do tri fazi: farmaceuticka, farmakokineticka
a farmakodynamicka. V prvni fazi je uvioivana dinna latka z Iékové formy, ve druhé je
|éCivo vystaveno psobeni organismu a v posledni fazi dochazi k ikte@ramezi I&ivem

a cilovou strukturou (receptat).
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Transport &chto latek je zaji®van krevnim okhem, proto je dlezité, aby tyto latky
byly bud’ rozpustné ve vag nebo aby byly schopné se navazat na bilkovinwnrkre

plazmy.

K jednotlivym cilovym strukturam je latka dopravona prostednictvim pasivni
difuze, filtrace, aktivnim transportem a pinocytdzqza pedpokladu pekonavani
bariér = biologické membranyj.

Absorpci jsou ozn@mvany procesy, které zajii transport rozpudheho I€iva
z mista podani do krve. Rychlost a mira absorpdezizéha mist a cest podani.
RozliSujeme lokélni a celkové podani. Lokéalse podavaji ndfklad emulze, suspenze,
masti nebo zasypy, které se aplikuji nigik sliznici ¢i do €lnich dutin. Takto podavanéa
lé¢iva maji pouze mistnidinek a absorpce dosahuje jen velmi nizkého stuplaproti
tomu celkové podani je &gno pro systémovycinek bul’ celého &lesného systému nebo
jeho ¢asti. Winek je dan rychlosti absorpce a podilem podanékydarstebaného
do okehu. Do této skupiny seadi enteréini a parenteralni cekty.

DalSim dilezitym jevem je distribuce ¢&a neboli obousrrny transport |&va mezi
krevnim feciSttm a €lesnymi organy nebo tk&mi. Distribuci Ize hodnotit ze dvou

hledisek a to:

* jako dynamicky dj, kdy nas zajima rychlost, s jakou jecil®d distribuovano
do jednotlivych¢asti organismu

* jako rovnovazny stav timtoégem vytvaeny, tj. rozsah distribuce, ktery je
charakterizovany rovnovaznymi koncentracemic¢ii@ v riznych ¢astech
organismu.

O distribuci rozhoduji nejen fyzikalrchemické vlastnosti, ale také rychlost perfuze

tkani a orgam krvi.'®*°

Na I&iva pasobi v organismu néstné mnozstvi enzymovych reakci. Dochéazi
k jejich premené s cilem vzniku latek |épe rozpustnych ve &oa tim snaze vyliitelnych
z organismy° Pi biotransformaci také fize dojit ke vzniku metabolitu, ktery vykazuje
stejny ¢i podobny @inek jako mivodni latka. Casgj$im jevy jsou permgny vedouci
ke vzniku biologicky netinné latky nebo naopakig@meny, kdy se dinek dané latky
posili. Jsou ale také znamy fipady, kdy metabolickymi fieménami vznikly latky

toxické®
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Clearance je valina vyjadujici schopnost organismu eliminovatigjuSnou latku,
a je zavisla na rychlostni konstamiminace pislusné latky ze systému a na disteibim
objemu (objem kompartementu, ve kterém sledujefisugnou eliminaci). Kompartement
je prostor, v jehoZ celém objemu jsou pohyb a chbléiv konstantri* (nag. plazma).
Schopnost eliminace d&a z organismu rive byt také ozrmvana jako biologicky
polocas, coz je doba, za kterou klesne koncentratieal& okhu na polovinu p&ateni
hodnoty?

Uspich &by je podmign udrzenim vhodné koncentrac&ilé@ v krevnim obhu
po ugitou dobu. Tato koncentrac®lprazek 7) by mela byt v ramci moZnosti ustalena,

ale hlave by mela byt vySSi nez je tzv. minimalni efektivni {iéd) koncentrace a nizSi

nez tzv. minimalni toxicka koncentrace.

minimalni toxicka
koncentrace

koncentrace v krvi

terapeuticke okno

minimalni lééiva
koncentrace

L e

trvani terapeutického
efiekiu

Obrézek 7.Farmakokineticky profil [&va.*

Touto¢asti se zabyva klinickéa farmakologie, jejimZ ukolenoptimalizovat velikost
davek, jejich mnozstvi a tak@asove intervaly mezi jednotlivymi davkami tak, diylo

dosaZeno petbné a relativiustalené koncentracesiéa v okshu®

2.4 Vyvoj novych Iéiv

Nova |&€iva jsou ziskavana ékolika postupy. Jednim z nich je syntéza analog

piirozere se vyskytujicich hormdn mediatodé, pogipad i dalSich aktivnich latek. DalSi
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moznosti jsou strukturni modifikace znamyctivéV neposledniact se |€iva ziskavaji
ndhodnym testovanimtippzenych latekéi vyhledavanim novych dinka jiz zavedenych
léciv. Vyvoj lze rozdlit na dw casti, nejprve probiha preklinicky vyzkum, na ktery

navazuje klinické hodnocer®brazek 8).%

Studie fn vitro udie Klinické studie Marketing
na zvifatech :
_ 1. fize {Je 16k bezpetng,
Biologické Farmakokinet ka7
prrodukty
1. fize {Udinkuje
" il |1:'|¢_";|.'|':I|'.-|
Lz innost Dostupniost
Vybrand Selektivita 3. e generik
sloufening Mechanismus
1 ucinku (Lin kupe 1 ve dvojité
slepd studii?)
4, [aze
Chemicka | Postmarketingove
synteza Metaboligmus lé¢iva, stanoveni bezpeénosti sledovini)
|
{1 2 4 5-9 20
Koky (primer) {Skondeni patentu 20 et

po pedini Fadosn )

Obrazek 8. Vyvoj a vyZadované testovani lékied jeho povolenim na trh. Wkterych

lékit se mohou poZadavky li&f.

2.4.1 Preklinicky vyzkum

V této casti vyvoje se vyuzivajitzné testy a metody jak vitro, tak i in vivo.
Farmakologické testy jsou zahajeny screeningovyestyt vSech fipravenych molekul.
Tyto testy byvaji relativéh jednoduché a zahrnujizné mechanismydinku. Cilem této
faze vyzkumu je stanoveni zakladniho farmakolodiokérofilu nadjné substance.
Obvykle je v této f&zi mozno zjistit, zda latkaspbi na synapticky nervovy systém, tlumi
CNS, zasahuje do metabolismu lipidnebo ma-li vyrazny diureticky cinek.
Po orientanich testech nasleduje rozsahly farmakologicky uyak Ri testovani se
sleduje nejenom hlavni mozny terapeutickynak, ale také se sleduji vedlejsinky,
které mohou byt nezadouci a tedy limitujici praniklké pouziti. DalSi nedilnou séasti
jsou toxikologické testy, jejichz cilem je stanovégtalni davky a mechanismu letalniho
acinku u tiznych zviecich drui. Zakladnim testem je sledovani toxicity
pii jednorazovém podani tzv. akutni toxicita, dale s®nitoruje toxicita latky

pii opakovaném podavani. Provfidse také specialni toxikologické testy (hagledovani
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reproduknich funkci, zkouSky na kancerogenitu nebo mutdggnikde se sleduje
bezpenost potenciélniho &va.??

2.4.2 Klinické hodnoceni I&iv

Spravna Kklinickad praxe je soubor pravidel pro navémi, provadni, zpracovani
a vyhodnocovani dokumentace klinického hodnocetiv.l&akladni principy a postupy
klinického hodnoceni jsou spdle a platné prakticky na celémégy Vlastni klinické

hodnoceni Ize rozdit do ctyr ¢asti.
Etapa |

Etapa zahrnuje prvni podanic¢iéa clovéku. Hodnoceni je prové&do obvykle
u zdravych dobrovolnik a |&ivo se podava hil jednorazow, nebo opakovanpo dobu
nékolika dni. kelem této faze je pdevsim ziskani informaci o farmakokinetice,
farmakodynamice a primarni snasenlivosti hodnoceméiiva jako podklad pro stanoveni

davkovaciho schématu pro dalsi faze hodno@eni.
Etapa Il

V nasledujici etap dochazi k podani hodnocenéhaiva jiz v predpokladané
indikaci pacienim s danou chorobou. Tuto etapu lze #izecha dw ¢asti. V prvni dochazi
k hodnoceni fedpokladanych indikaci a k vyhledavani nezadoudithkt. Druhacast
zahrnuje w®které diti studie, které jsou zatfeny na stanoveni farmakodynamiky,
farmakokinetiky a biotransformaceti pppakovaném podavani v zakladnich indikacich.
Patet subjekit hodnoceni €astnicich se této faze byva obvykle sto &ohk set. Vhodni
pacienti jsou vybirani podlefignych kritérii stanovenych protokolem klinické ditu

na zéklad ziskani informovaného souhlasu a nejsou za svast & hodnoceni placefi.
Etapa Ill

Cilem této etapy je ziskatikaznost terapeutick&innosti I&iva a jeho bezpamosti
ve srovnani s jinymi vy, které jsou povazovany za standardni a dej&jSi pro danou
indikaci. VyuzZiva se metoda kontrolovanych klinicky studii. Srovnava se skupina
pacienti, kte‘i dostavaji nové lévo, se skupinou pacieint ktefi dostavaji standardni
terapii®® Vyber pacient byva randomizovany, co? znamenda, Zd&azeni pacierit
do jednotlivych skupin je zcela ndhodné. Takto pd®ny vylr ma zajistit rovnovahu
mezi jednotlivymi studovanymi skupinami. PouZiva \sdmi ¢asto tzv. "zaslepenych"

studii. Jedna se o Upravu Iékové forntgtwe baleni, kdy neni na prvni pohled jasné, jestli
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se jednd o nové zkouSenéci® nebo o kontrolni idpravek (pop. placebo).
Pri jednoduchém zaslepeni jsou pacienti seznameniilsheem studie, ovSem neni jim
fe¢eno, do které skupiny byli zazeni. OSetjici 1ékadi jsou obeznameni, do které skupiny
jejich pacienti pai. DalSim typem je dvojit slepa studie. V tomtoijpad nevi ani
oSetujici 1éka, do které skupiny je jeho pacientigaaen. Informaci o Zazeni ma jiny
lékar, ktery wtSinoufidi danou studii. Cilem tohoto us@dani je co neptSi objektivnost

a omezeni vlivu fedpojatosti.

V prabéhu teti faze je provatha celarada studii, které mohoteSit specialni
problémy (nap interakci ¢i kontraindikace). Jsou prové&dy studie zarené
na farmakodynamiku a farmakokinetikuciléa, pipadré podavani léku malym &em
¢i starym lidem, kdy se musi objasnit davkovani pyto skupiny. Vysledkem jsou
komplexni Udaje o lévu, které je nutno i@dlozit @i registraci I€iva a jeho povoleni

pouzivani v praxf
Etapa IV

Posledni etapa nasleduje po registraci a tyka gpebeosti nového l&va v Sirsi
klinické praxi po dobu minimathpéti let od registrace. Az v této fazi se mohou pritje
vzacrgjSi nezadouci reakce nebo Iékove interakce. Upraaljdoporteni o indikacich
a kontraindikacich a optimalizuje se davkov&ni.

Nové I&ivo je vyrobcem aktivé sledovano v &nych klinickych podminkéach.
Zejmeéna se sleduji udaje o vyskytu a zavaznostadwicich ginki, moznych interakcich
s jinymi I&ivy, nebo se odfuje &innost v fiznych ¥kovych skupinach pacieint Déle
dochazi k upesréni pozice nového t#va ve srovnani se standardnimijpadré byvaji
vytvoiena nova davkovaci schémata a kombinace. Ziskaaé pak slouzi k dopémi
registr&nich materidl a Gpra¥ dalSiho pouzivani novéhoclea. Nekdy se ovSem takeé
stava, Ze na zaklasgledovani l&va v postmarketingovych studiich dojde k nutnostve
léCivo stdhnout z odhu. Takové rozhodnuti vydava dsamotny vyrobce nebo kontrolni
arad.

NaSe legislativa vyZzaduje, aby veSkera Klinicka rumeni Etapy |-l byla
povolovana Statnim Gstavem pro kontroleivgSUKL), ktery jako organ statni spravy je
nasim kontrolnim itadem v oblasti regulacecig. Klinické hodnoceni v rdmci Etapy IV
podléha pouze povinnosti oznaméhi.
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2.5 Registrace |€iv

Registrace novéhofipravku je proces, kterym statni organy poyi viastnosti
lécivého gipravku a ktery je v fiznivém gipad ukorteny vydanim povoleni ke vstupu
na trh a do &ného Iéebného pouziti. Takovéto povoleni se nazyva rozhibdn
o registraci (Marketing Authorization). V {gschu registréniho fizeni se progfuje, jestli
podminky vyroby zaruji ptipravek se standardnim a odpovidajicimusgibem
prowienou kvalitou. Déle se ¢ékuje, zda bude vyroba probihat za standardnich
a stabilnich podminek (dlefgsré definovaného vyrobniho procesu). Jednotlivé sumpvi
musi byt taktéZz pras¥eny a musi u nich byt definovaniyind, vlastnosti a kvalita.
Na zaklad owefitelnych studii se hodnoti¢iinnost I€iva v deklarovanych indikaci,
davkach a zgsobu pouziti. Taktéz se hodnoti, zdali mépmvek terapeuticky,
diagnostickyti preventivni @inek pro danou skupinu paciérit

2.5.1 Dokumentace potebna k registraci

Registr&ni dokumentace humannihocidéého gipravku je rozdlena celkem do
5 ¢asti. Osnovy jednotlivychiasti gredepisuje vyhlask&a 288/2004 Sb. Takto dané osnovy

jsou zavazné.
Administrativni Udaje

Tato ¢ast dokumentace obsahuje forntuldosti o registraci a kompletni obsah
vSech dalSich¢asti dokumentace. Osoby pracujici v i@ka zde mohou nalézt

informace o:

» indikacich, kontraindikacich a davkovani
* moznych interakcich s jinymidéry
* nezadoucichdincich
» farmakologickych a farmaceutickych vlastnostechulék
Souwéasti je i navrh fibalové informace a informaci uvadich na obalu.

V neposledniact se v tomto oddilu nachazeji udaje o odbornicittrj kiedkladaji sve

komentde k dokumeritm ve zbylychtastech'?
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Souhrny

V této casti se nachazeji zpravy vytemé experty. Cilem je shrnout biologické
a chemické udaje. Mimo to je zde zahnut souhrnyandlinickych Gdaji, vysledky
farmakologickych a toxikologickych studii. Také datast obsahuje souhrn klinickych

informaci.
Chemické, farmaceutické a biologické informace &gravcich

Tento oddil dokumentace zahrnuje podrobné informaceinnych latkach

z nasledujicich oblastf:

» obecné informace (nazvoslovi, struktura, obecngtntesti)

» vyroba (popis vyrobnich posttp kontrola materid, kritickych stupt
a meziprodukt, validace a vyvoj vyrobniho procesu)

» charakterizace a kontrola (obj&sain struktury, néistoty, specifikace latek a jejich
odavodreni, analytické metody a jejich validace, analyzgzga

» refererni standardy, obaly a stabilita
Neklinické zpravy

V této casti se nachazeji vysledky vSech provedenych miekirch studiiin vitro
i u laboratornich zvat. VSechny testy musi byfikladrné dokumentovany getné takovych

podrobnosti, jako jsou druhy pouZitychiatj zpisob jejich chovu nebo krmiva.
Zpravy o Klinickych studiich

Posledni ¢ast dokumentace zahrnuje zpravy o biologické dostsip
a bioekvivalenci, vysledky o farmakokinetickychaarhakodynamickych studiich a zpravy

o studiich dinnosti a bezpmosti'?
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3 [IMATINIB MESYLAT

Z Tyrosinové  kinasy  jsou  kritickymi
A/Q komponenty mnoha signalnich nitrolganych
“H/“ ) ﬁ a déja. Pra¢ jejich abnormalni aktivita byva

M H\]\/OAK/N\ pricinou vzniku f6znych rakovin. V lidském
;©/ o genomu je kbédovano fiplizné 500 kinas.
= Tyrosinové kinasy se &l na non-receptové

P a receptorove. &i pasobeni &chto kinas se stale

NH/“ Nﬁ X vyvijeji nové gipravky, resp. inhibitory. Imatinib
rH “\H/O/\ b““ mesylat Qbrazek 9 je pra¥ jednim
;©/ ° z nizkomolekularnich inhibitér®® ktery pisobi

proti non-receptorovym kinasath. Obchodni

nazev tohoto Iéku je Gleevec frolivec’ a jeho

komekni podoba je znazokna na obrazku

Obrazek 9.Imatinib @) a jeho hlavr
metabolit b)

(Obrazek 10. Imatinib se podava de&mralni cestou a vrcholné koncentrace v pkagn
dosaZeno #hem 2-4 hodin. Absorpce imatinibu je velmi vysok#ngi 100%)*
Eliminace imatinibu a jeho hlavniho metabolitrgemethylovany imatinit3) je priblizng

18-40 hodirf®

Obrézek 10.Lékova forma terapeutika Gleev&c:
Imatinib mesylat je v saasné dob jednou z novych latek pouzivanych kbé
chronické myeloidni leukémie (CME¥. U vétsiny nemocnych s CML nachazime

chromozomalni poruchu, ktera se nazyvéa Philadeipbskomozom Qbrazek 17).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 27

g o
22 22 (q), Ph
—_—
=i ber-abl
bl bcr Cr-a
L

Obrdzek 11. Mechanismus vzniku onkogenu Brc-Abl
translokacf’

Tato porucha vede k tvafbabnormalni bilkoviny Bcr-Abl (dochazi k translokac
sasti mezi 9 a 22 chromozom&n coZ zgmisobuje produkci abnormaélnich bilych
krvinek3* Proto byl tento inhibitor postaven tak, aby brawminiku této bilkoviny
(Obrazek 12.%
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Obrazek 12.Mechanismus dinku imatinib mesylatd®
Patateini odpoed’ je pri terapii pongrné vysokd, ale po dvanactigsicich uzivani
tohoto léku se u 90 % paciérg CML objevi rezistentni klony (namBrc-Abl 1)

DuleZitou vlastnosti této latky je jeji selektivitan. Ze jako inhibitor neovliwije,
az na vyjimky, aktivitu Zzadnych dalSich proteinidnaPozdjSi biochemické testy
prokazaly schopnost imatinibu interagovat s kindggitra PDGFR?’ Tyto bilkoviny maji

podobnou Udlohu v na&dorovémustu jako Bcr-Abl u CML, jsou ificinnou
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gastrointestinalnich stromélnich tudGIST). Mimo CML*® a GIST**°se imatinib dale

uziva i terapii akutni lymfoblastické leukémia.

Ve srovnani s jinymi &nymi chemoterapeutiky ma imatinib pémeé nizkou
toxicitu>®> V poslednich letech se mluvi o jeho kardiotoxickpotencialu®® Mezi jeho
dalsi nepiznivé efektg® pati nevolnost, zvraceni, leukoperichepatitida. Také se mohou
projevovat fizné kozni vyrazky nebo okrajové edefny.

3.1 Formy imatinib mesylatu

Polymorfy téZe substance mafizné charakteristiky a vlastnosti, jako hapvar
krystall, barva, hustota apod.ék8inou je ve farmaceutickémipnyslu preferovana jedna
polymorfni forma ped ostatnimi. Jednim z prvnich kfogii vyvoji dané latky je vyzkum
zaneien to, zdali existuji i jiné polymorfni formy, kieby nabizely vyhody pro eventualni
farmaceutickou aplikaci. Vifpads imatinib mesylatu jg-forma kome&né nabizena pod
obchodnim nézvem Gleevec (Glivéé)Vedle B-formy, existuji i dalsi krystalické formy
jako nap. alfa, F, G, H, | a K2 nebo delta a epsyldfi,ale jsou také znamy i formy

amorfni®®

Obecr je znamo, ze polymorfni formy téZze latky mohou mdtdstatné rozdily
v nékterych dilezitych farmaceutickych vlastnostech. Nalezeni ybv polymorfnich
forem farmaceuticky vyznamné substance poskytujy festou moznost ke zlepSeni
funkénich vlastnosti terapeutika, a protédeti pracovnici pohybujici se v této oblasti

stéle hledaji nejizrejSi nové formy danych latek a syntetickéspupy k nim.

3.1.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti imatinib mesylatu

Chemicka latkaN-(4-methyl-3-{[4-(pyridin-3-yl)pyrimidin-2-ylJamingfenyl)-4-[(4-
methylpiperazin-1-yl)methyl]lbenzamid mesylat, se mamnim vzorcem
CooH31N;O-CH3SOsH, je bily az nazloutly prasek, jehoz molekulova dbnost je
589,7 g/mol. Rozpustnost této latky jezna v zavislosti napa na povaze rozpoudsia
(Tabulka 2).*
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Tabulka 2. Rozpustnosf-polymorfu imatinib mesylatu.

Vodné roztoky Organicka rozpoustdla
rozpustnost H rozpustnost rozpousédlo
rozpustny dop5,5 casténe rozpustny az  dimethyl sulfoxid

rozpustny methanol

ethanol
casté&n¢ rozpustny az  neutralni pi nerozpustny aceton
nerozpustny alkalické m acetonitril

n-oktan

V¢étSi pozornost je v této kapitole igma ka-formé a p-forme, které jsou pedmétem
praktické casti této diplomové prace. Pod mikroskopem ostorma jevi v podob
ty¢inkovitych krystalki (viz Priloha II), kdeZzto up-formy se shleddvame s tvarem
desttek. Bod tani sea-polymorfu pohybuje v rozmezi 217-227 °C, apolymorfu
216-221 °¢" (jiny zdroj uvadi b.t. 223-227 °C pro-polymorf a 215-217 °C pro
B-polymorf*).

3.1.2 Struény popis pouZzitych metod vyuZitych pro analyzu prodkti
Rentgenova praskova difraki analyza

Metody rentgenové praskové difeak analyzy (XRPD z angl. X-Ray Powder
Diffraction)  vyuZivaji  kratkovinné elektromagnet&ek spektrum  z  oblasti
0,1.10"°-100.10" m ke studiu usp@dani stavebnichastic v pevnych latkach. Vinova
délka tohoto ionizujiciho #éni (ozn&uje se jako ,Roéntgenovo“) odpovida
meziatomovym vzdalenostem vet§ing struktur pevnych latek, a tak e @i jeho
dopadu dochazet k difrakci na elektronech jedngtlivatonti. Analyzou difraktovaného
z&eni lze nasledn stanovit rkteré strukturni charakteristiky afipadré rozmiséni

stavebnickastic v krystalové ifizce studované pevné f&7e.

Obecrk kazda latka, ale itené polymorfni formy tytéZz sl@eniny vykazuji
v rentgenoveé praskove difraki analyze ,unikatni“ piky, které mohou byt vyuzkyejich
identifikaci a kvantifikact’’ V Tabulce 3 jsou uvedeny charakteristické piky, podle

kterych je mozné odlidit a-polymorf IM od p-polymorfu.a jejich celé spektrum ziskané
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metodou XRPD je znazofno naObrazku 13, ve kterém jsou uvedeny hodnoty ik

z Tabulky 3 pro lepsi pehlednost a rychlou orientaci.

Tabulka 3. Hodnoty charakteristickych pikjednotlivych polymorfnich forem imatinib

mesylatu (XRPD).

XRPD 2-Theta (z 0,2 stupi 2-Theta)

alfa 49 10,5 14,9 16,5 17,7 18,1 18,6 19,1 21,3 621
22,7 23,2 23,8 24,9 27,4 28,0 28,6
beta 9,7 13,9 14,7 17,5 18,2 20,0 20,6 21,1 22,1 .,7 22
23,8 29,8 30,8
—y 186
!19.1
l ME
i ] wll 231 24
105 bl || :l.—_ ' 265
] | | 185 i. I ':li za,zz”,| |r
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Obrazek 13.XRPD analyzai-formy ap-formy imatinib mesylatu.

Infra ¢ervena spektroskopie

Principem infréervené spektroskopie (J je absorpce infigerveného zé&ni

molekulami

latek. Infréervené z#eni ma ¥tSi vinovou délku a nizsi energii nezredi

ultrafialové a viditelné. V infréervené spektroskopii setéinou misto vinove délkyif

vyuZziva vin@ta (v). Z hlediska pouzivanych vinovych délekedi mizeme infréervenou

oblast rozdlit>°

« dalekou: = 50-100um; v = 200-10 crit
« stredni:A = 2,5-50um; v = 4000200 cm
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blizkou: A = 0,78-2,5um; v = 12800—4000 cfh

Pro identifikaci a urovani chemické struktury ma nef8i vyznam gedni

infratervena oblast. Pouziva se zejména jakortkama metoda k identifikaci organickych
i anorganickych slatenin

Infracervené spektrum Ize rodd na dw oblasti:

V oblasti skupinovych nebo-li charakteristickyctbrdci ¢ = 4000—1500 cif) se
nachazeji absoépi pasy vibracitznych funknich skupin, proto se tato oblast
vyuZziva pro identifikacidgchto skupin v molekule organické latky.

V oblasti otisku prst (v = 1500—400 ci) nachazime pasy deforttméch vibraci
skupin, které jsou velmi siénovlivnény vazbami a celkovou strukturou molekuly.
Protoze jsou tyto vibrace teny vibr&nim chovanim celého skeletu molekuly.
V této oblasti otisku prétnenajdeme dvlatky, které by nily sva spektra shodné.

Na Obrazcich 14 a 15 jsou znazorgna IC spektra 100%gistého a-polymorfu

ap-polymorfu imatinib mesylatu. WPriloze Il je uvedeno @ spektrum pro sis tchto

dvou polymorii.

1.2

101

084

06

Absorbance

— |

2500

2000

Wavenumbers (cm-1)

Obréazek 14.1C spektrumu-formy imatinib mesylatu.
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Absorbance

Wavenumbers (cm-1)

Obrézek 15.1C spektrump-formy imatinib mesyléatu.

Plynové chromatografie

Nazev ,chromatografie” zahrnuje v s@sné velkou skupinu sepamich technik
a plynova chromatografie je jednou z nich. Tato adatvyuziva rozéleni koncentrace
analytu mezi stacionarni a mobilni fazi, kterou ad#i plyn. Nosny plyn by se éhsvym
chovanim blizit tomu ideélnimu, hoglblizko k idealnimu plynu ma helium (je ovSem
dosti drahy). Nejastji pouzivanymi nosnymi plyny jsou dusik, argon, ilo@ helium
Zdrojem pohybu mobilni faze je tlakovy spad a staaini faze je uspadana v kolo&>*
Mezi hlavni vyhody této techniky pgatjednoduché a rychlé provedené analyzginmé

separace latek a malé mnozstvi vzorkugimié k analyze.

Plynovy chromatograf je sloZzen ze zdroje a regulatproudu nosného plynu,
davkovaciho zazeni, chromatografické kolony, termostatpro injektor, kolony
a detektoru a v poslednfads vyhodnocovaciho z&eni®? Detektory jsou &asti
chromatografu, kde se fyzik@nchemické vlastnostiipvadji na nefitelny, zpravidla
elektricky signal. Detektdr je celafada, rkteré vyuzivaji tepelné vodivosti (detektor
tepelné vodivosti), jiné ionizai &innosti (detektory termoionizai, chemoionizéni

& plamenoionizani) nebo fotoemise (plamendfotometricky detektorj’

3.2 Syntéza molekuly imatinibu

VétSina znamych cest profipravu imatinibu ma probléemy HBu s nizkou
reprodukovatelnosti, nebdistotou latky, pop jsou finagné narané. Nize uvedeny

postup je jeden zth, které jsou vhodné prdipravu imatinibu ve &Sim netitku. Jelikoz
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jsem se v této praci samotnotigravou imatinibu nezabyvala, ale pouze jefengnou na
mesylat, je vybrana syntéza v této kapitole znagarnjen schématicky bez uvedeni
realkénich podminek, které publikovalH.Liu et al. Syntéza v pnié@ds zahrnuje fipravu
klicovych reaktart, 6-methylN'-[4-(pyridin-3-yl)pyrimidin2-yllbenzen-1,3-diaminu
(Schéma ) a 4-[(4-methylpiperazin-1-yl)methyl]lbenzoovd kigsa dihydrochlorid
(Schéma 2. Z tchto dvou pipravenych reaktafit je nasledd provedena syntéza

imatinibu Schéma 3.

Z "N
X N a SN \NJ\S/ b )\
_

| N ——— |\\ PN
_ o)
N

L, —— LT
|
S \N)\N NO, S \N)\N NH
N N

reakeni €inidla: a) Na, EtOH b) Mel, NaOH c) Na,WOy,, H,05, Me,CO d) HyN-NH,, FeCl;.6H,0, MeOH

Schéma 1. Friprava 6-methyN'-[4-(pyridin-3-yl)pyrimidin2-yl]benzen-1,3-diaminu.

CN ~N COOH
cl Nﬁ \/©/ Q\J\/@ -2 HCl

reakeni Cinidla: a) KoCO3, EtOH b) HClyon)

Schéma 2Priprava dichloridu 4-[(4-methylpiperazin-1-yl)metliygnzoové kyseliny.

\ COOH
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| A N N NH,
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N

Schéma 3FPriprava farmaceuticky vyznamneé latky imatinibu.
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3.3 Priprava molekuly imatinib mesylatu

Syntéza této latky byla prérprovedena v roce 1993°°V sousasné dobje nskolik
technologickych postuppro gipravu IM, nicmés je vzdy zakladnimi surovinami baze
a kyselina methansulfonov&¢héma 4. Jednotlivé postupy se li$i zejména pouZitym
rozpoustdlem, ale nizeme také najit odliSnosti i v samotném postupu.

7 7
« CH,SOsH
I\\N \\N 3203

NN _CHgSOgH_
Taets o
O

Schéma 4 Schéma syntézy imatinib mesyl&fu.

3.3.1 Priprava a-polymorfu

Jednou z moznosti, jakipravit a-polymorf imatinib mesylatu je vyuZziti ethanolu
jako rozpoustdla. Tento proces zahrnuje&kolik reakénim krokd, je pracny a vysledky
jsou nereprodukovatelné. Taktdigravena molekula je po¥mé nestabilni pi pokojove

teplo&, protoZe je krystal hygroskopicky.

Druhou variantou je vyuZiti organickych rozpawf typu ketod, nitrila
a cykloalkari, kdy pi jejich pouZiti vznika stabilni-forma.>®

DalSi moznosti je vyuziti rozpoudsia isopronanolu. Vysledkem je-polymorf
imatinib mesylatu, ktery je stabilnifippokojové teplat a taktéz i i teplotach kolem
120 °C>® Technologie zahrnuje smichani baze s isopropandemasledny ifdavek
kyseliny methansulfonové. Real snmes je refluxovana, nasleduje jeji zchlazeni a fikra
produktu. Obdobny postup byl vyuZit v praktick@sti této prace.

Pokud bychom # vyrob¢ ziskali gevazr nezadoucif-polymorf, je mozg jej

prevést naa-polymorf>®

V prvé fack se smich&-polymorf imatinib mesylatu s vodou
a organickym rozpoudtlem (nap. methanol), poté se azeotropickou destilaci odstra

voda a zbyla sis se ochladi a transformovamypolymorf se odfiltruje.
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3.3.2 P¥iprava g-polymorfu

B-polymorf imatinib mesylatu byl jako jeden z prvimipodavany k k&bé malignich
nemoci. Tato forma je stabilniimZ je mySleno, Ze moznost polymorfni & je mensi
nez 2 % hmotnosti. Jednou z cest jak P#ormu p@ipravit je pouziti acetonu jako
rozpoudtdla®® V prvé fads se smicha bazé s acetonem. Nasledujeepedeni Sisi
k refluxu a var je udrzovan 30 minut. Posléze se&sswchladi na pokojovou teplotu

a prefiltruje. Takto ziskany material se susiteplot 65 °C.
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. PRAKTICKA CAST
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4 STANOVENi CiLU DIPLOMOVE PRACE

Cile diplomové prace byly definovany jejim zadanigakladnim ukolem bylo
vypracovat literarni reSerSi stingé pojednavajici o krystalografii sléenin, farmakologii,
vyzkumu a vyvoji léiv. Nasled® zpracovat kapitolu, ve které bude charakterizovan
polymorf imatinib mesylatu, schématickyeghled jeho BZzné gipravy a okrajo¥ pribliZit

¢tendi princip pouzivanych metod pro stanoveéistoty pozadovaného produktu.

DalSim ukolem a cilem, jiz v praktickéasti této prace, bylo provést zakladni
experimenty pro fipravu o-polymorfu imatinib mesylatu, kterédy za Okol gedkezne
zjistit za jakych podminek v reahi snesi vznika nezadoudd-polymorf. Na zaklad takto
ziskanych vysledk vyhodnotit mozné i¢iny vzniku nezadouciho polymorfu a pokusit se
je potlait tak, aby pi konverzi imatinibu na jeho methansulfonat selaktivznikal pouze

pozadovanyi-polymorf.
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5 EXPERIMENTALNi CAST

V experimentalnitasti budou uvedeny pouze syntetické postupy vedoptipraw
a-polymorfu imatinib mesylatu askovacich latek 1, 2, 3. Jelikoz byly XRPD& &nalyzy
meéteny na pracovisti firmy Synthon s.r.o. se sidletdolandsku a jejich vysledky byly
zasilany pouze v podeébgrafickych spekter, bezigsnych hodnot jednotlivych pik
netroufala jsem si je z takto ziskanych @grafieist. Proto, jak je tomu zvykem, nejsou

jejich vycty v experimentalnéasti uvedeny a jsou pouze gésti @iloh (Piilohy Il alV).

Infracervend spektra byla dfena na spektrometru Nicolet Avatar 320 technikou
KBr tablet. Rentgenova praskova diféak analyza byla provedena na difraktometru
Bruker AXS D8 Advance s Cu-trubici kf=1,5418A). Parametry scanovani
0,02° 2 Theta/0,3 sec. Pro kvantitativni analyzapiispanolu byla pouZzita technika
Headspace Tekmar HT3 a plynovy chromatograf AgiE8R0 (FID detektor) s kolonou
(30 m; 0,53 mm) IDxpm (5% Fenylmethylpolysiloxan). Jako nosny plyn bylouZito
helium s konstantnim ftokem 33 cm/s. Teplota nég&u: 200 °C. Teplotni program:
40°C/10 min, 120 °C/min a 220 °C/2 min.

5.1 Priprava a-polymorfu imatinib mesylatu

Titulni slowenina, imatinib mesylat, byla fipravena mira modifikovanym
literarnim postuper® V trojhrdlé baice o objemu 250 cin opatené Dimrothovym
chladitem, byla suspenze imatiniiu(10 g; 20,3 mmol) ve 100 ml isopropanolu michana
mechanickym michadlem (100 ot/min, 220 ot/min, 40in) a givedena k refluxu.
Ke vrouci suspenzi byl jednorazowpridan roztok kyseliny methansulfonové (1,95 g;
20,3 mmol) ve vod (1,1-3,1 % wuc¢i mnozstvi iPrOH, tj. 1,1-3,1 ml)¢imz doslo
k ¢asténému rozpushi pevné faze. Nasledrbyla za horka reaki smés zagkovana
komeknim a-polymorfem IM nebo #Hive pripravenou Sarzti-polymorfu IM a vznikla
smes byla dale refluxovana po dobu uvedenotiabulkach 4-6 a 8-12 Po uko®eni
reakce byla sis ochlazena na 10 °€imz vznikla husta mighnazloutla suspenze, ktera
byla pefiltrovana ges Blchnerovu nalevku, pevny produkt byl promyh#Gsopropanolu
a susen 3 hodinyipteplog 70 °C.
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5.2 Priprava ofkovacich latek 1, 2, 3

V trojhrdlé badice o objemu 250 cin opafené Dimrothovym chladem, byla
suspenze imatinibli (10 g; 20,3 mmol) ve 100 ml isopropanolu michanecmanickym
michadlem (220 ot/min) afipedena k refluxu. Ke vrouci suspenzi byla jednovéz
piidana kyselina methansulfonova (1,95 g; 20,3 mmdaimz doSlo kasténému
rozpuséni pevné faze. Vznikla sta byla dale refluxovana po dobu 5 minut. Po Wleon
reakce byla sis ochlazena na 10 °€imz vznikla husta mighnazloutla suspenze, ktera
byla pefiltrovana ges Blchnerovu nalevku, pevny produkt byl promyh#iGsopropanolu
a susen 3 hodinyipteplog 70 °C.
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

Ve farmaceutické fird Synthon s.r.o. ip vyrob¢ a-polymorfu imatinib mesylatu
(IM) v poslednim reatknim kroku, tj. gi konverzi bazel na jeji methansulfonovouiils2,
nastaly problémy s polymorfniistotou poZzadovaného produktu. Jimippavené Sarze
aktivni substance obsahovaly mimdormu IM také nezadoudi-formu. Hlavnim cilem
tohoto vyzkumu bylo zjistit fi¢cinu zminovanych neusgnych vysledi (Tabulky 4-6)
a nasleda se pokusit upravit regki podminky Tabulky 8-10) tak, aby bylo mozné
ziskata-polymorf s co nej#tsi cistotou.

/I /I
¢ CH3SO3H
\\N I\\N 39oU3
N

I
N —==n Ny N
/\©/ o /\©/ o]
1 2

Schéma 4 Syntéza imatinib mesylat@)(

Dle ,normy*“*® je maximalni mezni hodnota pro isopropanol 5000 pgo? je 0,5 %,

a vhodna aktivni substance musi obsahovat mini#nmath% o-polymorfu. V celé praci
jsou obecn nevyhovujici vysledky, pdp vysledky blizici se vySe znémym hodnotam
zaznamenanyervert a naopak vysledky, které byly analyzami potvrzgako nejlepsi,
jsou uvedeny tn¢. Za dilezité povazuji také Zgaznit, Ze metoda XRPD analyzyeth

s 98% pesnosti, a aby bylo mozné n&ihv produktup-polymorf je nutné, aby jeho obsah
ve snési byl minimalrg 5 %.

V prvni fadk byly provedeny srovnavaci experimenfiyabulka 4), u nichz byly
jednotlivé parametry zvoleny na zaktadiysledki vyvojové etapy IM, kterd byla
pracovniky farmaceutické firmy Synthon s.r.0. prbeea jiz dive. Z této vyvojové etapy
vyplynulo, Ze optimalni obsah vody v réak sntsi (vztaZzeno k mnozstvi isopropanolu) je
2,5 %y, @ doba refluxu 20 minut. Prag€ly srovnavacich experiménbyl vybran obsah
vody 2,5 a 3,1 %,;. a doba refluxu v rozmezi 1-60 minut. Rychlostekamichadla, které
zaji¥ovalo dostaténé miseni vychozich latek, byla nastavetibliggné na 220 ot/min.
Teplota reaéni snesi byla udrzovanaip konstantni tepla@t 80 °C. Jako &ovaci latka,

kterou je nutné pro vylaeni a-polymorfu imatinib mesylatu fjlavat do reasni snesi,
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byla pouzita jiz #ive vyrobena Sarzel.(4) a-polymorfu. Je nutno Zdaznit, Ze XRPD
analyza potvrdila, Ze se jedna o 10@%rmu imatinib mesylatu.

Tabulka 4. Uvodni srovnavaci pokusy.

Mnozstvi Doba Teplota  Polymorf [%)] . .
‘ot Zbytkové mnozstvi
EXp. vody? refluxu reakéni rozpousidiac [%)]

[% o] [min]  smési[°C] o P P °

1 2,5 1 80 95 5 0,97

2 2,5 15 80 69 31 0,31

3 2,5 30 80 66 34 0,31

4 2,5 60 80 40 60 0,21

5 3,1 3 80 60 40 1,1

6 3,1 18 80 14 86 0,3

2 Objem vody v % vztaZené na objem pouzitého iPrétStanoveno pomoci XRPDS Stanoveno pomoci
GC; Tuéné &erné: nejlepsSi vysledek ztéto série experinienfucéné &ervend: nevyhovujici slozeni
produktu;Cerverg: blizici se limitnim hodnotam

Vysledky experimerit uvedenych Wabulce 1 potvrdily problematinost gipravy
a-formy imatinib mesylatu. Ani v jednom ze Sedtigadi se nepoddo syntetizovat 100%
a-polymorf. Ztohoto hlediska dopadl nejlépExp.1, ovSem obsah zbytkovych
rozpoustdel ténti dvojnasobn piekratoval povolené mnozstvi. Experimenty, ze kterych
nejlépe vySeExp. 2, s nasadou vody 2,54p a dol& refluxu 15 nebo 30 minut byly jako
jediné z hlediska poZadawkna cistotu IM prijatelné. Pokusy, u kterych bylo zvySeno
mnozstvi vody az na 3,14p, nesphovaly Zzadané naroky na slozeni a td’lpiekratovaly
limitni mnozstvi zbytkového rozpousiia, nebo vznikajiciB-polymorf mnohonasokin
pievySovala-polymorf. Jiz po 3 minutach refluxu se snizil dibsapolymorfu na 60 %,
po 18 minutach poklesl az na pouhych 14 %.

Pti aplikaci reaknich podminek, které firma Synthon s.r.0. deklal@vgko
optimalni, pro pipravu a-polymorfu IM bylo zjiS€no, Ze v Zzadném z provedenych
z&kladnich screeningovych téstebyla bazel selektivié pirevedena na-polymorf IM.
Proto jsem se pokusila tyto podminky optimalizotedt, Ze byly postughpozmenovany
jednotlivé faktory, které by mohly do jisté miryakei ovliviiovat. Ménéno bylo mnozstvi

vody, doba refluxu, charaktetkovaci latky, teplota lazna rychlost otéek.

Vzhledem k tomu, Ze u prvnich experimentzedenych Wabulce 1byl obsah vody
3,1 Y%y, kriticky, pro nasledujictadu pokus byl volen obsah vody 2 a 2,5.86 Reakni
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smeés byla refluxovana 10 nebo 20 minut. Zvolené daflurku vychazi ot z prvnifady
experimenti, ve kterych flis kratky ¢as olfevu n€l negativni vliv na obsah zbytkového
rozpoustdla, a dlouh&a doba ¢ta negativni vliv na polymorfii produktu. Teplotaalkni
smesi byla ogt 80 °C. Otéky michadla byly ponechany na konstantni ho&nipt na cca
220 ot/min. K @kovani byl pouzit komeni preparato-polymorfu IM, u kterého LC
Laboratories garantupe99% istotu.

Tabulka 5. Priprava IM s pouZzitim komeéniho preparatu, jakoc&ovaci latky.

Mnozstvi Doba Teplota Polymorf [%] Zbytkové mnozstvi
Exp. vody? refluxu reakéni - - rozpoustdia’ [%]
[% o] [min]  smisi[°C] @ B P
7 2 10 80 100 0 0,30
8 2 20 80 100 0 0,36
9 2,5 10 80 100 0 0,33
10 2,5 20 80 100 0 0,28

a Objem vody v % vztaZené na objem pouzitého iPrétStanoveno pomoci XRPD® Stanoveno pomoci
GC; Tuéné ¢erné: nejlepsi vysledek z této série experinient

VSechny vysledky tétaasti (Tabulka 5) byly vyhovujici jak ze strangistoty
polymorfu, tak i ze strany mnoZstvi zbytkového mzftdla. Nejlepsi vysledky byly
u Exp. 10, kdy byl obsahu-polymorfu 100 % a zbytkové mnozstvi iPrOH pouz280%.

V néasledujicitad® experimeni (Tabulka 6) byl sledovan mozny vliv teploty lazn
ktera byla nastavena na 70, 95 a 150 °C. Dobaxtetbyla prakticky ve vSechripadech
20 minut, protoZze u experiménprovedenych five, poskytovaly reakcefiptomto ¢ase
nejlepsi vysledky a to jak z hlediska polymorfistoty, tak i z hlediska zbytkového
mnozstvi iIPrOH. Vzorky byly ¢gkovany b’ komegnim preparatenu-formy IM (b.a)
nebo validanimi Sarzemi (Sarze 1, 3, 4, 5), které byly pradkyrfirmy Synthon s.r.o.
vyrobeny jiz dive. VSechny pouzité Sarze byly pomoci XRPD analgyodnoceny jako
100% a-polymorfy IM. Pro doplgni série byly u dvou experiméntockovanych
komeknim produktem pozemény nasledujici parametry — doba refluxu byla zvalen
uExp. 11 na 10 minut, uExp. 18 na 40 minut, Exp. 21 byl obsah vody 3,1 %
(vztaZeno k nasa&dPrOH).

Pokud se jako @ovaci material pouzil komeémi preparato-polymorfu IM, bylo

dosazeno vybornych vyslelkz hlediska polymorfni struktury a taktéZz mnozstvi
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zbytkového rozpoudtlla bylo v ramci stanoveného limitu. Nejlepsi vk byl
zaznamendén &xp. 22, kdy obsah vody byl 3,1 %. Dale bylo z§iSb, Ze vysSi teplota
lazne a ani prodlouzena doba refluxu (40 min) ggnvliv na ¢istotu g@ipravované latky.
OvsSem stale se zde musihpizet k tomu, Ze prodkovani byl pouzit zakoupeny kondei

IM, coz se velkovyrobnepouziva.

Tabulka 6. Priprava IM v zavislosti na tepléot pouzité dkovaci latce.

Mnozstvi Doba Teplotalaze . Polymorf Zbytkové
Exp. vody? refluxu (tepl. reakeni OT;S(\;aC' [%] mnozstvi
[Yoon;]  [min]  smési) [°C] @ P rozpoustdia® [%]
11 2,5 10 70 (70) kax 100 O 0,45
12 2,5 20 70 (70) kax 100 O 0,48
13 2,5 20 95 (80) Sarzel 76,723,3 neanalyzovano
14 2,5 20 95 (80) Sarze3 84 16 neanalyzovano
15 2,5 20 95 (80) Sarze5 94,654 neanalyzovano
16 2,5 20 95 (80) 01 100 O 0,22
17 2,5 20 95 (80) 01 100 O 0,27
18 2,5 40 95 (80) kax 100 O 0,24
19 2,5 20 150 (80) fou 100 O 0,23
20 2,5 20 150 (80) Sarze4 65 35 0,2
21 3,1 20 95 (80) b. a 100 O 0,13

& Objem vody v % vztaZené na objem pouzitého iPrétStanoveno pomoci XRPDS Stanoveno pomoci
GC; Tuéné &erné: nejlepsi vysledek z této série experiniienterver: blizici se limitnim hodnotam

VSechny vysledky ziskané v této séfiapulka 6) byly opst vyhovujici. Slovem
,wyhovujici“ je mysleno to, Ze spliji stanoven® pozadavky na-formu IM (tzn. obsah
a-polymorfu vice jak 50 % a mnozstvi zbytkového sganolu do 0,5 %). Pokud se jako
ockovaci materidl pouzil komeéni preparato-polymorfu IM, bylo dosazeno vybornych
vysledii z hlediska polymorfni struktury a taktéZz mnozatyytkového rozpouédtila bylo
v ramci stanoveného limitu. Definitignbylo potvrzeno, Ze ip ockovani reakni snesi
vyrobenymi Sarzemi IM prakticky nelzetipravit ¢isty a-polymorf, i kdyZz bylo vySe
zmiréno, Ze polymorfni¢istota vSech pouzitych SarZzi byla dle XRPD anal{Dp%.

U experimeni Exp. 13—-15nebyla provedena analyza zbytkového mnoZstvi dgaprolu,

protoze se primagjednalo o polymorfnéistotu vzniklého produktu.
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Mimo jiné byl také zkouman vliv teploty la&nna gipravu a-polymorfu IM.
Prokédzalo se, Ze sniZzenim teploty na 70 °C, méiamepy vliv na obsah zbytkového
rozpoustdla. U obou dvou experimani{Exp. 11 a Exp. 12) bylo mnozstvi zbytkového
isopropanolu (0,45 a 0,48 %ste pod hranici povoleného limitu (mez = 0,5 % iPrOH).
V opaném gipact Exp. 13-21, kdy byla teplota ldzhzvySena na 95 °C nebo na 150 °C,
nedochazelo té# k Zzadnym zrinam, a ani v fpact kde byl prodlouzeny redhki ¢as
na 40 minut Exp. 18). Je ale obdivuhodné, Ze zvySenim mnoZstvi vodsaltni snesi
na 3,1 %y, pri teplo€ lazre 95 °C doslo k markantnimu snizeni mnozstvi zbytkov
isopropanolu az na hodnotu 0,13 %. OvSem stalenzagime phlizet k tomu, Ze pro
ockovani byl pouzit zakoupeny kongei IM, ktery se samdejmeé pro svou vysokou cenu

(1 g = 129 $) ve velkovyr@anepouziva.

Jak vyplyvda z dosavadnich vyslédkexperimeni zkoumanych paraméir
(Tabulka 4-6), které gimo ovliviji vznik B-formy imatinib mesylatuci premsnu
a-polymorfu na B-polymorf, je rkolik. Mezi ty nejzasad¥)Si mizeme zahrnout
polymorfni ¢istotu pouzité &kovaci latky a mnozstvi vody, kterd sé@idava ve srisi
s kyselinou methansulfonovou. Podstatnou roli thiage teplota a doba refluxu reak
smési po nadkovani. Samazjme, Ze jisty vliv také mohou mit pouzité surovinyspe
jejich kvalita, a to plati jak pro vychozi baziktigpro kyselinu methansulfonovou.

Nejprve byly vyrobenyit o¢kovaci latky, jejichz podminkytfpravy jsou uvedeny
v Tabulce 7. i jejich pripraw byl obsah vody nulovy. To proto, aby se co nejvice
omezila moznost vzniku nezadoucih@-polymorfu. Pro omezeni transformace
na nezadouci polymorf byla zvolena doba refluxuzeob minut. Na druhou stranu oba
tyto parametry (nulovy obsah vody a kratka dobduxef) by mely negriznivé ovlivnit
obsah zbytkového isopropanolu. Je takdeité upozornit na skutaost, Ze v tomto
piipadc je mirtno dobou refluxu ¢as, ktery nasledoval po figani kyseliny
methansulfonové. Zde seckmvani neprovago. Teplota byla nastavena na 80 °C
a rychlost otéek piblizné na 220 ot/min.
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Tabulka 7. Parametry reakce prd@ipravu @kovacich latek a jejich analyzy.

o 0
Oc¢kovaci 'V'”OZSE" Teplota Doba refluxu Polymort [%] Zbytkové mnozstvi
latka ~ YodY °C] [min] rozpousidia® [%]

[% ob;.] o B°
1 0 80 5 100 0 0,62
2 0 80 5 100 0 0,63
3 0 80 5 100 0 0,52

& Objem vody v % vztaZené na objem pouzitého iPrétStanoveno pomoci XRPDS Stanoveno pomoci
GC; Tuéné &erné: nejlepsSi vysledek ztéto série experinienfucéné &ervend: nevyhovujici slozeni
produktu

Rentgenova praskova difrak analyza potvrdila, Ze vSechriypiipravené okovaci
latky jsou 100%a-polymorfy. Jak jiz bylo vySe zmémo, nastavené parametry jsou
nevyhovujici pro obsah zbytkového isopropanolu.omto ohledu dopadla nejlépe
Oc¢kovaci latka 3 kdy zbytkovy iPrOH byl ,pouze” 0,52 %, cotgkratovalo povoleny
limit ,jen" 0 0,02 %. U zbylych dvouD¢&kovacich latekl a 2 bylo prekroteno povolené
mnoZstvi 0,5 % iPrOH o vice jak 0,1 %.cKovaci latka je H vyrob¢ a-polymorfu
imatinib mesylatu pouzivana jen v malém mnozstvbtd® se da fedpokladat, ze by
takovéto mnozstvi ne¥to negative ovlivnit zbytkovy obsah isopropanolu.
Tento gedpoklad by r8l byt potvrzen ¢i vyvracen v nasledujicich sériich pokus
(Tabulka 8-10).

Nasled® pro gipravua-polymorfu IM (Tabulka 8) byla pouzitaO¢kovaci latka 1
(analyzovana byla jako 100%forma se zbytkovym mnozstvim iPrOH 0,62 %). Obsah
vody v reakni snesi se pohyboval v rozmezi 1,1-3,1 % a doba refluda 25-35 minut.
Teplota reakni snesi byla nastavena na 80 °C a rychlostekagiblizné na 220 ot/min.
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Tabulka 8. Priprava imatinib mesylatu za pouzitikmvaci latky 1.

Polymorf [% ]

Exp. Mngistvi Doba refluxu Zbytk0\{évmntc)25tvi
vody “ [% ob; ] [min] P Bb rozpoustédla ™ [%0]

22 1,1 30 100 0 0,59

23 15 30 100 0 0,47

24 2,1 35 91,3 8,7 0,33

25 2,5 25 100 0 0,36

26 2,5 30 96,2 3,8 0,27

27 3,1 25 80,1 19,9 neanalyzovano
28 3,1 30 82,6 17,4 0,23

a Objem vody v % vztaZené na objem pouzitého iPrétBtanoveno pomoci XRPD® Stanoveno pomoci
GC; Tu¢né &erné: nejlepsSi vysledek ztéto série experinfientuéné cervené: nevyhovujici slozeni
produktu;Cerverg: blizici se limitnim hodnotam

S vyuzitimOc¢kovaci latky 1 se pod#lo pouze ve fiech gipadech Exp. 22 23
a 25) pripravit ¢isty a-polymorf IM, ze kterych nejvice svym sloZzenim vybwal Exp. 25
kdy mimo 100% polymorfnéistotu latky, bylo zbytkové mnoZstvi iPrOH pouz&8®%,
ve srovnani £xp. 22 (0,59 % zbytkového iPrOH) Exp. 24 (0,47 % zbytkového iPrOH).
Samozejm¢ i Exp. 23 by vyhovoval stanovenym pozadd@vkna konény produkt,
ale zbytkové mnoZstvi by mohldiprelkovyrobs stoupnout nad povoleny lirfiit (0,5 %
zbytkového iPrOH). Jak lze wist zTabulky 8 obsah pouzité vody pod 2 % se jevi jako
kriti ¢t&jSi (z hlediska zbytkového mnoZzstvi rozp@dtt).

Ostatni experimentyekp. 24, 26, 27 a28) dopadly s ohledem na polymorfiiife. Je
zietelné, Ze $ obsahu vody 3,1 % zaznamenala XRPD analyzacité®% naist
B-polymorfu. Ri¢ina by pravdpodobr® mohla byt v ¢kovaci latce. Kdy ani XRPD

analyza nemusela zaznamenat stopové mnd#$oriy imatinib mesylatu.

Pro dalSi sérii experimeh{Tabulka 9) byla pouzitaO¢kovaci latka 2, jejiz analyza
byla nasledujici: zbytkové mnozstvi isopropandlnilo 0,63 % a polymorfnicistota
100 %a-formy. V ndvaznosti na vysledky série experindiamtedenych vabulce 8 byly
vypuSeny pokusy s velmi nizkymi hodnotami obsahu vodyl Gy, a 1,5 %y;), které
byly nahrazeny hodnotou 1,75%80 Toto mnoZstvi vody je sice pod 2% hranici,
ale nadruhou stranu jeé¢tgi jako u Exp. 23 ktery narokm na cistotu vyhovoval.

S ohledem na dobu refluxu, byly voleny krat8sy, které by mohly negati¥rovlivnit



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 47

mnoZstvi zbytkového rozpowsila, ale na druhou stranu jsou vyheg@n pro gipravu
pozadovaného polymorfu. Celkova snaha byla najih@eSi mnoZstvi vody a co nejkratsi
¢as tak, aby byly vznikajici produkty vyhovuijici jakhlediska mnozstvi rozpogéta, tak

i Z hlediska polymorfni¢istoty produktu. Zbylé parametry syntézy byly nastay
analogicky s pedchozimi pokusy, tj. teplota remk snesi byla udrZzovana na 80 °C
a rychlost otéek piblizné 220 ot/min.

Tabulka 9. Priprava imatinib mesylatu za pouzitikmvaci latky 2.

Exp. Mngistvi Doba refluxu Polymorf [% ] ZbytkO\iévmng)istvi
vody “ [%0 obj.] [min] P B rozpoustédla ™ [%]
29 1,75 11 100 0 0,474
30 1,75 18 100 0 0,465
31 1,75 25 100 0 0,479
32 2,00 11 100 0 0,432
33 2,00 18 100 0 0,417
34 2,00 25 100 0 0,445
35 2,25 11 100 0 0,389
36 2,25 18 100 0 0,407
37 2,25 25 100 0 0,408
38 2,50 11 100 0 0,473
39 2,50 18 100 0 0,383
40 2,50 25 100 0 0,337
41 3,10 11 100 0 0,283
42 3,10 18 100 0 0,306
43 3,10 25 100 0 0,267

a Objem vody v % vztaZené na objem pouzitého iPrétStanoveno pomoci XRPD® Stanoveno pomoci
GC; Tuéné &erné: nejlepsi vysledek z této série experinfientervers: blizici se limitnim hodnotam

Mnozstvi a-polymorfu u vSech experimantuvedenych Wabulce 6 bylo 100 %.
Z pohledu obsahu zbytkového rozp@dé byly nangtené hodnoty v ramci povoleného
limitu, ale ot se potvrdilo, Ze nasada vody2 %, prinasi velmi vysoké hodnoty

zbytkového isopropanolu. NejlepSiho vysledku bydsaZeno Exp. 43

Pro posledniadu experimetit (Tabulka 10), kterd se snazi optimalizovat vyrobni

podminky imatinib mesylatu, bylo pro n&ovani reakni snesi pouzito
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Oc¢kovaci latky 3. Analyza této &kovaci latky byla ze vSechritmnou vyrobenych
(Tabulka 7) nejlepSi a konkrétn se jednalo o 100%-polymorf s obsahem 0,52 %
zbytkového iPrOH.

Tabulka 10. Priprava imatinib mesylatu za pouzitikmvaci latky 3.

Polymorf [% ]

Exp. Mngistvi Doba refluxu Zbytk0\{évmntc)25tvi
vody ~ [%6 ob; ] [min] o pb rozpoustédia ® [%)]

44 1,50 18 100 0 0,47

45 2,25 5 100 0 0,42

46 2,25 18 100 0 0,27

47 2,25 45 100 0 0,40

48 3,00 18 100 0 0,26

& Objem vody v % vztaZené na objem pouzitého iPrétStanoveno pomoci XRPDS Stanoveno pomoci
GC; Tuéné &erné: nejlepsi vysledek z této série experiniienterver: blizici se limitnim hodnotam

VSechny experimenty provedené v této sérii¢topyhovovaly pozadawkm
nao-polymorf imatinib mesylatu. NejlepSiho vysledku ldydosazeno u experimentu
Exp. 48 kdy hodnota zbytkového rozpo&dia byla pouhych 0,26 %.

Z vySe uvedenych experimé&nuvedenych Wabulkach 8-10 se jako optimalni
jevila doba refluxu 18 minut. Tato hodnota se rmgvblizila nastavené hodgotoby
refluxu z pivodniho vyvojového reportu, coz bylo 20 minut. Mstvz vody okolo 3 %y;,
by bylo pro gipravu imatinib mesylatu idealni, zaéeppokladu, Ze by polymorfiistota
pouzité @kovaci latky byla stoprocentni. Tento fakt by ovSeemusela prokazat ani
hranici). NejlepSi vysledek byl pro dobu refluxu h#hut zaznamenan Bxp. 46, kdy @i
pouzitém mnozstvi vody 2,25 byl obsah zbytkového rozpoudta 0,27 % iPrOH.

Dale nasledovaly série experimenkteré nély za ukol pro¥tit, zdali jsou vyvozené
zawry (viz odstavec vyse) parametpripravy o-polymorfu imatinib mesylatu spravné
(Tabulka 11 aTabulka 12). U t&chto experimerit bylo mnozstvi vody v nasa®,25 %y,

a doba refluxu 18 minut. Teplota &snbyla 80 °C.

Cilem experimerit uvedenych Wabulce 11 bylo prowtit, ma-li rychlost otdek
a mnozstvi pouzité sovaci latky vliv na syntézu IM. Re&ki snes byla @&kovana
vyrobenou O¢kovaci latkou 3 (viz Tabulka 7). Pro Exp. 49 byly snizeny oté&ky
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michadla na hodnotu 100 ot/min, kdeZto BExp. 50 naopak zvySeny na hodnotu
400 ot/min. MnozZstvi pouZité ¢kovaci latky bylo uExp.51 o polovinu snizeno,

a pro tento experiment byla zvolena standardnilogtiot&ek, tj. 220 ot/min.

Tabulka 11. Priprava imatinib mesylatu v zavislosti na @m rychlosti otéek nebo

mnozstvi ékovaci latky.

Polymorf [% ]

Ex Mnozstvi Doba refluxu Zbytkové mnozstvi
P vody? [% o] [min] o 5 rozpoudidia © [%]
49 2,25 18 100 0 0,30
50 2,25 18 100 0 0,33
51 2,25 18 100 0 0,34

a Objem vody v % vztaZené na objem pouzitého iPrétStanoveno pomoci XRPD® Stanoveno pomoci
GC; Tuéné ¢erné: nejlepsi vysledek z této série experinient

Z téchto vysledk vyplyva, Ze snizen&i zvySena rychlost oték pi piipraw
a-formy imatinib mesylatu a ani vyragh menSi davka &ovaci latky nemaji
pozorovatelny vliv na sloZzeni produktu. VSechny exkpenty obsahovalyi-polymorf
v 100% mnozstvi, ixXemz nejlepSi vysledek vzhledem ke zbytkovému mrozZst

rozpoustdla byl zaznamenankxp. 49.

V posledni sérii experimeiniTabulka 12) byl prowien vliv posloupnéhodkovani,
kdy v jednotlivych experimentech byly vzorky vZzdykovany gedchézejicim vyrobenym
vzorkem, nap Exp. 53 byl ockovan Exp. 52 Pro naokovani prvniho experimentu
Exp. 52byla zvolena latka ziskandExp. 36 (Tabulka 9), u jejiz gipravy byly nastaveny
optimalni vstupni parametry reakce, tj. obsah v@i®5 %y a reflux byl provasn

18 minut.
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Tabulka 12. Priprava imatinib mesylatu v zavislosti na posloufad ockovani.

Exp. M\:‘gj;g‘” Doba refluxu Oélfovaci Polymorf % ] ZbytkovvévmncCJistvi
[% o5y [min] latka P Bo rozpoustdla ™ [%]
52 2,25 18 40 100 0 0,358
53 2,25 18 59 100 0 0,364
54 2,25 18 60 100 0 0,384
55 2,25 18 61 98 2 0,368
56 2,25 18 62 100 0 0,350
57 2,25 18 63 100 0 0,333

2 Objem vody v % vztaZené na objem pouzitého iPrétStanoveno pomoci XRPDS Stanoveno pomoci
GC; Tuéné ¢erné: nejlepSi vysledek z této série experinient

Posloupnost ¢kovani je ve velkovyrab bézné pouzivana, a proto byly vysledky
zejména této série velminkkzité (Tabulka 12). Pouze v jednom ze Sesti provedenych
pokusi (Exp.55 bylo pomoci XRPD analyzy zji&to, Ze nevznikl naprostd@isty
a-polymorf IM. Lze gedpokladat, Ze v tomtoripadt doslo k chyb pii analyze vzorku
pomoci rentgenové praskové diféak analyzy. Pokud by produkt Exp. 55 opravdu
obsahoval 2 9@-polymorfu s nejétSi pravépodobnosti by nésledujici dva experimenty
(Exp. 56a57) nebyly vyhodnoceny jako 100%u-polymorfy. Pro vyhodnoceni
experimeni této série byla také pouzita metoda iddrvené spektroskopie. Analyza

potvrdila (vizP¥iloha 1V), Ze veSkeré vzorky z tétady jsoua-polymorfy.
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ZAVER

Uvodni pokusy fipravy a-polymorfu imatinib mesylatu potvrdily, Ze¢kovanim
vyrobenymi SarZzemi imatinib mesylatu nelzéppavit ¢isty a-polymorf. | kdyz byly
pouzité Sarze kakovani analyzovany pomoci rentgenoveé praskovéldifiaanalyzy jako
stoprocentnir-polymorfy, existuje zde pra¥godobnost, Ze obsahuji i nepatrné mnozstvi
B-polymorfu, protoZze metoda neéhnh se stoprocentni jistotou. XRPD analyzatirpouze
s 98% jistotou a i@sné stanoveni nezadoucifwpolymorfu lze uéit az @i jeho obsahu
v reakéni smesi nad 5 %. OvSem i nepatrné mnozgtybolymorfu nuize byt gicinou
vzniku WtSiho podilu této nezédouci latky. Z pozratkyplyvd, Ze vyrobaa-formy
imatinib mesylatu,  jejiz ptipraw se k @kovani pouzivaji fedeslé vyrobené Sarze, je

problematicka.

Mezi faktory ovliviiujici vznik a-formy nebop-formy imatinib mesylatu se také
ukazalo, Zze vyjma polymorfriistoty atkovacich latek, hraji takéatbzité role mnoZzstvi

pouzité vody v nasa&dteplota vyhiivaci lazrt a doba refluxu.

Mnozstvi vody usnatlje vznik nezadoucihg3-polymorfu, a pokud je tato
polymorfni forma pitomna, by i ve stopovém mnoZstvi Wkovaci latce jeji vliv znéné
stoupa. Pokud je jakockovaci latka pouzit a kom&ne zakoupenai-forma je tento vliv

do jisté miry omezen.

Snizenim teploty nebo vyraggim zkracenim doby refluxu pod hranici 20 minut
nebyl zji5&n negativni vliv pi pripraw a-formy imatinib mesylatu. OvSem takto zvolené
parametry zpsobily to, Ze se obsah zbytkového isopropanolu ikwydd maximalni

piipustnou hodnotu 0,5 %, piofse této hodnétvyrazre bliZzil.

Byly tedy navrZzeny dvaifpadné postupy, které byéhg omezit vznikp-polymorfu.
Prvnim byla piprava @kovacich latek, § jejichZz pripraw byl volen nulovy obsah vody.
Druhym moZnymieSenim bylo upraveni obsahu vody a nalezeni optinaby refluxu
reakeni snesi po jejim nadkovani. U experimeiitse zndnou tchto parametr byl jako
optimalni zjiSén obsah vody 2,25 % a jako idedalni se jevila dobfuxu 18 minut.
Pfi nizSim obsahu vody, a to zejména pod 2 %, by maldjit ke zvySeni hladiny
zbytkového isopropanolu nad povolenou hodnotu Q,a #taopak f vy$Sim obsahu vody
je zbyt&né podstupovano riziko ipmeny a-polymorfu na p-polymorf. Doba refluxu
18 minut se nejvice blizila nastavené hodndobby refluxu z fivodniho vyvojového

reportu spolénosti, coZz bylo 20 minut. Takto vybrané parametyly masled® nékolika
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experimenty o¥ieny a potvrzeny. Prokazalo se, Ze na polymafistotu produktu maiji
pozitivni vliv specialg pripravené okovaci latky.

Zawrem lze ftici, ze giprava @&kovaci latky imatinib mesylatu v bezvodém
isopropanolu zaktuje vyborné vysledky z hlediska ziskanpolymorfu. OvSem v praxi je
vyhodrgjSi a pouzivagjSi ockovani gedchozimi vyrobenymi SarZzemi, coz bylo také po
optimalizaci reaknich podminek vyzkouSeno a vysledky éehto experimerit

poskytovaly roviz vhodné slozeni, které odpovidalo poZzadavka produkt.
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