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Uvod

Kyselina obeticholova 1 (6a-ethyl-3a,7a-dihydroxy-
-5B-cholan-24-ova kyselina, obr. 1) je semisynteticky ana-
log zlucovych kyselin, ktery se pod ndzvem Ocaliva pouzi-
va pii 1éCbé biliarni cholangitidy a je v soucasné dob¢ tes-
tovan pro 1ébu daliich nemoci jater'. Kyselina obeticholo-
va je v 1ékové formé Ocaliva piitomna v amorfni fazi’, ale
pro cisténi kyseliny obeticholové pfi jeji ptipravé se vyuZzi-
va krystalizace’. Medicinalni potencial kyseliny obeticho-
lové vybizi ke zkoumani novych krystalovych modifikaci
kyseliny* a jejich soli’®, fazi, které by mohly byt vyuzity
pfi Cisticich procesech nebo pfi pripravé novych 1ékovych
forem. Literarni data naznacuji, ze vétSina soli obeticholo-
vé kyseliny obtizné krystalizuje a jejich izolace poskytuje
pfevazné amorfni nebo nedokonale krystalicky material.
Vznik krystalickych soli kyseliny obeticholové byl dosud
popsan pouze pfi neutralizaci kyseliny obeticholové amo-
niakem’, diethylaminem a (S)-a-methylbenzylaminem®.

Cilem této studie bylo zkouméni schopnosti dalSich
organickych bazi, predev§im amint, vytvaret krystalické
soli s kyselinou obeticholovou.

Obr. 1. Strukturni vzorec Kyseliny obeticholové

434

Puivodni a metodické prace

Experimentalni ¢ast
Ptiprava krystalickych soli kyseliny obeticholové

Soli kyseliny obeticholové s aminy nebo jinymi orga-
nickymi bazemi byly pfipraveny rozpusténim 4,75 mmol
obeticholové kyseliny ve vhodném rozpoustédle, které
bylo zvoleno s ohledem na rozpustnost baze (smes propan-
-2-0l — voda 20 ml + 40 ml nebo 20 ml ethyl-acetatu, pii-
padné 30 ml butyl-acetatu). K roztoku bylo nasledné prida-
no 4,87 mmol organické baze. Odpatenim roztoku do su-
cha byla ziskana amoniova stl ve form¢ odparku, ktery byl
v naprosté vétSing pripadi amorfni. K odparku bylo prida-
no malé mnozstvi butyl-acetatu. Vznikla smés byla ucho-
vavana v chladnicce pii teploté 0 az 5 °C po dobu, dokud
odparek neprokrystaloval, maximalné¢ vSak 4 mésice.
Krystalicky stav byl potvrzen vzdy métenim RTG préasko-
vé difrakce. Jakmile byla jednou sul pfipravena
v krystalickém stavu, tj. ziskan oCkovaci material pro krys-
talizaci, dalsi pfiprava této soli mohla probéhnout uz pod-
statné rychleji.

RTG praskova difrakce (XRPD)

Praskové difraktogramy byly méfeny na pfistroji
X’Pert Pro (Panalytical) s detektorem X‘Celerator. Pro
mefeni bylo pouzito zafeni CuKo o vlnové délce A =
1,541874 A. Dalsi parametry méfeni: rozsah 3 az 40° 20;
krok 0,0167° 20; délka kroku 42 s; kontinualni mod.

Metody termické analyzy (DSC a TGA)

Diferencni skenovaci kalorimetrie (DSC) i termogra-
vimetrickd analyza (TGA) byly méfeny na piistroji DSC/
TGA Discovery (TA Instruments). Pro pfipravu vzorkil na
DSC byly pouzity hlinikové Tzero kelimky 40 pl s pro-
pichnutym vickem. Obvykla vaha vzorku byla 2 az 4 mg.
TGA bylo méfeno v hlinikovych kelimcich 100 ul
s propichnutym vickem. Obvykla navazka vzorku byla
4 az 6 mg. Podminky méfeni byly pro DSC i TGA nasta-
veny nasledovné: teplotni rozsah 25 az 250 °C, vyhtivaci
rychlost 10 °C min ™",

Vysledky a diskuse

Krystalizace soli kyseliny obeticholové
s organickymi dusikatymi bazemi

V ramci studie problematiky soli kyseliny obeticholo-
vé bylo testovano 39 riiznych dusikatych bazi zahrnujici
aminy primarni, sekundarni, terciarni, alifatické cyklické
i acyklické, aromatické, chirdlni i achirdlni, aminokyseli-
ny, kvartérni amoniové soli, metformin a imidazol. Kromé
L-histidinu a difenylaminu vSechny testované baze poskyt-
ly  sobeticholovou kyselinou odpovidajici  sul.
Z ptipravenych soli bylo schopno krystalizace pouze néko-
lik malo amoniovych soli; jiz dfive popsané soli (S)-a-
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-methylbenzylaminu a diethylaminu, a dale pak soli tetra-
butylamonium-hydroxidu,  3-pentylaminu, (S)-amino-
chinuklidinu a methylpropylaminu. Souhrn vsech testova-
nych organickych dusikatych bézi a jejich schopnosti vy-
tvaret krystalické faze je uveden v tab. 1.

Tabulka I

Souhrn vSech testovanych organickych dusikatych bazi
ajejich schopnosti vytvaret krystalické soli s kyselinou
obeticholovou

Dusikata baze Forma soli
(5)-a-Methylbenzylamin krystalicka
(R)-a-Methylbenzylamin amorfni
N-Methylbenzylamin amorfni
Morfolin amorfni
Diethylamin krystalicka
Difenylamin netvofi sl
Tromethamin amorfni
(S)-Aminochinuklidin krystalicka
(R)-Aminochinuklidin amorfni
(8)-2-Methylpiperazin amorfni
(R)-2-Methylpiperazin amorfni
(S)-sek-Butylamin amorfni
(R)-sek-Butylamin amorfni
L-Arginin amorfni
L-Histidin netvofi sil
L-Lysin amorfni
Cholin amorfni
Diisopropylamin amorfni
Dimethylamin amorfni
Ethanolamin amorfni
Diethanolamin amorfni
Pyrrolidin amorfni
Isopropylamin amorfni
(8)-1,2-Diaminopropan amorfni
(R)-1,2-Diaminopropan amorfni
Tetrabutylamonium-hydroxid krystalicka
3-Pentylamin krystalicka
Dipropylamin amorfni
Methylpropylamin krystalicka
Piperidin amorfni
N,N-Dimethylethanolamin amorfni
N-Ethylpiperidin amorfni
N,N-Dimethyltetramethylendiamin amorfni
Imidazol amorfni
Trimethylbenzylamonium-hydroxid amorfni
N,N-Diethylethylendiamin amorfni
N,N-Dibenzylethylendiamin amorfni
N,N-Dimethylbiguanidin (metformin) amorfni
DABCO amorfni
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Krystalické soli neposkytly terciarni aminy, hydroxy-
alkylaminy a aminokyseliny. U krystalizace byla pozoro-
vana (S)-enantioselektivita, krystalickou stl neposkytl (R)-
-o-methylbenzylamin ani (R)-aminochinuklidin, enantio-
mery amint,, jejichz soli 1Uspésné krystalizovaly.
U krystalickych soli byly dale pozorovany velké rozdily
v rychlosti krystalizace a schopnosti krystalovat i pii sil-
ném znec€isténi vychozi obeticholové kyseliny. Tyto rozdi-
ly jsou dany vesmés typem pouzitétho aminu. Nejlepsi
vlastnosti v tomto sméru vykazovala 3-pentylamoniova
sul, ktera krystalizovala v fadu minut az desitek minut
(u ostatnich soli trvala casto indukce krystalizace i po na-
ockovani az 1 den) a jeji nukleace nebyla inhibovana ani
vys§im obsahem (20-30 %) necistot ve vstupni obeticholo-
vé kyseling, tak jak bylo pozorovano u ostatnich krystalic-
kych soli.

Charakterizace soli obeticholové kyseliny
a 3-pentylaminu

Typicky RTG praskovy difraktogram této soli je uve-
den nize na obr. 2 a ukazuje na velice dobfe krystalickou
latku. Do soucasné doby nebyl nalezen Zadny jiny poly-
morf této soli. RTG difraktogram soli obeticholové kyseli-
ny a 3-pentylaminu vykazuje charakteristické difrakce na
pozicich 5,3; 8,5; 10,8; 11,1; 12,6; 12,9; 13,7; 16,1; 16,7,
17,2;17,6; 18,8; 19,3; 19,7° 20 + 0,2° 20.

Sul kyseliny obeticholové a 3-pentylaminu taje pfi
teplot€ okolo 139 °C, jak je moZno stanovit z,onsetu‘
endotermniho piku na zaznamu DSC (obr. 3), ktery odpo-
vida prave procesu tdni. TGA kiivka ukazuje na vdhovou
ztratu pocinajici pii teploté zhruba 150 °C, ktera se vztahu-
je k dekompozici soli. Oba dé€je se prekryvaji, tani soli je
tedy postupné doprovazeno jejim rozkladem. Z obou ter-
mickych zaznamu je dale patrné, Ze sil netvoii hydraty
nebo solvaty.

Na obr. 4 je porovnan RTG difraktogram soli obeti-
cholové kyseliny a 3-pentylaminu s difraktogramy ostat-
nich soli, které byly pfipraveny v rameci této studie.
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Obr. 3. DSC (prerusovana ¢ara) a TGA (plna ¢ara) termo-
gramy soli kyseliny obeticholové a 3-pentylaminu

Zavér

Kyselina obeticholova je schopna s dostate¢né silny-
mi bazemi (typicky napf. s aminy) tvofit soli, které lze
snadno izolovat jako amorfni latky. Pouze nékteré soli
jsme vSak byli schopni vykrystalovat. Podafilo se pfipravit
krystalické soli pouze s tetrabutylamonium-hydroxidem,
3-pentylaminem, (S)-aminochinuklidinem a N,N-methyl-
propylaminem. Schopnost prechazet na krystalicky stav
a rychlost tohoto pfechodu zélezi na struktufe baze. Tuto
vlastnost nelze zatim plné teoreticky predpovédét, ale do-
sazené vysledky naznacuji, ze pfi selekci by mély byt tes-
tovany symetrické nebo témér symetrické mensi alifatické
primarni nebo sekundarni aminy.

Nejlepsi vlastnosti prokazala sl kyseliny obeticholo-
vé s 3-pentylaminem, kterd krystalizovala relativné rychle
i ze zneciSténého roztoku. Tato stl je navic velmi dobie
krystalicka. Jak ukazala termicka analyza, nevytvaii hydrat
ani jiny solvat.
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Obr. 4. Srovnani RTG difraktogrami soli kyseliny obeticholo-
vé s jednotlivymi aminy: 1) 3-pentylamin, 2) methylpropyl-

amin, 3) (S)-aminochinuklidin, 4) tetrabutylamonium-
hydroxid forma A, 5) tetrabutylamonium-hydroxid forma B
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E. Otyepkova and R. Gabriel (Department of Physi-
cal Chemistry, Faculty of Science, Palacky University
Olomouc): Crystalline Salts of Obeticholic Acid

Obeticholic acid is a semi-synthetic bile acid indicat-
ed for primary biliary cholangitis/cirrhosis (PBC) and de-
veloped for the treatment of other liver conditions such as
non-alcoholic steatohepatitis (NASH). The final drug
product marketed under the name Ocaliva comprises
amorphous obeticholic acid. There is a need for a crystal-
line salt of obeticholic acid, useful in purification of this
acid and suitable for industrial process. So far only few
crystalline salts have been found. Set of organic bases,
especially amines, were tested in order to obtain a crystal-



Chem. Listy /13, 434-437 (2019)

line salt. Out of 39 tested counter-ions, only few provided
crystalline salt with obeticholic acid: tetrabutylamonium
hydroxide, 3-pentylamine, (S)-aminoquinuclidine a N,N-
-methylpropylamine. In particular, the salt of obeticholic
acid and 3-pentylamine exhibited interesting properties
such as a relatively rapid crystallization from chemically
impure solution, high degree of crystallinity and solvent-
free structure.

Keywords: obeticholic acid, amines, 3-pentylamine, salts,
crystallization, RTG powder diffractometry
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