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SOLICITUD DE:

®

x | Patente de Invenclén. . Patente de Modelo de Utllldad.
Capitulo I. . X | Capftulo II.
@ Nombre: PHARMACIA CORPORATION IDENTIFICACION
SOLICITANTE Direccién: 700 Chesterfleld Parkway West, C.C. NIT
(71) Chesterfleld, Missourl 63017-1732, E.U.A.
Naclonalldad o Domiclllo: ESTADOUNIDENSE C.E. Otro
Lugar de Constitucién: Delaware, E.U.A.
’ Cual
Teléfono:__ Fax:
E-mall: NaGmero
IDENTIFICACION
Nombre: CARLOS R. OLARTE
_ _ C.C.] X | NIT
Direcclon: World Trade Center Torre A,
gi’:,?::::ngE Calle 100 No. 8A-37 Piso 10 C.E. Otro
Teléfono: _601-7700 Fax: _601-7799 Cual
E-mall: office@olarteralsbeck.com NGmero 79.782.747 Bta

TP 74.295

Nombre; (1) AHMAD SHEIKH; (2) LYLE R, BROSTROM;
(3) ANN M. CZYZEWSKI: (4) VAHID ZIA,

Direcclén: (1,2,3 Y 4) 700 Chesterfield Parkway West, Chesterfleld,
INVEI:;(;; (ES) Missourl 63017-1732, E.U.A.

Naclonalidad o Domiclllo; (1) Pakistani (2,3 y 4) Estadounidense,

@ PCT (86)
Solicitud Intemacional No. PCT/IB2004/000678 Fecha Marzo 4, 2004

Publicacién Intemaclonal No. WO 2004/080956 Fecha Septiembre 23, 2004

©

Clasificacién Internaclonal (51) C07C 323/59, AG1K 31/198, AG61P 28/00, CO7C

319/28
(33) Pals de Origen | (32) Fecha | (31) Nimero de Solicitud |
Prioridad US Marzo 11, 2003 60/453,496
SI| X | NO

@ Comprobante de pago No._64.439 Fecha 25 Agosto de 2005



ANEXOS
Comprobante de pago de la tasa de presentacién de [a solicitud.

Documento que acredita la existencla y representacién legal cuando el solidtante sea persona
juridica.

Poderes, sl fuere el caso.

Documento de ceslén del Inventor al solicitante o a su causante.

Declaraclones.

Copla de la sollcitud Intemmacional. (Resumen, descripcién, relvindicaclones, dibujos).

Traducclén de la solicitud Internacional al castellano. (Resumen, descripcién, relvindicaciones,
dibujos).

Copla del examen preliminar Intemmacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).

Traducclén del examen preliminar Internaclonal efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copla del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencla o autorizaclén de uso de conocdmientos
tradicionales de las comunidades Indigenas.

De ser el caso, certificado de depésito del material blolégico.

Arte final 12 x 12.

De ser el caso, Informacién sobre otras solicitudes de patente o tftulos obtenldos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relaclonadas parcial o totalmente con la Invendén de esta
solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud Internaclonal.

Otros. Biisqueda Internaclonal

O[O0 0 0000 HORE O O

FIGURA CARACTERESTICA:

4 )

- /

@ Solicito la conceslén de la patente,
NOMBRE:_CARLOS R, OLARTE

Instrucclones para el diligenclamiento del presente formulario, ver reverso de esta pagina.




Radicacion v GS051013 OODOONNS
Facha 8): 205-93-09 1hdds
Tranite 1 811 PCT-PRTEMT FREE WACI 411 PRESENTAC

SUPERINTENDEMCIA DE INDUSTRIA ¥ COMERCID

NIT : B00174089-2

RECIBO OFICIAL DE CAJA : 03 - &4, 039
FECHA t RBOSTO 25 DE 2005

itk CONSI@ONACION thn

DEPOSITANTE TIPO PAGD BANCD ( CUENTA No. PAGO FECHA PGD Vr. PAGO
OLARTE RAISBEGR COMSIGMACION  BANCD POPILAR  050-00110-4 23T 2470872003 1,614,000.00

OLARTE RAISBERR CONSIGNACION  BANCO POPULAR  050-00110-6 JBIITIIS  24/08/2005 5,650,000.60
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TRADUCCION OFICIAL No. 04-210

Efectuada el dia 17 de mayo de 2004, de un documeato escrito
en Inglés, al cual para su identificacién se le estampa <l
sello de Serglo Andrés Rueda Iglesias, Traductor e Intérpr~te
Oficial por Resolucién No. 0138 del 11 de febrero de 2053
expedida por el Ministerio de Justicia de la Reptblica :.&
Colombia.

Traduccién Oficial de 1las autenticacicnes notariales vy
subsiguientes correspondientes a un Poder otozrgado por
Pharmacia Corporation a Carlos R. Olarte, y/o James Ian
Raisbeck y/o- Ana Maria Frieril, documento este que viene en
espafiol y se explica por si solo.

(Fdo.} Grover F. Fuller Jr, Abogado Autorizado

La firma y cargo de Grover F. Fuller Jr. fueron debidamerte
certificados por el Notario Piblico Petrina Thompson el

4/30/05, quien estampo su firma y sello notarial al respaldo.

APOSTILLA
{Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Pais: Distrito de Columbia - Estados Unidos de América
El presente documento pdblico

2. Fue firmado por Petrina Thompson

de Columbia
4. Lleva el sello del Distrito de Columbia.
E;’Em IGLESIAS
SERGIO A!,Dc. 80.:24 7713

3 BICIAL

=5DUCTOR E IHT.:.EPREI‘E ] il
E;;aﬂﬂL-lNGLES tiM@pES-ithggya
QEsOLIICHOM r, 0l362F !BIIER'L T
SHISTRR"~ 2% MIETIG., § B & Ted



Se certificé:

5. En Washington, D.C.

6. El 30 de abril de 2004

1. Por parte del Secretario del Distrito de Columbia

8. Bajo el NGmero 125758

9. Aparece Sello del Distrito de Columbia

10. Firmado por Sherryl H. Newman, Secretario Distrito de
Columbia

Es traduccién fiel Yy completa efectuada por:
~J :

Sergio And!és Rueda Iglesias SERGIO ‘mf’fgﬁ'ﬁm‘s

C.C.80.424.773 de Bogoté TRADUCTOR E INTERFRETE OFICIAL

ESPAROL - INGLES / IMGLES - ESPAROL
RESOLUCION No. 0138 DE FEBRERO 11,2002
MINISTERIO DE JUSTICIA ¥ DEL DERECHO




APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

. District of Columbia

United States of America PETRINA THOMPBON
This public document has been signed Ju

acting in the capacity of

PETRINA THOMPSON, NOTARY PUBLIC IN AND FOR TRE

DIASTRICT OF COLUMBIA

bears the seal/stamp of

CERTIFIED

at Washington, D. C.
the 30,..1.y of APRIL 4004

by _Secre aof the District of Columbia

No. L2558 |




OLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK & FRIER, LTDA.
LEGAL & PROFESSIONAL SERVICES

WORLD TRADE CENTER — TORREC
CALLE 100 No. BA-55 PiIso 10
Bocora, CoLoMBIia
TELEPHONE: +57-1 638-6200
FAX: +57-1 6386201

www.olarteralsbeci.com

Power of Attorney
The undersigned,

El suscrito,

PHARMACIA CORPORATION

domiciled in

domiciliado

700 Chesterfield Parkway West, Chesterfield, St. Louis,
MO 63017-1732, Estados Unidos de América.

by means of these presents hereby grants to Carlos
R. Olarte, James Ian Raisbeck and/or
Ana Marfa Frierf full and sufficient Power of
Attorney to file, prosecute, obtain, defend and
enforce any and all of the company’s Patents,
Utllity Models, Industrial Designs and Obtainer’s
Certificates in the Republic of Colombia, to which
end it empowers them to take all steps necessary
before any administrative or judicial authority of any
clasa for the objects stated, to file petitians, appeals,
replies and oppasitions, pay taxes and annuities,
request teatimonies, receive documents and
securities, abandon applications and collect refunds.
Sufficient power is hereby granted to receive
notifications on behalf of the Company, to confer
powers on those who are to represent the company
judicially and extrajudicially, to answer in court in
memtterofallchinumddmnd:thntmybe
presented in comnection with the objects stated,
giving them likewiso power to substitute these
presents and revoke such substitutions.

por medio del presente otorga a Carlos R.
Olarte, James Ian Raisbeck y/o Ana

Maria Friert poder especial, amplio y
suficiente para presentar, tramitar, obtener,
defender y hacer respetar todas y cualquiera de
Patentes, Modelos de Utilidad, Diseflos
Industriales y Certifleados de Obtentor dela
compailiz en Ia Repiiblica de Colombis, a cuyo
efecto los faculta para dar todos Ios pesos
neceaarios ante cualquier autoridad administrativa
0 judicial de cualquisr jerarquia parm cumplir con
lo encomendado, elevar solicitudes, apelaciones,
Tespuestas y oposiciones, pagar impuestos y
anualidades, solicitar testimonios, recibir
documentos y valores, desistir y percibir. Se
concede poder bastante para recibir notificaciones
2 nombre de 1a compaiifa, otorgar poderes a
quienes vayan a representar a la compafifa judicial
y extrajudicialmente, responder en juicio a todas
las reclamaciones o demandas que por motivo do
lo encomendado se presentaren, déndoles
asimismo facultad para sustituir el presento y
revocar dichas sustituciones.

ST S W (/)

Date/Fecha: 28 april 2004

City,Country/Ciudad Pafs; United State of Amfrica
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OLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK & FRIERI, LTDA.
PROFESSIONAL

LEGAL &

SERVICES

WORLD TRADE CENTER— TORRE C
CALLE 100 No, 8A55 Piso 10
BoGcoTA, COLOMBIA
TELEPHONE: +57-1 6386200
Fax: +57-1 8386201

_ vwww.olarteralebeck.com
Notarial Certification Certificacién Notarial
On this date, En esta fecha,
The undersigned Notary Public certifies: ¢l Notario Piblico suscrito certifica:
1, That 1. Que
Grover F. Fuller Jr.
of legal age and domiciled in mayor ds edad y domiciliado
150 East 42" Strect, New York, NY 10017, US.A.

signed the foregoing document. suscribié el documento que anteceds.
2.'I‘hntlhosnnlmhuamutedtlmforegoing 2. Que ol otorgante ha suscrito el referido
document as Authorized Attorney documento en su caricter de
of Pharmacia Corporation. de

. A TG0 ) ryp | 4. QI.B
having its p'i"mclpa'l piic;;f business located in con sede principal ubicada en

St. Louis, Missouri, U.S.A.

in duly incorporated, is currently in existence, and
thntthepmpmufnrwhichihel’owofi\ltomeyiu
granied are within the scope of its corporate
PrIposes, :

4, That the grantor has the suthority to execute the
Pow:rofAttumeymdihathidhermpmemﬁonis
legal.

5. '.l'hefmmdaﬁonfntmycurﬁﬁuﬁommhinedin
poinh2,3lnd4mlh=exhﬂ:iﬁnnoftbeﬁ:ﬂoﬁng
authentic document(s)Corporate by laws
and Mimstes authorizing repressntation of
M. Grover Fuller,

NOTARY PUBLIC (Signature): %E; / ?%

estd legalmente constituida, que tiene existencia
leg-lvim;rquolouptopdsilmpamlolcmlu
souﬂngnelpudernmuentmdmtmdelnlque
comprenden su objetn social

4. Que el otorgante tionc la representucién pama
suscribir el poder, y que ésta es legitima.

5. El fondamento de mis certificaciones
contenidas en los puntos 2, 3 y 4 fue Ia exhibicién

de los (del) sigui i :
{ )lgﬂmle(l) ’ 8) auténtico(s)
atorizanio 1a representacifn del Sr.




OLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK & FRIER], LTDA.
LEGAL & PROFESSIONAL SERVICES

WORLD TRADE CENTER — TORREC
CALLE 100 No. BA-55 Piso 10
BogoTa, CoLoMBIA
TELEPHONE: +57-1 638-6200 "
Fax: +57-1 8386201

www.olarieralsback.com

INSTRUCTIONS FOR THE POWER OF ATTORNEY

FILLING OUT THE FORM CORRECTLY

1.

2

The document has TWO (2) pages that must be filled out, the Power of Attorney itself
and the Notarial Certification that accompanies it.

Please substitute all of the text highlighted in yellow (and only that text) with the
appropriate information (or substitute it with a blank space :f filled in by hand by the
person signing the document).

We do NOT need copies of the documents you will list in point 5 of the Notarial
Certification. .

LEGALIZATION

The signature of the corporate official issuing the Pow:r of Attorney should be
authenticated by means of a Notarial Certification as the cuc erclosed herewith. The
Notary’s signature should then be authenticated using one of th= : sliowing two procedures:

1.
2,

the Apostille; or .

if an Apostille is not available or convenient, follow the normal chain of authentication
leading to the legalization of the document by the Colombian Consul (the normal chain
is that the Notary’s signature is authenticated by the Country Clerk; sometimes the
Consul legalizes the signature of the Clerk: other times the clerk’s signature will first
have to be legalized by the Secretary of the respective State).

Please do not hesitate to contact us by telephone or e-mail (filings@olarteraisbeck com)
should you have any questions. .




|HEREBY CERTIFY THAT THIS
|S THE ORIGINAL DOGUMENT
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ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
A QUIEN PUEDA INTERESAR: I()
Departamento de Comercio de los Estados Unidos
Oficina de Marcas y Patentes

08 de agosto de 2005

POR MEDIO DEL PRESENTE SE CERTIFICA QUE ADJUNTA BE
ENCUENTRA UNA COPIA FIEL DE LOS REGISTROS DE ESTE DESPACHO,
QUE CORRESPONDE A UN DOCUMENTO REGISTRADO EL 20 DE JUNIO DE

2003.

Por autoridad del Comisario de Marcas y Patentes
(Fdo.) M. TARVER
Funcionario Certificador

Sello de la Oficina de Marcas y Patentes



EV31956150011S

\\

Expediente: S03300/8 PR

06-27-2003
Cédigo de Barras 102483890

Viene sello estampado por la Oficina de Patentes y Marcas

Registradas el 06-20-2003

Al Honorable Comisionado de Marcas Registradas y Patentes.

Favor registrar los documentos originales adjuntos o copia

de los mismos.

1. Nombre de las partes que otorgan la cesién:

Lyle Brostrom,

Ann Czyzewskl,

Ahmad Sheikh,

Vahid 2Zia

Nombres de cedentes adicionales? [no]

2. Nombre y direccién de la parte beneficiaria de
cesidn:

Pharmacia Corporation

Direccién Interna: Departamento Corporativo de Patentes
575 Maryville Centre Drive MC-58

St. Louis, MO 63141

Direccién: 575 Maryville Centre Drive MC-ES

Cuidad: St. Louis Estado: MO Cédigo: 63141

Se adjuntan nombres o direcciones adicionales? [no]

3. Naturaleza del Traspaso: [x] Cesiédn

la



Fecha de la firma: 13 de junioc de 2003 y 16 de junio da
2003.
4. NGmero de solicitud o de registro:
A. Solicitud de Patente No. 60/453,496
B. Patente No. (s)
Se adjuntan nimeros adicionales? [no]
5. Nombre y direccién de la parte a quien se debe dirigir
la correspondencia en relacién con el documento:
Nombre: Pharmacia Corporation
Direccién Interna: Departamento Corporativo de Patentes,
575 Maryville Center Drive MC-5S
St. Louils, MO 63141
Direccién: 575 Maryville Center Drive MC-58
Cuidad: S$t. Louis Estado: MO Cédigo: 63141
6. Total de Solicitudes y Patentes: [1]
7. Total derechos pagados: (37CFR 3.41): USS$40.00
Se autoriza cargo a la cuenta de depésito? [si]
8. Nimero de la Cuenta donde se hace el cargoe: 19-1025
9. Declaracién y firma:
Seglin mi leal saber y entender, la informacién precedente
es veridica y cualquier copia adjunta corresponde al

documento original.

(Fdo.) Philip B. Polster, II Fecha: 20/06/2003

No. Total de paginas incluyendo hoja introductoria: [7]

Reglstro de Patente No. 014206 Marco: 0529

iz



503300/8
CESION

QUE, nosotros Lyle Brostrom, Ann Czyzewski, Ahmad Sheikh, y
Vahid 2ia, hemos realizado un invento 8SAL CRISTALINA
CLORHIDRATO MALEATO DE S-{2-[(1-IMINOCETIL)ANIMO]ETIL] -2~
METIL-L-CISTEINA (archivo C-3300/8PR US) han ejecutado una
solicitud para el departamento de patentes de los Estados
Unidos basada en la (serial No. 60/453,496 presentada el 11

de marzo de 2003)

QUE, PHARMACIA CORPORATION, de St. Louis, Missouri, una
Corporacién del Estado de Delaware, desea adquirir la
totalidad del derecho, titulc e intereses con respecto al
menclionado invento, y cualesquiera patentes que se vayan a

obtener para el mismo;

EN CONSECUENCIA, por contraprestacién onerosa cuyo recibo
reconozco, por el presente vendo, cedo y transfiero a
Pharmacia Corporation, y a sus sucesores y cesionarios, la
totalidad del derecho,. titulo e intereses en el(los)
mencionado(s) invento(s), © en cualquier forma o
incorporacién del {(de los) mismo(s) y con respecto a la(s)
solicitud{es) mencionada(s); y con respecto a todas vy
cualesquiera solicitudes presentadas en cualquier pais y
gque se basen en dicho(s) invento(s), incluido el derecho a

presentar solicitudes en paises diferentes al pais de



o

"

registre de prioridad, bajo las disposiciones de cualquier
convencién internacional; también con respecto a todas y
cualesquiera mejoras del (de 1los) invento(s) gque sean
hechas por mi en la actualidad o en el futuro, en calidad
de empleado, agente o contratista de Pharmacia Corporation;
también la totalidad de mi derecho, titulec e intereses con
respecto a todas y cualesquiera patentes, incluyendo
reexpediciones y prorrogas de las mismas, que se obtengan
en cualquier pais con respecto al (a los) mencionado(s)
invento(s) o mejoras, y todas y cualesquiera solicitudes
continuadas, incluidas aquellas de divisidn, continuacién o
continuaciébn parcial, solicitudes de sustitucién, vy
solicitudes que reclamen beneficios de una solicitud
provisional presentada con anterioridad, que se puedan
presentar en cualquier pais con respecto al (a los)

menclonado(s) invento(s) o mejoras relacionadas; y

Por el presente autorizo y solicito a la autoridad de
expedicién para que expida todas y cualesquiera patentes
relacionadas con la solicitud mencionada, a favor de
Pharmacia Corporation, en calidad de cesionaria de la

totalidad de los intereses.

Acuerdo ademAs, sin que ello represente pago alguno para
Pharmaclia Corporation, diferente al reembeclso de gastos

razonables en los que yo pueda incurrir, sin incluir

limitacién al reembolso de gastos para los salarios




P

perdidos, a comunicarle a dicha compafiia Pharmacia
Corporation, a sus representantes o agentes, cualesquiera
hechos relacionados con el (los) mencionado({s) invento(s) o
mejoras relacionadas, incluidas pruebas para propésitos de
interferencia, oposicién u otros procesos legales, cuando
quiera que haya solicitudes al respecto; testificar en
cualquier interferencia, oposiciétn u otro proceso legal
cuando quiera que se me solicite; y firmar y entregar, a
solicitud, todos los documentcs legales requeridos para que
cualquiera de las disposiciones precedentes adquiera

validez.

REGISTRO DE PATENTE: No. 014206 MARCO: 0530

$03300/8
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EN FE DE LO CUAL, firmo en la fecha indicada a
continuacién.

Firma: (Fdo) Lyle Brostom Fecha: 13 de junio 2003

Nombre: Lyle Brostom

Ciudad y Estado o Pais de Residencia: Lincolnshire,

Illincis

Estado de Illinois,
Condado de Cook-

El 13 de junio de 2003, comparecid$ personalmente ante
mi Lyle Brostom, a quien conozco como la persona gque firméb
el instrumento precedente, y reconocié haber firmado el
mismo como un acto de su libre voluntad; en fe de lo cual
firmo y estampo mi sello oficial en la fecha arriba

indicada.

(Fdo.) CARRIE DICK, Notario Piblico del Estado de Illinois,
cuyo cargo expira el 23 de mayo de 2004, seqin consta en su

correspondiente sello notarial.

REGISTRO DE PATENTE No. 014206 MARCO: 0531
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$03300/8 \\

EN FE DE LO CUAL, firmo en la fecha indicada a
continuacién.
Firma: (Fdo) Ann Czyzewski Fecha: 13 de junio 2003

Nombre: Ann Czyzewski

Ciudad y Estado o Pais de Residencia: Grayslake, Illinois

Estado de Illinois,
Condado de Cook-

El 13 de junio de 2003, comparecié personalmente ante
mi Ann Czyzewski, a quien conozco como la persona que firmé
el instrumento precedente, y reconocidé haber firmado el
mismo como un acto de su libre voluntad; en fe de lo cual
firmo y estampo mi sello oficial en la fecha arriba

indicada.

{Fdo.) CARRIE DICK, Notario Pablico del Estado de Illinois,
cuyo cargo expira el 23 de mayo de 2004, segin consta en su

correspondiente sello notarial.

REGISTRO DE PATENTE No. 014206 MARCO: 0532



S03300/8
EN FE DE LO CUAL, firmo en la fecha indicada a
continuacién.
Firma: (Fdo) Ahmad Sheikh Fecha: 16 de junio 2003

Nembre: Ahmad Sheikh

Ciudad y Estado o Pals de Residencia: Des Plaines, Illinois

Estado de Illinois,
Condade de Cook-

El 16 de junio de 2003, comparecié personalmente ante
mi Ahmad Shelkh, a quien conozco como la persona que firmd
el instrumento precedente, y reconocié haber firmado el
mismo como un acto de su libre voluntad; en fe de lo cual
firmo y estampo mi sello oficial en la fecha arriba

indicada.

(Fdo.) CARRIE DICK, Notario Pdblico del Eatado de Illinois,
cuyo cargo expira el 23 de mayo de 2004, seglin consta en su

correspondiente sello notarial.

REGISTRO DE PATENTE No. 014206 MARCC: 0533



503300/8

EN FE DE LO CUAL, firmo en la fecha 1indicada a
continuacién.
Firma: (Fdo) Vahid Zia Fecha: 16 de junio 2003

Nombre: Vahid Zia

Ciudad y Estado o Pais de Residencia: Chicago, Illinois

Estado de Illinois,
Condado de Cook-

El 16 de junic de 2003, comparecld personalmente ante
mi Vahid Zia, a quien conozco como la persona que firmé el
instrumento precedente, y reconocié haber firmadc el mismo
como un acto de su libre voluntad; en fe de lo cual firmo y

estampo mi sello oficial en la fecha arriba indicada.

(Fdo.) CARRIE DICK, Notario Piblico del Estado de Illinois,
cuyo cargo expira el 23 de mayo de 2004, segin consta en su

correspondiente sello notarial.

REGISTRO DE PATENTE No. 014206 MARCO: 0534



APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)

. Pais: Estados Unidos de América

El presente documento publico

2. fue firmado Por: M. Tarver

3. Actuando en su calidad de Funcionario de

5.
6.

Certificaciones.

. Lleva el sello de la QGficina de Marcas y Patentes de

los Estados Unidos

Se certificé:
En Washington, D.C.
El 12 de agosto de 2005

. Por parte del funcionario de autenticaciones del

Departamento de Estados Unidos

8. Bajo el nuimero 05028199-2

. Aparece sello del Departamento de Estades Unidos de

América

10.Firmado por Patrick 0. Hatchett
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S03300/8

ASSIGNMENT

WHEREAS, WB, Lyle Brostrom, Ann Czyzewski, Ahmad Sheikh, and Vahid Zir have
invented an improvement in S-[2-[(1-Iminoethly)aminolethyl]-2-methyl-L-crysteine
Maleate Hydrochloride Crystalline Sajt (File C-3300/8PR US) and have executed an
application for a United States patent based thereon (Serial No. 60/453.496, filed March
11, 2003).

WHEREAS, Pharmacia Corporation, of St. Louis, Missouri, a Corporation of the State of
Delaware, is desirous of acquiring the entire right, title and interest in and to said
invention or inventions and any and all patents to be obtained therefore:

NOW, THEREFORE, FOR GOOD AND VALUABLE CONSIDERATION, the receipt
of which is hereby ecknowledged, WE do hercby sell, assign and transfer to said
Pharmucia Corporation, its successors and assigns. the entire right, title and interest in
and to said invention or inventions, in any form or embodiment thereof, and in and 10 1aid
application(s); and in and to any and all applications filed in any country based thercon,
including the right to file applications in countries other thun the country of priority filing
under the provisions of any intemnational convention; also in and 10 eny and all
improvements on said invention or inventions now or hereafter mads by us as
employee(s). agent(s) or contractor(s) of said Pharmacia Corporation; also the entire
right, title and interest in and to any and all patents, including reissues and extensions
thereof, to be obtained in any country upon said invention, Inventions or improvements,
and any and all continuing applications, including divisional, continuation and
continuation-in-part applicationa, substitute applications, and applications claiming
benefit of an earlier filed provisional application, which may be filed upon said invention,
inventions or improvements in any country; and

WE hereby authorize and request the issuing authority to issue any and all patents on said
application or applications to said Pharmacia Corporation, as assignee of the entire
interest.

WE further agree, without any payment by Pharmecia Corporation other than in
reimbursement of reasonable expenses we may incur jncluding without limitation
reimbumsement for lost wages. to communicate to sald Pharmacin Corporation, its
Topresentotives or agents, any fects relating to said invention, inventions or
improvements, including evidence for purposcs of intcrference, oppositicn or other legal
proceedinga, whenever requested; testify in any interference, opposition or other legal
proceedings, whencver requested; and execute and deliver, on request, all lawful papers
required to make any of the foregoing provisions effective.

PATENT

%

REEL: 014206 FRAME: 0530



IN TESTIMONY WHEREOF, WE have hercto sel our hands on the daies set afier our
zignature.

!ﬂsnlmnﬁ_-_=’Z"I$*D pae: /3 Twre 2003

Name: Lyle Brostrom
City and stote or country of residence: Lincolnshire, lllinois

State of 2 ]
}ss.
County of cook J

Onthis 73  day of June, 2003, before me personally appeared Lyle Brostrom, to
hnwnlobethepu:onwlmeuenﬂedﬂtefmtgoinginuﬁmmtmdacknowbdpd
that he executed the same as his free act and deed:; in testimony whereof I have hereto set
my hand and official seal on the day last above wrilten.

Notary Public

My Commission Expires: _S Zr. 3 Za iy

PATENT
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S03300/8

IN TESTIMONY WHEREOF, WE have hereto sot our hands on the dates set after our
signature.

Signature: -{ L’-:._J Datc: _tp_]/_e.s
Name: Ann Czyzewski

City and siate or country of residence: Grayslake, lllinois

State of Te
}as
County of {ook ]
Onthis )3 day of June, 2003, before me personally sppeared Ann Czyzewski,
to me known to be the person who executed the foregping instrument and acknowledged

that he executed the same as his free act and deed; in testimony whereof 1 have hereto set
my hand and official scal on the day last above written.

Notary Public
PUBLIC, STATE OF LLINO

:fll' o4

. Pl W

My Commission Expires: .3 /2 ;/o Y
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[N TESTIMONY WHEREOF, WE have hereto set our hands on the dates set after our
signature.

SinMAJLmu: _L/_&/lﬂ__
Name: Ahmad Sheikh
City and state or country of residence: Des Plaines, Illinois

State of T )
}as.
County of cook J
Onthis {{ dayof June, 2003, before me persorially appeared Ahmad Sheikh,
to me kaown to be the person who executed the foregoing instrument and acknow

tlmheueunadtlwmuhisﬁumuﬂdeed:inulﬁm;whemflhwehuﬂom
my hand and official seal on the day last above written.

N— /«_..4&%[__

My Commission Expires: 515_310 Vi

PATENT
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IN TESTIMONY WHEREOQF, WE have hereto set our hands on the dates set after our

signature. 7/ ]
Signature: 7 2 Date: L

=~
Name: Vehid Zia
City and state or country of residence: Chicago, Illinois

State of T ]
tes,
County of Coa K J

Onthis /{ day of Junc, 2003, before me personally sppeared Vahid Zia, to me
known to be the person who executed the foregoing instrument and scknowledged that he
executed the same 28 his free act and deed; in testimony whereof 1 have hereto set my
hand and official seal on the day last above written.

Notery Public

My Commission Expires: _§ ﬁ 3[{2;{
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MALEATE HYDROCHLORIDE CRYSTALLINE SALT

WO 201080956 PCT/IB2004/000678 770

H THE NTIO

[0001] Priority is claimed from U.S. Provisional Application Serial Number 60/453,496,
incorporated herein by reference.

[Oilhﬁ The present invention comprises a novel compound useful in the treatment of disease,
and more particularly a novel salt of S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine,
and even more particularly a novel crystalline S-[2-[(1-Iminoethyl)amino)ethyl]-2-methyl-L-
cysteine maleate hydrochloride, and pharmaceutical compositions thereof, for the treztment
of conditions involving an inappropriate expression of nitric oxide from the inducible isoform
of nitric oxide synthase.

[0003] S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine is described and claimed in
commonly assigned U.S. Patent number 6,403,830, herein incorporated by reference.

GR E ON

[0004] Nitric oxide (NO) is a bioactive free radical gas produced by any one of several
isoforms of the enzyme nitric oxide synthase (NOS). The physiological activity of what was
later identified as NO was initially discovered in the early 1980’s when it was found that
vascular relaxation caused by acetylcholine is dependent on the presence of the vascular
endothelium. The factor derived from the endothelium, then called endethelium-derived
relazing factor (EDRF), that mediates such vascular relaxation is now known to be NO that is
generated in the vascular endothelium by one isoform of NOS. The activity of NO as a
vasodilator has been known for well over 100 years. In addition, NO is the active species
derived from known nitrovascdilators including amylnitrite, and glyceryltrinitrate, Nitric
oxide is also an endogenous stimulator of soluble guanylate cyclase (¢cGMP), and thiis
stimulates cGMP production. When NOS is inhibited by N-monomethylarginine (L-
NMMA), cGMP formation is completely prevented. In addition to endothelium-dependent
relaxation, NO is known to be involved in a number of biological actions including

cytotoxicity of phagocytic cells and cell-to-cell communication in the central nervous system.

10005] The identification of EDRF as NO coincided with the discovery of s biochemical
pathway by which NO is synthesized from the amino acid L-arginine by the enzyme NO
synthese. There are at least three types of NO synthase as follows:
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(i) a constitutive, Ca++/calmodulin dependent enzyme, located in the brain, that
releases NO in response to receptor or physical stimulation;

(ii) a Ca+ independent enzyme, a 130 kD protein, which is induced after activation of
vascular smooth muscle, macrophages, endothelial cells, and a number of other cells by
endotoxin and cytokines; and

- {iii) a-constitutive,. Ce++/calmodulin-dependent .enzyme, located in the endothelium,
that releases NO in response to receptor or physical stimulation.

[0006] Once expressed, inducible nitric oxide synthase (hereinafter “iNOS™) generates NO
contimuously for long periods. Clinical studies have shown that NO production and iNOS
expression are increased in a variety of chronic inflammatory diseases, such as rheumatoid
and osteoarthritis (see, e.g, Mclnnes 1. B. et al., J. Exp. Med., 184:1519 (1996)), inflammatory
bowel disease (see, e.g, Lundberg J. O. N. et al., Lancet 344:1673, (1994)), and asthma (see,
e.g., Hamid, Q. et al., Lancer 342:1510 (1993)), and iNOS is implicated as a major
pathological factor in these chronic inflammatory diseases.

[0007] Thus, inhibition of excessive NO production by iNOS is likely to be anti-
inflammatory. However, since the production of NO from eNOS and nNOS is involved in
normal physiology, it would be desirable for any NOS inhibitor that is used for ireating
inflammation be selective for INOS, so that normal physiological modulation of blood
pressure by eNOS-generated NO, and non-adrenergic, non-cholinergic neuronsal transmission
by nNOS-generated NO would remain unaffected.

[0003] With all pharmaceutical compounds and compositions, the chemical and physical
stability of a drug compound is important in the commercisl development of that drug
substance. Such stability includes the stability at ambient conditions, especially to moisture
and under storage conditions. Elevated stability at different conditions of storage is needed to
predict the different possible storage conditions during the lifetime of a commercial product.
A stable drug avoids the use of special storage conditions as well as frequent inventory
replacement. A drug compound must also be stable during the manufacturing process which
often requires milling of the drug to achieve drug material with uniform particle size and
surface area. Unstable materials often undergo polymorphic changes. Therefore, any
modification of a drug substance which enhances its stability profile provides a meaningful
benefit over less stable substances.

[0009] Several inhibitors of INOS have been described, such as, for example, S-[2-[(1-
iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine, which is described and claimed in commonly
assigned U.S. Patent 6,403,830. That compound, however, is an amorphous solid. It would

2
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be desirable, therefore, to provide a crystalline solid form of an iNOS inhibitor such as S-[2
[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

[0010] Fig. 1 shows a powder X-ray diffraction pattern of crystalline S-[2-[(1-

T, T — o — — - m o s —e—— —em—- =

lminoethyl)amino]e;h_ylj-2-methyl-1.-cysteine maleate hydrochloride obtained from Example -
9 (top pattern) and Example 20 (bottom pattern);

[0011] Fig. 2 is a graph of a differential scanning calorimetry study of a sampile (Example
11) of crystalline S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate
hydrochloride;

[0012] Fig. 3 is a thermogravimetric plot of a sample (Example 11) of crystalline S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride;

[0013] Fig. 4 is a plot of a moisture sorption study of a sample (Example 10) of crystalline
S-[2-{(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleste hydrochloride;

[0014] Fig. 5 shows a Raman spectrum of the crystalline S-[2-](]1-Iminoethyl)amino)ethyl]-
2-methyl-L~cysteine maleate hydrochloride obtained from a sample from Example 20;

[0015] Fig. 6 is a photomicrograph of the crystalline S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-
methyl-L-cysteine maleate hydrochloride from Example 9;

[0016] Fig. 7 are two SEM pictures of the randomly packed agglomerates of crystalline S-[2-
[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride obtained from
Example 9, Fig. 7A shows the generally random shape of the agglomerates, while Fig. 7B
shows the random packing of crystals within the agglomerates;

10017] Fig. 8 shows various SEM pictures of the orderly packed agglomerates of crystalline
§-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride made through
seeded QESD crystallization process and obtained from Example 20;
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[0018] Fig. 9 shows two SEM pictures of the orderly packed agglomerates of crystalline S-
{2-[(1-IminoethyDamino]ethyl}-2-methy}-L-cysteine maleate hydrochloride made through in-
situ secded QESD crystallization process and obtained from Example 23, Fig. 9A shows the
generally cylindrical shape, while Fig. 9B shows the generally ordered crystals;

. [0019] Fig. 10 is a conceptual x-T diagram for a temary system exhibiting LLPS behaviar for
a fixed amount of anti-solvent

[0020] Fig. 11 is a chart showing coexisting surfaces at constant temperature for a temnary
system

[0021] Fig. 12 shows a graph of particle size distribution of orderly packed agglomerates of
§-{2-{(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride crystals;

[0022] Flg. 13 is a graph plotting tablet hardness as s function of compression force;
[0023] Fig. 14 is a graph plotting tablet thickness as a function of compression force; and

[0024] Fig. 15 is a graphical representation of tablet disintegration time.
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[0025] The present invention is directed to & novel crystalline salt form of S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine, pharmaceutical compositions, four
mechanistically different novel crystallization process designs to tailar bulk physical
properties during the preparation of the novel salt compound, a process for preparing
pharmaceutical compositions, and methods of using said novel mixed crystalline salt
compound and compositions for inhibiting or modulating nitric oxide synthesis in a subject in
need of such inhibition or modulation by administering a salt of a compound which
preferentially inhibits or modulates the inducible isoform of nitric oxide synthase over the
constitutive isoforms of nitric oxide synthase. The present salt compound possesses useful
nitric oxide synthase inhibiting activity, and is expected to be useful in the treatment or
prophylaxis of a disease or condition in which the synthesis or oversynthesis of nitric oxide
forms a contributory part.

[0026] Stoichiometrically, the novel salt is two molecules of S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine with one molecule of maleic acid and one
molecule of hydrochloride.

[0027] The novel crystalline mixed salt is characterized by some or all of the following
physical measurements: elemental analysis (such as by combustion analysis), melting point
and heat of fusion (differential scanning calorimetry and thermogravimetric analysis),
refractive indices (polarized light microscopy), x-ray powder diffraction pattern, Raman
spectroscopy and moisture sorption (for example, DVS moisture balance).

[0028] The present novel salt can be used to treat discases involving cartilage degeneration,
which takes place in certain conditions such as arthritis. Accordingly, conditions in which
there is an advantage in inhibiting NO production from L-arginine include arthritic conditions
such as rheumatoid arthritis, osteoarthritis, gouty arthritis, juvenile arthritis, septic arthritis,
spondyloarthritis, acute rheumatic arthritis, enteropathic arthritis, neuropathic arthritis, and
pyogenic arthritis. In addition, NO-induced depression of chondrocyte respiration could
modulate matrix loss and secondary cartilage mineralization in arthritis, in particular
osteoarthritis.

10029] Other conditions for which the present mixed salt may be useful include chronic or
inflammaiory bowel disease, cardiovascular ischemia, diabetes, congestive heart failure,
myocarditis, atherosclerosis, migraine, glaucoma, aortic aneurysm, reflux esophagitis,
diarrhea, irritable bowel syndrome, cystic fibrosis, emphysema, asthma, bronchiectasis,

5
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hypmlgesm, cercbral ischemie, thrombotic stroke, global ischemia (secondary to cardiac
arrest), multiple sclerosis and other central nervous system disorders mediated by NO, for
example Parkinson’s disease and Alzheimer’s disease, Further neurodegenerative disorders
in which NO inhibition may be useful include nerve degeneration and/or nerve necrosis in
disorders such as hypoxia, hypoglycemia, epilepsy, and in external wounds (such as spinal
-cord-and-head injury), hyperbaric oxygen convulsions and toxicity, dementia e.g. pre-senile
dementia, and AIDS-related dementia, Sydenham's chorea, Huntington's disease,
Amyotrophic Lateral Sclerosis, KorsakofF's discase, imbecility relating to a cerebral vessel
disorder, sleeping disorders, schizophrenia, depression, depression or other symptoms
associated with Premenstrual Syndrome (PMS), anxiety and septic shock.

[0030] The present mixed salt may also be used where nitric oxide inhibition may also play a
role in the treatment, such as pain including somatogenic (cither nociceptive or neuropathic),
both acute and chronic. The present mixed salt could be used in any situation that a common
NSAID or opioid analgesic would traditionally be administered.

[0031] Still, other disorders that may be treated by inhibiting NO production with the present
mixed salt include opiate tolerance in patients needing protracted opiate analgesics, and
benzodiazepine tolerance in patients taking benzodiazepines, and other addictive behavior,
for example, nicotine and esting disorders. The present mixed salt may also be useful as
antibacterial agents,

[0032] Further conditions in which the present mixed salt may be used to inhibit NO
production from L-arginine include systemic hypotension associated with septic and/or toxic
shock induced by a wide variety of agents; therapy with cytokines such ag TNF, IL-1 and IL-
2; and as an adjuvant to short term immunosuppression in transplant therapy.

[0033] The present mixed salt may also be useful in the treatment of ocular conditions (such
as ocular hypertension retinitis uveitis), systemic lupus erythematosis (SLE),
glomerulonephritis, restenosis, inflammatory sequelae of viral infections, acute respiratory
distress syndrome (ARDS), oxidant-induced lung injury, IL2 therapy such as in a cancer
patient, cachexia, immunosuppression such as in transplant therapy, disorders of
gastrointestinal motility, sunburn, eczema, psoriasis, gingivitis, pancreatitis, damage to the
gastrointestinal tract resulting from infections, cystic fibrosis, treatment to a dysfunctional
immune systemn such as an adjuvant to short term immunosuppression in organ transplant
therapy, induction of labor, adenomatous polyposis, controlling tumor growth, chemotherapy,
chemoprevention and bronchitis.
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[0034]) The present invention is also directed to pharmaceutical compositions for the
treatment of pain, asthma and other airway disorders, cancer, arthritis, ocular disorders
including retinopathies and glaucoma, inflammation related disorders including irritable
bowel syndrome, and other disorders in which an excessive production of nitric oxide plays a
role, which comprises a therapeutically effective amount of crystalline S-[2-[(1-
Iminocthyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride together with a
pharmaceutically acceptable carrier, diluent ar vehicle.

[0035) Besides being useful for human treatment, this form is also useful for veterinary
treatment of companion animals, exotic animels and farm animals, including mammals,
rodents, and the like. More preferred animals include horses, dogs, and cats.

DETAILED D PT1 THE )

Definitions

[0036] The terms “treat,” “treating™ and “treatment,” as used herein includes

prophylactic, palliative treatment, or restorative treatment.

[0037] The term “effective amount” means a dose conducive to treatment. An effective
amount may be administered in a single dose, or in divided doses over & period of time.
[0038] The term “ACN™ means acetonitrile.

[0039) The term "amorphous” as applied to S-[2-[(1-Iminocthyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-
cysteine herein refers to a solid state wherein the §-[2-[(1-Imincethyl)amino]ethyl]-2-methyl-
L-cysteine molecules are present in a disordered arrangement and do not form a
distinguishable crystal lattice or unit cell. When subjected to X- ray powder diffraction,
amorphous §-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine does not produce any
characteristic crystalline peaks.

[0040] The term "crystalline form" as applied to S-{2-[(1-Iminoethyl)amino)ethy])-2-methyl-
L-cysteine herein refers to a solid state form wherein the S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-
methyl-L-cysteine molecules are amranged to form a distinguishable crystal Jattice (i)
comprising distinguishable unit cells, and (ii) yielding diffraction peaks when subjected to X-
ray radiation.

[0041) The terms “S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl)-2-methyl-L-cystéine maleate Form 1™
§-{2-[(1-Iminoethyl)amino]ethy]]-2-methyl-L-cysteine Form I” and “Form I” all mean S-[2-
[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate crystalline salt Form I, as more
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fully described in copending U.S. Application Serial Number 60/453,796, mcolpmted herein
-by reference in its entirety.

[0042] The terms “S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine maleate Form IL,"
8-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine Form II” and “Form II” all mean 5{2-
[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate crystalline salt Form II, as more
fully described in copending U.S. Application Serial Number 60/453,782, incorporated herein
by reference in its entirety.

[0043] The terms “S-[2-[(1-Imincethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate
hydrochloride,” crystalline §-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyi]-2-methyl-L-cysteine maleate
hydrochloride,”and “mixed salt” all refer to the crystalline form of $-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride, having
stoichiometrically one mole of §-[2-[(1-IminoethyD)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine for 0.5
moles of maleate and 0.5 moles of HCI, as more fully described herein.

[0044] The term "crystallization” as used herein can refer to crystallization and/or
recrystallization depending upon the applicable circumstances relating to preparation of S-[2-
[(1-Imincethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine starting material.

[0045] The term “APL," as used herein, means active pharmaceutical ingredient.

[0046] The term “bis,” as used herein, means N.N ‘-Methylene-bis-acrylamide

[0047] The term “DI water,” as used herein, means deionized water.

[0048] The term “DMF,” as used herein, means N,N-dimethylformamide.

[0042] The term “D/W/A" refers to a temary solvent system of N N-dimethylformamide
(DMF), water and acetonitrile.

[0050] The term * §-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine drug substance™ as
used herein means S-[2-[(1-Iminoethyl)amino)ethyl}-2-methyl-L-cysteine per se as qualified
by the context in which the term is used, and can refer to unformulated S-{2-{(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]}-2-methyl-L-cysteine or to S~[2-[(] -Iminoethyl)amino]ethyl]-2-
methyl-L-cysteine present as an ingredient of a pharmaceutical composition.

[0051) The term "DSC" means differential scanning calorimetry.

[0052] The term “AHas” or “AH fus™ means the enthalpy of fusion of a substance, and refers
to the energy (measured in kilojoules (Kj)) required to meit one gram of the substance at its
melting point temperature.

[0053] The term "HPLC" means high pressure liquid chromatography.

[0054] The term “IR" means infrared.

[0055] The term “kN means kilonewtons.



[0056] The term “kP™ means kiloponds.

[0057] The term “p,” ar tho, as used herein, refers to density.

[0058] The term “p5™ means bulk density.

[0.059] The term “p,” means tapped density.

[0060] The term “CI” means Compressibility Index, as defined by the formula:
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cr=1-£
P,

[0061] The term “NMR" means nuclear magnetic resonance, and may apply to nuclear
magnetic resonance spectroscopy.

[0062]) The term “mI” means milliliters.

[0063] The term “mg” means milligrams.

[0064] The term *“g™ means grams

' [0065] The term “kg” means kilograms

[0066] The term “pg” means micrograms

[0067] The term “uI™ means microliters.

[0068] The term “min” means minutes.

|0069] The term “MW™ means molecular weight.

[0070] The term “nucleation,” as used herein, means the formation of crystals in a solution.
[0071] The term "Purity” as used her=in, unless otherwise qualified, means the chemical
purity of crystalline $-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate
hydrochloride according to conventional HPLC assay.

[0072] The term "PXRD" means powder X-ray diffraction.

[0073]) The term "“rpm" means revolutions per minute,

[0074] The term “seeding,” as used herein, means the addition of crystals to a crystallization
system, for the purpose of initiating or enhancing mucleation or acting as substrate for further
crystallization.

[0075] The term “agglomerates™, generally refers to random or orderly packing of individual
crystals in units that are not readily destroyed during energetically mild operations such as
transfer of solids.

[0076] The term “SEM™ means scanning electron microscopy.

[0077] The term "TGA" means thermogravimetric analysis.

[0078] The term "Tm" means melting temperature,

92



WO 2004/080956 PCT/IB2004/000678

[0079] The term “zwitterion™ or “ZW" means a molecule that carries both a positive and
negative charge. The term "free zwitterion™ means a zwitterion such that the net charge of
the molecule is zero. Unless otherwise indicated, the term “zwitterion™ and “ZW,” as used
herein, means S-[2-[(1-Imincethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine zwitterion.

[0080] S-[2-[(1-Imincethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine ~ maleate  hydrochloride
crystalline salt will be useful for treating, among other things, inflammation in a subject, or
for treating other nitric oxide synthase-mediated disorders, such as, as an analgesic in the
treatment of pain and headaches, or as an antipyretic for the treatment of fever. For example,
5-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate bydrochloride crystalline salt
will be useful to treat arthritis, including but not limited to rheumatoid arthritis,
spondyloarthropathies, gouty arthritis, osteoarthritis, systemic lupus erythematosus, juvenile
arthritis, acute rheumatic arthritis, enteropathic arthritis, neuropathic arthritis, psoriatic
arthritis, and pyogenic arthritis. Conditions in which the S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-
methyl-L-cysteine maleate hydrochloride crystalline salt will provide an advantage in
inhibiting NO production from L-arginine include arthritic conditions.

[0081] S-[2-[(1-Iminoethyl)aminc]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride
crystalline salt will be further useful in the treatment of asthma, bronchitis, menstrual

cramps (e.g., dysmenorrhea), premature labor, tendinitis, bursitis, skin-related

conditions such as psoriasis, eczema, bums, sunburmn, dermatitis, pancreatitis, hepatitis,

and from post-operative inflammation including from ophthalmic surgery such as

cataract surgery and refractive surgery. S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-
cysteine maleate hydrochloride crystalline salt also would be useful to treat

gastrointestinal conditions such as inflammatory bowel discase, Crohn's disease,

gastritis, irritable bowel syndrome and ulcerative colitis.

{0082] S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride
crystalline salt would be useful for the prevention or treatment of cancer, such as

colorectal cancer, and cancer of the breast, lung, prostate, bladder, cervix and skin. S-
[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride crystalline

salt of the invention would be useful in treating inflammation and tissue damage in such
diseases as vascular diseases, migraine headaches, periarteritis nodosa, thyroiditis,

aplastic anemia, Hodgkin's disease, sclerodama, rheumatic fever, type I diabetes,
neuromuscular junction disease including myasthenia gravis, white matter discase

including multiple sclerosis, sarcoidosis, nephrotic syndrome, Behcet's syndrome,
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polymyositis, gingivitis, nephritis, hypersensitivity, swelling occurring after injury,
myocardial ischemis, and the like. The S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-
cys:teine maleate hydrochloride crystalline salt would also be useful in the treatment of
ophthalmic diseases, such as glaucoma, retinitis, retinopathies, uveitis, ocular
phétophobia, and of inflammation and pain associated with acute injury to the eye
tissue. OF particular interest among the uses of the present inventive S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride crystalline salt is
the treatment of glaucoma, especially where symptoms of glaucoma are caused by the
production of nitric oxide, such as in nitric oxide-mediated nerve damage.

[0083] S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride
crystalline salt would also be useful in the treatment of pulmonary inflammation, such
as that associated with viral infections and cystic fibrosis. The S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride crystalline sait
would also be useful for the treatment of certain central nervous system disorders, such
as cortical dementias including Alzheimers disease, and central nervous system damage
resulting from stroke, ischemia and trauma.

[0084] The S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate
hydrochloride crystalline salt is useful as an anti-inflammatory agent, such as for the
treatment of arthritis, with the additional benefit of having significantly less harmful
gide effects.

[0025) S-[2-[(1-Iminoethy])amino]ethy]]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride
crystalline salt would also be useful in the treatment of allergic rhinitis, respiratory
distress syndrome, endotoxin shock syndrome, and atherosclerosis.

[0086] S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride
crystalline salt would also be useful in the treatment of pain, including but not limited to
postoperative pain, dental pain, muscular pain, and pain resulting from cancer.  S-[2-
[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride crystalline salt
would be useful for the prevention of dementias, such as Alzheimer’s disease,

[0087) Besides being useful for human treatment, S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-
methyl-L-cysteine maleate hydrochloride crystalline salt is also useful for veterinary
treatment of companion animals, exotic animals and farm animals, including mammals,
rodents, and the like. More preferred animals include horses, dogs, and cats.

[0088] The present S-[2-{(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate
hydrochloride crystalline salt may also be used in co-therapies, partially or completely,
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in place of other conventional antiinflammatory therapies, such as together with

steroids, NSAIDs, COX-2 selective inhibitors, S-lipoxygenase inhibitors, LTB4

antagonists and LTA4 hydrolase inhibitors.

[0089] Other conditions in which the S-[2-[(1 -Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine
maleate hydrochloride crystalline salt of the present invention will provide an advantage in
inhibiting NO-inhibition include cardiovascular ischemia, diabetis {type I or type II),
congestive heart failure, myocarditis, atherosclerosis, migraine, glaucoma, aortic aneurysm,
reflux esophagitis, diarrhea, irritable bowel syndrome, cystic fibrosis, emphysema, asthma,
bronchiectasis, hyperalgesia (allodynia), cerebral ischemia (both focal ischemia, thrombotic
stroke and globa) ischemia (for example, secondn:'-y to cardiac arrest), multiple sclerosis and
other central nervous system disorders mediated by NO, for example Parkinzon’s disease,
Further neurodegencrative disorders in which NO inhibition may be useful include nerve
degeneration ar nerve necrosis in disorders such as hypoxis, hypoglycemia, epilepsy, and in
cases of central nervous system (CNS) trauma (such as spinal cord and head injury),
hyperbaric oxygen convulsions and toxicity, dementia e.g. pre-senile dementia, and AIDS-
related dementia, cachexia, Sydenham's chorea, Huntington's disease, Amyotrophic Lateral
Sclerosis, KorsakofFs disease, imbecility relating to a cerebral vesse] disorder, sleeping
disorders, schizophrenia, depression, depression or other symptoms associated with
Premenstrual Syndrome (PMS), anxiety and septic shock.

[0090] The S-[2-[(l-Iminoethyl)amino]ethyl]-z-meﬂiyl-L-cysteine malcate hydrochloride
crystalline salt of the present invention will also be useful in the treatment of pain including
somatogenic (either nociceptive or neuropathic), both acute and chronic. §-[2-[(1-
Iminoethylamino]lethyl]}-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride crystalline salt could be
used in any situation including neuropathic pain that a common NSAID or opioid analgesic
would traditionally be administered,

[0091] Still other disorders or conditions which will be advantageously treated by the S-[2-
I( 1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride crystalline salt of
the present invention include treatment or prevention of opiate tolerance in patients needing
protracted opiete analgesics, and benzodiazepine tolerance in patients taking
benzodiazepines, and other addictive behavior, for example, nicotine addiction, alcoholism,
and eating disorders.

[0092] The S-[2-[(1 -Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride
crystelline salt of the present invention will also be useful in the treatment or prevention of
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drug withdrawal symptoms, for example treatment or prevention of symptoms of withdrawal "
from opiate, alcohol, or tobacco addiction. .

|0|?93] The S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride
crystalline salt may also be useful to prevent tissue damage when therapeutically combined
w11|:h antibacterial or antiviral agents,

[0094] The S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]}-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride
crystalline salt of the present invention will also be useful in inhibiting NO production from
L-arginine including systemic hypotension associated with septic and/or toxic hemorrhagic
shock induced by a wide variety of agents; therapy with cytokines such as TNF, 1L-1 and IL-
2; and as an adjuvant to short term immunosuppression in transplant therapy.

[0095] The present invention is further directed to the use of the S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride crystalline salt of the
present invention for the treatment and prevention of neoplasias. The neoplasias that will be
treatable or preventable by the §-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyll-2-methyl-L-cysteine
maleate hydrochloride crystalline salt and methods of the present invention include brain
cancer, bone cancer, a leukemia, a lymphoma, epithelial cell-derived neoplasia (epithelial
carcinoma) such as basal cell carcinoma, adenocarcinoma, gastrointestinal cancer such as lip
cancer, mouth cancer, esophogeal cancer, small bowe] cancer and stomach cancer, colon
cancer, liver cancer, bladder cancer, pancreas cancer, ovary cancer, cervical cancer, lung
cancer, breast cancer and skin cancer, such as squamous cell and basal cell cancers, prostate
cancer, renal cell carcinoma, and other known cancers that effect epithelial cells throughout
the body. Preferably, the neoplasia to be treated is selected from gastrointestinal cancer, liver
cancer, bladder cancer, pancreas cancer, ovary cancer, prostate cancer, cervical cancer, lung
cancer, breast cancer and skin cancer, such as squamous cell and basal cell cancers. The
present S-[2-{(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride
crystalline salt Form II and methods can also be used to treat the fibrosis which occurs with
radiation therapy. The present S-[2-[(]1-Iminoethyl)amino]ethyl])-2-methyl-L-cysteine
maleate hydrochloride crystalline salt and methods can be used to treat subjects having
adenomatous polyps, including those with familial adenomatous polyposis (FAP).
Additionally, the present S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate
hydrochloride crystalline salt and methods can be used to prevent polyps from forming in
patients at risk of FAP, |

[0096] Conjunctive treatment of a S-[2-{(1-Iminoethyl)aminc]ethyl]-2-methyl-L-cysteine
maleate hydrochloride crystalline salt of the present invention with another antineoplastic
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. agent will produce a synergistic effect or altemnatively reduce the toxic side effects associated
with chemotherapy by reducing the therapeutic dose of the side effect-causing agent needed
for therapeutic efficacy or by directly reducing symptoms of toxic side effects caused by the
gide effect-causing agent. §-[2-[(1-Iminoethylamino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate
hydrochloride crystalline salt of the present invention will further be useful as an adjunct to
radiation therapy to reduce side effects or enhance efficacy.

{0097] In the present invention, another agent which can be combined therapeutically with
the S-[2-[(1-Iminoethyl}amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochlaride crystalline
salt of the present invention includes any therapeutic agent which is capable of inhibiting the
enzyme cyclooxygenase-2 (“COX-2"). Preferably such COX-2 inhibiting agents inhibit
COX-2 selectively relative to the enzyme cyclooxygenase-1 (“COX-1"). Sucha COX-2
inhibitor is known as a “COX-2 selective inhibitar”. COX-2 selective inhibitors useful in
therapeutic combination with the S-[2-[(1 -Iminoethyl)amino}ethyl}-2-methyl-L-cysteine
maleate hydrochloride crystalline salt of the present invention include celecoxib, valdecoxib,
deracoxib, etoricoxib, rofecoxib, ABT-963 (2«(3,4-difluorophenyl)-4-(3-hydroxy-3-methyl-1-
butoxy)-5-[4-(methylsulfonyl)phenyl-3(2H)-pyridazinone; described in PCT Patent
Application No. WO 00/24719), or meloxicam. §-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-
L-cysteine maleate hydrochloride crystalline salt of the present invention can also be
advantageously used in therapeutic combination with a prodrug of a COX-2 selective
inhibitor, for example parecoxib.

[0609€] Another chemotherapeutic agent which will be useful in combination with the S2-
[(1-Iminoethyl)amino)ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride crystalline salt of
the present invention can be selected, for example, from the following non-comprehensive
and non-limiting ligt:

[0099] Alphe-difluoromethylornithine (DFMO), 5-FU-fibrinogen, acanthifolic acid,
aminothiadiszole, brequinar sodium, carmofur, Ciba-Geigy CGP-30694, cyclopentyl
cytosine, cytarabine phosphate stearate, cytarabine conjugates, Lilly DATHF, Merrel Dow
DDFC, dezagusnine, dideoxycytidine, dideoxyguanosine, didox, Yoshitomi DMDC,
doxifluridine, Wellcome EHNA, Merck & Co. EX-015, fazarsbine, floxuridine, fludarabine
phosphate, S-fluorouracil, N-(2'-furanidyl)-5-fluorouracil, Daiichi Seiyaku FO-152, isopropyl
pyrrolizine, Lilly LY-188011, Lilly L'Y-264618, methobenzzprim, methotrexate, Wellcome
MZPES, norspermidine, NCI NSC-127716, NCI NSC-264880, NCI NSC-39661, NCI NSC-
612567, Wamer-Lambert PALA, pentostatin, piritrexim, plicamycin, Asahi Chemical PL-
AC, Takeda TAC-788, thioguanine, tiazofurin, Erbamont TIF, trimetrexate, tyrosine kinase
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inhibitors, tyrosine protein kinase inhibitors, Taiho UFT, uricytin, Shionogi 254-S, aldo- Q :
phosphamide analogues, altretamine, anaxirone, Boehringer Mannheim BBR-2207, ‘
besirabucil, budotitane, Wakunaga CA-102, carboplatin, carmustine, Chinoin-139, Chinoin-
153, chlarembucil, cisplatin, cyclophosphamide, American Cyanamid CL-286558, Sanofi
CY-233, cyplatate, Degussa D-19-384, Sumimoto DACHP(Myr)2, diphenylspiromustine,
diplatinum cytostatic, Erba distamycin derivatives, Chugai DWA-2114R, ITI E09, elmustine,
Erbamont FCE-24517, estramustine phosphate sodium, fotemustine, Unimed G-6-M, Chinoin
GYKI-17230, hepsul-fam, ifosfamide, iproplatin, lomustine, mafosfamide, mitolactol,
Nippc;n Kayaku NK-121, NCI NSC-264395, NCI NSC-342215, oxaliplatin, Upjohn PCNU,
prednimustine, Proter PTT-119, ranimustine, semustine, SmithKline SK&F-101772, Yakult
Honsha SN-22, spiromus-tine, Tanabe Seiyaku TA-077, tauromustine, temozolomide,
teroxirone, tetraplatin, trimelamol, Taiho 4181-A, aclarubicin, actinomyein D, actinoplanone,
Erbamont ADR-456, aeroplysinin derivative, Ajinomoto AN-201-I1, Ajinomoto AN-3,
Nippon Soda anisomycins, anthracycline, azino-mycin-A, bisucaberin, Brist_ol-Mym BL-
6859, Bristol-Myers BMY-25067, Bristol-Myers BMY-25551, Bristol-Myers BMY-26605,
Bristol-Myers BMY-27557, Bristol-Myers BMY-28438, bleomycin sulfate, bryostatin-1,
Taiho C-1027, calichemycin, chromoximycin, dactinomycin, daunorubicin, Kyowa Hakko
DC-102, Kyowa Hakko DC-79, Kyowa Hakko DC-88A, Kyowa Hakko DC85-A1, Kyowa
Hakko DC92-B, ditrisarubicin B, Shionogi DOB-41, doxorubicin, doxorubicin-fibrinogen,
elsamicin-A, epirubicin, erbstatin, esorubicin, esperamicin-A1, esperamicin-Alb, Erbamont
FCE-21954, Fujisawa FK-973, fostriecin, Fujisawa FR-800482, glidobactin, gregatin-A,
grincamycin, herbimycin, idarubicin, illudins, kazusamycin, kesarirhodins, Kyowa Hakko
KM-5539, Kirin Brewery KRN-8602, Kyowa Hakko KT-5432, Kyowa Hakko KT-5594,
Kyowa Hakko KT—6]4.9, American Cyanamid LL-D49194, Meiji Seika ME 2303, menogaril,
mitomycin, mitoxantrone, SmithKline M-TAG, neoenactin, Nippon Kayaku NK-313, Nippon
Kayaku NKT-01, SR1 International NSC-357704, oxalysine, oxaunomycin, peplomycin,
pilatin, pirarubicin, porothramycin, pyrindamycin A, Tobishi RA-I, mpamycin, rhizoxin,
rodorubicin, sibanomicin, siwenmycin, Sumitomo SM-5887, Snow Brand SN-706, Snow
Brand SN-07, sorangicin-A, sparsomycin, SS Pharmaceutical SS-21020, SS Pharmaceutical
$8-7313B, SS Pharmaceutical SS-9816B, steffimycin B, Taiho 4181-2, talisomycin, Takeda
TAN-B68A, terpentecin, thrazine, tricrozarin A, Upjohn U-73975, Kyowa Hakko UCN-
10028A, Fujisawa WF-3405, Yoshitomi Y-25024 zorubicin, alpha-carotene, alpha-
difluoromethyl-arginine, acitretin, Biotec AD-5, Kyorin AHC-52, alstonine, amonafide,
amphethinile, amsacrine, Angiostat, ankinomycin, anti-neoplaston A10, antineoplaston A2,
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antineoplaston A3, antineoplaston A5, antineoplaston AS2-1, Henkel APD, aphidicolin
glycinate, asparaginase, Avarol, baccharin, batracylin, benfluron, benzotript, Ipsen-Beaufour
BIM-23015, bisantrene, Bristo-Myers BMY-40481, Vestar boron-10, bromofosfamide,
Wellcome BW-502, Wellcome BW-773, caracemide, carmethizole hydrochloride, Ajinomoto
CDAF, chlorsulfaquinoxalone, Chemex CHX-2053, Chemex CHX-100, Warner-Lambert CI-
921, Wamer-Lambert CI-937, Warner-Lambert C1-941, Wamer-Lambert C1-958, clanfenur,
claviridenone, ICN compound 1259, ICN compound 4711, Contracan, Yakult Honsha CPT-
11, crisnatol, curaderm, cytochalasin B, cytarabine, cytocytin, Merz D-609, DABIS maleate,
dacarbazine, datelliptinium, didemnin-B, dihaematoporphyrin ether, dihydrolenperone,
dinaline, distemycin, Toyo Pharmar DM-341, Toyo Pharmar DM-75, Daiichi Seiyaku DN-
9693, elliprabin, elliptinium acetate, Tsumura EPMTC, ergotamine, etoposide, ctretinate,
fenrctinide, Fujisawa FR-57704, gallium nitrate, genkwadaphnin, Chugai GLA-43, Glaxo
GR-63178, grifolan NMF-5N, hexadecylphosphocholine, Green Cross HO-221,
homoharringtonine, hydroxyurea, BTG ICRF-187, ilmofosine, isoglutamine, isotretinoin,
Otsuka JI-36, Ramot K477, Otsuak K-76COONa, Kureha Chemical K-AM, MECT Corp
KI-8110, American Cyanamid L-623, leukoregulin, lonidamine, Lundbeck L1J-23-1 12, Lilly
LY-186641, NCI (US) MAP, marycin, Merrel Dow MDL-27048, Medco MEDR-340,
merbarone, merocyanine derivatives, methylanilinoacridine, Molecular Genetics MGI-136,
minactivin, mitonafide, mitoquidone, mopidamol, motretinide, Zenyaku Kogyo MST-16, N-
(retinoyl)amino acids, Nisshin Flour Milling N-021, N-acylated-dehydroalanines,
nafazatrom, Taisho NCU-190, nocodazole derivative, Nommosang, NCI NSC-145813, NC1
NSC-361456, NCI NSC-604782, NCI NSC-95580, octreotide, Ono ONO-112, oquizanocine,
Akzo Org-10172, pancratistatin, pezelliptine, Wamner-Lambert PD-11 1707, Wamer-Lambert
PD-115934, Warner-Lambest PD-131141, Pierre Fabre PE-1001, ICRT peptide D,
piroxantrone, polyhaematoporphyrin, polypreic acid, Efamol porphyrin, probimane,
procarbazine, proglumide, Invitron protease nexin I, Tobishi RA-700, razoxane, Sspporo
Breweries RBS, restrictin-P, retelliptine, retinoic acid, Rhone-Poulenc RP-49532, Rhone-
Poulenc RP-56976, SmithKline SK&F-104864, Sumitomo SM-108, Kuraray SMANCS,
SeaPharm SP-10094, spatol, spirocyclopropane derivatives, spirogermanivm, Unimed, SS
Pharmaceutical SS-554, strypoldinone, Stypoldione, Suntory SUN 0237, Suntory SUN 2071,
supemx:de dismutase, Toysma T-506, Toyama T-680, taxol, Tejjin TEI-0303, teniposide,
thaliblastine, Eastman Kodak TJB-29, tocotrienol, Topostin, Teijin TT-82, Kyowa Hakko
UCN-01, Kyowa Hakko UCN-1028, ukrain, Fastman Kodak USB-006, vinblastine sulfate,
vincristine, vindesine, vinestramide, vinorelbine, vintriptol, vinzolidine, withanolides,
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Yamanouchi YM-534, uroguanylin, combretastatin, dolastatin, idarubicin, epirubicin,
estramustine, cyclophosphamide, 9-amino-2-(S)-camptothecin, topotecan, irinotecan
(Camptosar), exemestane, decapeptyl (tryptorelin), or an omega-3 fatty acid.

[0100] Examples of radioprotective agents which may be used in a combination therapy with
the §-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methy)-L-cysteine maleate crystalline salt Form 1I of
this invéntiof iniclude AD-5, ddclinon, amifostine dfidlogueés, detok; diniésna, 1-102, MM-159,
N-acylated-dehydroalanines, TGF- Genentech, tiprotimod, amifostine, WR-151327, FUT- |
187, ketoprofen transdermal, nabumetone, superoxide dismutase (Chiron) and superoxide
dismutase Enzon.

[0101] The S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride
crystalline salt of the present invention will also be useful in treatment or prevention of
angiogenesis-related disorders or conditions, for example, tumor growth, metastasis, macular
degeneration, and atherosclerosis.

[0102] In a further embodiment, the present invention also provides therapeutic combinations
for the treatment or prevention of ophthalmic disorders or conditions such as glaucoma. For
example the present inventive S-[2-[(1-Imincethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate
hydrochloride crystalline salt advantageously will be used in therapeutic combination with a
drug which reduces the intraocular pressure of patients afflicted with glaucoma. Such
intraocular pressure-reducing drugs include without limitation latanoprost, travoprost,
bimatoprost, or unoprostol. The therapeutic combination of the S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino}ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride crystalline salt of the
present invention plus an intraocular pressure-reducing drug will be useful because each is
believed to achieve its effects by affecting a different mechanism.

[0103] In another combination of the present invention, the present inventive S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride crystalline salt can be
used in therapeutic combination with an antihyperlipidemic or cholesterol-lowering drug such
as a benzothiepine or a benzothiazepine antihyperlipidemic drug. Examples of benzothiepine
antihyperlipidemic drugs useful in the present inventive therapeutic combination can be
found in U.S. Patent No. 5,994,391, herein incorporated by reference. Some benzothiazepine
antihyperlipidemic drugs are described in WO 93/16055. Alternatively, the
antihyperlipidemic or cholesterol-lowering drug useful in combination with a compound of
the present invention can be an HMG Co-A reductase inhibitor. Examples of HMG Co-A
reductase inhibitors useful in the present therapeutic combination include, individually,

benfluorex, fluvastatin, Jovastatin, provastatin, simvastatin, atorvastatin, cerivastatin,
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bervastatin, ZD-9720 (described in PCT Patent Application No. WO 97/06802), ZD-4522
(CAS No. 147098-20-2 for the calcium salt; CAS No. 147098-18-8 for the sodium salt;
descn'bed in European Patent No, EP 521471), BMS 180431 (CAS No. 129829-03-4), or
NK-104 (CAS No. 141750-63-2). The therapeutic combination of the §-[2-[(1-
]nunoeﬂlyl)nmno]ethyl]-z-methyl-L-cysteme maleate hydrochloride crystalline salt of the
present invention plus-an antihyperlipidemic or cholesterol-lowéring drug will be useful, for
example, in reducing the risk of formation of atherosclerotic lesions in blood vessels. For
example, atherosclerotic lesions ofien initiate at inflamed sites in blood vessels. It is
established that antihyperlipidemic or cholesterol-lowering drug reduce risk of formation of
atherosclerotic lesions by lowering lipid levels in blood. Without limiting the invention to a
single mechanism of action, it is believed that one way the §-[2-[(1-Iminoetiryl)amino]ethyl]-
2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride crystalline salt of the present combination will
work in concert to provide improved control of atherosclerotic lesions by, for example,
reducing inflammation of the blood vessels in concert with lowering blood lipid levels.
[0104] In another embodiment of the invention, the present S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride crystalline sait can be
used in combination with other compounds or therapies for the treatment of central nervous
conditions or disorders such as migraine. For cxample, the present S-[2-[(1-
Iminoethyl)nmino]clhyl]-Z—methyl—L—cysteine maleate hydrochloride crystalline salt can be
used in therapeutic combination with caffeine, a 5-HT-1B/1D agonist (for example, a triptan
such as sumatriptan, naratriptan, zolmitriptan, rizatriptan, almotriptan, or frovatriptan), a
dopamine D4 antagonist (e.g., sonepiprazole), aspirin, acetaminophen, ibuprofen,
indomethacin, naproxen sodium, isometheptene, dichloralphenazone, butalbital, an ergot
alkaloid (e.g., ergotamine, dihydroergotamine, bromocriptine, ergonovine, or methyl
ergonovine), 2 tricyclic antidepressent (e.g., amitriptyline or nortriptyline), a serotonergic
antagonist (e.g., methysergide or cyproheptadine), a beta-andrenergic antagonist (e.g.,
propranolol, timolol, atenolol, nadolol, or metprolol), or a monoamine oxidase inhbitor (c.g.,
phenelzine or isocarboxazid).

[0105] A further embodiment provides a therapeutic combination of the S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]eﬂlyl]-i-methyl-[.-cysteine maleate hydrochloride crystalline salt of the
present invention with an opioid compound. Opioid compounds useful in this combination
include without Jimitation morphine, methadone, hydromorphone, oxymorphone,
levorphanol, levallorphan, codeine,dihydrocodeine, dihydrohydroxycodeinone, pentazocine,
hydrocodone, oxycodone, nalmefene, ctorphine, levorphanol, fentanyl, sufentanil, DAMGO,
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butorphanol, buprenorphine, naloxone, naltrexone, CTOP, diprenorphine, bets-
fimaltrexamine, naloxonazine, nalorphine, pentazocine, nalbuphine, naloxone
benzoylhydrazone, bremazocine, ethylketocyclazocine, US50,488, U69,593, spiradoline, nor-
binaltorphimine, naltrindole, DPDPE, [D-1e%, glu*|deltorphin, DSLET, met-enkephalin, leu-
enkaphalin, beta-endorphin, dynorphin A, dynorphin B, and alphs-neoendorphin. An
--—-advantage-to the-combinatien-of-the S-[2-[(1-Iminoethyl)aminojethyl]-2-methyl- ine
maleate hydrochloride crystalline salt of the present inveation with an opioid compound is
that the present inventive S-[2-[(1 -Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine maleate
hydrochloride crystalline salt will allow a reduction in the dose of the opioid compound,
thereby reducing the risk or severity of opioid side effects, such as opioid addiction.
[0106] A further embodiment provides four mechanistically distinct novel crystallization
process designs for the preparation of the S-[2-[(1 -Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-
cysteine maleate hydrochloride crystalline salt of the present invention with tailored bulk
powder characteristics for easy to prepare phanmaceutical compositions comprising S-[2-[(1-
Iminoethyl)aminolethyl)-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride crystalline sait together
with & pharmaceutically acceptable carrier.

ILLUSTRATIVE EXAMPLES

[0107] Methods to make S-[2-{(}-iminoethyl)amino)ethyl]-2-methyl-L-cysteine
dibydrochloride are known and described in commonly assigned U.S. patent number
6,403,830, incorporated herein by reference. §-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-
cysteine free zwitterion is described in co-pending U.S. Application Serial Number
60/453,798, incorporated herein by reference. Crystalline S§-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-
2-methyl-L-cysteine maleate Form I is described in co-pending U.S. Application Serial
Number 60/453,796, incorporated herein by reference. Crystalline S[2-[(1-
Iminoethylamino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate Form II is described in co-pending
U.S. Application Serial Number 60/453,782, incorporated herein by reference.

Characterization of S-{2-[(1-Y¥minoethy))amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine maleate
hydrochloride

[0108] S-[2-[(1-Iminoethy])amino]ethyl]-2-methy)-L-cysteine maleate hydrochloride crystals
are birefringent with positive elongation when analyzed by polarized light microscopy. S-[2-
[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride crystalline salt has
an aqueous solubility in excess of 150 mg mi".
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[0109] Fig. 1 is powder x-ray pattern of two samples (Examples 9 and 20) of S-[2-[(1-
Iminoethyl)aminojethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride. Both diffraction
patterns help establish characteristic peaks useful in characterizing crystalline S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride.

[0110] Fig. 2 is a graph of a differential scanning calorimetry study of a sample of the
crystalline S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride. It
shows a single melt/decomposition thermal event at 197.30 °C with an associsted enthalpy of
134.92 J gram . Since the single thermal event is a composite of thermal degradation of
maleic acid in crystalline S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate
hydrochloride and the melting of the residual crystalline solids, both the peak temperature
and enthalpy can vary depending on the analysis conditions such as the sample size, heating
rate and the method for sample preparation. Fig. 3 is a thermogravimetric (TGA) plot of a
sample of the crystalline S-[2-[(I-Iminoethy])amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine maleate
hydrochloride. TGA shows a weight loss of approximately 1% over the 40-180 °C
temperature range.

[0111)] Fig. 4 is a plot of a moisture sorption study of the crystalline S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride. Moisture sorption of
the crystalline S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride
25 °C, by DVS moisture balance, showed a moisore update of approximately 1.5% between 0
and 70% relative humidity (R.H.). Betweea 70 and 9% R.H., another 58% moisture was
taken up by the solids. It is presumed that at 90% R.H. the crystal structure was destroyed to
produce highly hygroscopic amorphous solids. During the de-sorption cycle (from 90 to 30%
R.H.), these solids transformed into a mixture of form 11 of the crystalline S-[2-[(1-
Iminoetbyl)amino]ethyl])-2-methyl-L-cysteine maleate and amorphous zwitterion with excess
hydrogen chloride. Subsequent de-sorption and re-sorption behavior was very similar to form
II of the crystalline S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine maleate. Powder
X-ray analysis on the solids at the end of the experiment confirmed the presence of both form
II the crystalline S-{2-{(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate and
amorphous solids.
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[0112] Fig. 5 shows the Raman spectrum of the crystalline S-[2-[(1-Iminocthyl)amino}ethyl]-
2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride made in Example 20. Briefly, the Raman
specﬁum is a vibrational signature of & molecule or complex system. Its origin lies in the
inelastic collisions between the molecules and photons, which are the particles of light.
composing a light beam. The collision between the molecules and the photons Jeads to an
exchange-of encrgy with consequent change.in.energy and hence wavelength of the photon.
Thus, a Raman spectrum is a sct of very narrow spectral lines emitted from object molecules
when illuminated by an incident light. The width of each spectral line is strongly affected by
the spectral width of the incident light and hence tightly monochromatic light sources, such
as lasers, are used. The wavelength of each Raman line i8 expressed as a wave number-shift
from the incident light, which is the difference between the inverse wavelength of the Raman
line and the incident light. The wave number-shift, not the absolute wavelength, of the
Raman lines is specific to particular atomic groups in molecules. Raman spectra measure the
vibration states of molecules, which are determined by their molecular structure.

Crystallization of S-[2-[(1-Iminoethyamino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate
hydrochloride

10113] The diverse selection of examples reported here for the crystallization of mixed salt is
organized in three main sub-sections. The first sub-section, Examples 1-6, presents the
account of experiments that failed to produce polymorphically pure crystalline S-[2-[(1-
Iminoethyl)amincjethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride. In most of these
experiments mixtures with Form I of S-{2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine
maleate were obtained. A brief discussion on the reasons for the failure to obtain
polymorphically pure crystalline S-{2-{(1 -Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine
maleate hydrochloride is also included at the end of the sub-section.

[0114] External crystal shape of the mixed salt defines the next two main sub-sections. This
perticular product attribute is driven by distinct underlying crystallization mechanisms and
has major implications for the subsequent development of a pharmaceutical composition
comprising S-[2-[(] -Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride
together with a pharmaceutically acceptable carrier. The two distinct shapes, for the purposes
of this invention from here on are referred to as “randomly packed agglomerates™ usually but
not necessarily non-spherical in overall appearance and “ordexly packed agglomerates™
usually but not necessarily spherical in overail appearance. In general, primary crystals
making up the agglomerate have smaller aspect ratios for the orderly packed agglomerates
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when compared to the primary crystals making up randomly packed agglomerates. For the
purposes of this invention, aspect ratio is defined as the ratio of the long ferret to the short
ferret.

[0115] First, the examples pertinent to the crystallization of “randomly packed
agglomerates,” Examples 7-19 are discussed. This is followed by a discussion on the
underlying crystailization mechanism directing the formation of this particular crystal shape.
Also included is a detailed definition of “phage separation” for the purpose of this invention.
[0116] Finally, Examples 20-30, the account of various experiments that followed the
diverse variants of processes for the “orderly packed agglomerates” is summalizetll.

Feedstock definitions:

[0117] The zwitterion; S-[2-{(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine used in all the
examples reported here was either obtained as amorphous freeze dried solids or solutions in
DMF.

[0118] Solid S-[2-[(1-Iminoethy]l)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine would be referred to as
amorphous freeze dried S-[2-[(1-Iminoethy])amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine from here on.
In most cases, amorphous freeze dried S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]jethyl]-2-methyl-L-cysteine
contained some hydrogen-chloride (HCI). Molar equivalents of HCI to S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine would be specified in each example for the
specific lot of the amorphous freeze dried 5-[2-{(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-
cysteine used for the crystallization of §-[2-[(1-Imincethylamino]ethyl]}-2-methyl-L cysteine
maleate hydrochloride.

[0119] The first DMF/ §-{2-[(1-Iminoethy])amino]ethy]]-2-methyl-L~cysteine stock solution
had an approximate composition of® S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine
11.7% w/w; water 0.2% w/w; maleic acid 12.4% w/w; and chloride 1.0%. Variability of 10%
could be expected for each component of this solution. The aforementioned concentration of
maleic acid and chloride in the solution represents approximately 2.0 and 0.5 molar
equivalents respectively for cach equivalent of S~[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyi]-2-methyl-L-
cysteine. This solution would be referred to as the primary DMF solution of S-[2-[(1-
Iminoethyl)aminolethyl]-2-methyl-L-cysteine from here on.

[0120)] The other stock solution of S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine in
DMEF had an approximate composition of: $~[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-
cysteine 11.7% w/w; water 2.83% w/w; maleic acid 14.88% w/w; and chloride 1.0%. The
aforementioned concentration of maleic acid and chloride in the solution represents
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approximately 2.2 and 0.5 molar equivalents respectively for each equivaleat of S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyi}-2-methyl-L-cysteine. This solution is referred to as the secondary
DMF solution of $-{2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine from here on.

Exal!nplel of failed experiments with respect to polymorphic purity

[012]] Six distinct experiments produced mixtures of crystalline §-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride with crystalline Form I
of S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate. The small quantities of the
latter were readily detected by the DSC analysis.

Example 1

[0122] In Example 1, 614 mg of 0.25 eq. HC] containing amorphous freeze dried S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine (containing approximately 10% water), 648
mg of maleic acid, 988 mg of DI water and 2460.7 mg of DMF were added to a 25 ml
scintillation vial equipped with a magnetic stirrer. The suspension was stirred to affect a clear
solution. 16 ml of acetonitrile were slowly added to the solution in 1.0 m] aliquots over 50
minutes. Turbidity subsided completely upon the completion of the charge. The vial was
stirred at room temperature for seventeen hours and then heated to 60 °C in forty minutes. It
was stirred at this temperature for forty hours and then two ml of acetonitrile were added. The
slurry was stirred for another hour at 60 °C and then cooled to 25 °C in one hour and stirred
for four hours. The slurry was discharged on a fine fiit sintered glass fimnel. The cake was
washed with 2 ml of acetonitrile and air dried for half an hour. Solids were placed in a
vacuum oven at 55 °C and 28 inches Hg for 24 hours. PXRD analysis on the product did not
show any appreciable smount of Form I of S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-
cysteine maleate mixed in with the S-[2-[(1-Iminoethy])amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine
maleste hydrochloride, however DSC analysis indicated that some Form I of S-[2-[(1-
Iminoethyl)aminojethyl]-2-methy]-L-cysteine maleate was present in the product.

Example 2

[0123) Example 2 involved adding 201 mg of 0.25 eq. HCI containing amorphous freeze
dried S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine (containing lpproiimately 10%
water), 209 mg of maleic acid and 1120 mg of DMF to a 12 m! vial equipped with a magnetic
stirrer. The suspension was stirred to affect a clear solution. 5 m] of acetonitrile were slowly
added to the solution in 1.0 m! aliquots over 50 minutes. Turbidity did not completely
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subside, nevertheless 7 mg of Form I of 5-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-
cysteine maleate were added as seed crystals. The vial was stirred at room temperature for six
hours and then heated to 60 °C in forty minutes. It was stirred at this temperature for forty
hours. The slurry was discharged on a fine frit sintr.;'ed glass finnel. The cake was washed
with 2 ml of acetonitrile and air dried for half an hour. Solids were placed in a vacuum oven
.--at 55.2C and 28 inches. Hg for 24 hours. PXRD-analysis on the product did not show any
appreciable amount of Form I of S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine
maleate mixed in with S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate
hydrochlaride, however DSC analysis indicated that Form I of S-[2-[(1- '
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate was present in the product.

Example 3

[0124] The objective of Example 3 was to determine if seeding with Form I of S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]}-2-methyl-L-cysteine maleate had contributed to polymorphically
impure product in Example 2. 203 mg of 0.25 eq. HCI containing amorphous freeze dried S-
[2-[(1-Iminocthyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine (containing approximately 10% water),
208 mg of maleic acid and 1137 mg of DMF were added to a 12 ml vial equipped with a
magnetic stirrer. The suspension was stirred to affect a clear solution. 4 ml of acetonitrile
were slowly added to the solution in 1.0 ml aliquots over 50 minutes. Turbidity completely
subsided upon the completion of reduced acetonitrile charge. The vial was stirred at room
temperature for six hours and then heated to 60 °C in forty minutes. It was stirred at this
temperature for forty hours and then cooled to room temperature. The slurry was discharged
on a fine frit sintered glass funnel. The cake was washed with 2 m} of acetonitrile and air
dried for half an hour. Solids were placed in a vacuum oven at 55 °C and 28 inches Hg for 24
hours. PXRD analysis on the product did not show any appreciable amount of Form I of S-[2-
[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cystcine maleate mixed in with S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride, however DSC analyzis
indicated that Form I of §-[2-[(1-Iminoethy)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine maleate was
present in the product.
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Example 4

{0125) The objective of Example 4 was to study the crystallization behavior at sub-ambient
tempemtures 201 mg of 0.25 eq. HCI containing amorphous freeze dried S-[2-[(1-
Imiqoethyl)amino]ethyl]—2-memyl-L-cysteine (containing approximately 10% water), 209
mg of maleic ecid and 1141 mg of DMF were added to a 12 ml vial equipped with 8 magnetic
stirrer. The suspension was stirred to affect a clear solution. 4 ml of acetonitrile were slowly
added 1o the solution in 1.0 m! aliquots over 50 minutes, Turbidity subsided completely upon
the completion of the charge. The vial was cooled to ~5 °C and stirred for twenty-four hours.
The solution had turned into very thick “gel-like” slurry of crystalline solids. 4 ml of
acetonitrile were added to the shury to dilute it. It was then heated back to 25 °C and stirred
for four hours. The slurry was discharged on a fine fiit sintered glass funnel. The cake was
washed with 2 ml of acetonitrile and air dried for half an hour. Solids were placed ina
vacuum oven at 40 °C and 28 inches Hg for 24 hours. PXRD analysis on the product did not
show any appreciable amount of Form I of $~{2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L~
cysteine maleate mixed in with S-{2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyi]-2-methyl-L-cysteine
maleate hydrochloride, however DSC analysis indicated that Form I of S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate was present in the product.

Example §

[0126] In Ezample S, maleic acid content of the system was reduced by 25%. It involved
adding 304 mg of 0.25 eq. HC] containing amorphous freeze dried S-{2-[(1-
Iminoethyl)aminojethyi]-2-methyl-L-cysteine (containing approximately 10% water), 241
mg of maleic acid and 1659 mg of DMF to a 12 ml vial equipped with a magnetic stirrer. The
suspension was stirred to affect a clear solution. 4 ml of acetonitrile were slowly added to the
solution in 1.0 m! aliquots over 50 minutes. The turbidity of the system converted into a solid
viscous mass at the botiom of the vial after the completion of acetonitrile charge. The vial
was heated to 60 °C in forty minutes, Within two and a half hours at 60 °C, solids were
observed in the vial. However, they seemed stuck to the walls of the vial and were therefore
scrapped with a spatula and suspended back in the solution. The slurry was stirred at this
temperature for nineteen hours and then discharged on a fine frit sintered glass funnel. The
cake was very wet. It was re-suspended in 2 ml of acetonitrile and then washed. The cake was
air dried for half an hour. Solids were then air dried in an open crystallization dish for 2
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hours. PXRD analysis on the product showed appreciable amount of Form I of S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate mixed in with $~[2-{(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride . DSC analysis
confirmed PXRD resuits.

Eiample 6

[0127] The objective of Example 6 was to increase yield by using a modified addition
regime for acetonitrile at Jevels similar to those in Example 5. It involved adding 301 mg of
0.25 eq. HCI containing amorphous freeze dried S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-
L-cysteine (containing approximately 10% water), 241 mg of maleic acid and 1660 mg of
DMF to a 12 ml vial equipped with a magnetic stirrer. The suspension was stirred to affect a
clear solution. 3 ml of acetonitrile were slowly added to the solution in 1.0 m! aliquots over
50 minutes. The turbidity of the system subsided on the completion of acetonitrile charge and
crystals were observed within 30 minutes. The slurry was stirred at room temperature for
three hours and then one ml of acetonitrile was added. Stirring continued at room temperature
for another nineteen hours. The slury was discharged on a fine frit sintered glass funnel. The
cake was washed with 2 ml of acetonitrile and air dried for half an hour. Solids were then air
dried in an open crystallization dish for 2 hours. PXRD analysis on the product did not show
any appreciable amount of Form I of $-[2-[(1-Iminocthyl)amino]ethyl}-2-methyl- ine
maleate mired in with S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine majeate
hydrochloride, however DSC analysis indicated that Form I of S~[2-[(1-
Iminoethyl)amino)ethyl}-2-methy}-L-cysteine maleate was present in the product.

Discussion of Examples 1-6

[0128] Thermal analysis on the intermediate solid samples withdrawn during various stages
of the experiments reported above indicated that Form I of $-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-
2-methyl-L-cysteine maleate crystallized during the cool down or the extended hold periods
at any of the hold temperatures reported above. This implies secondary nucleation of Form 1
of $-[2-[(1-Iminoethy]l}amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate during the latter stages of
crystallization. Without wishing to be bound by any theory, it is believed that this is
explained because during the hold periods, the system is completely depleted of HCI through
the formation of crystalline S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine maleate
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hydrochloride. However, there is still 0.5 equivalents of S-[2-{(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-
methyl-L-cysteine and 1.75 equivalents of maleic acid in the system at concentrations
probably above the solubility of Form 1 of $-[2-[(1 -Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methy]-L-
cysteine maleste. As the system attempts to de-saturate further through cooling, anti-solvent
addition, hold periods or reduced maleic acid content, super-saturation with respect to Form I
of §-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate is depleted through its
crystallization in the presence of all the heterogeneous surfaces offered by S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride crystals.

[0129] In summary, for experiments under HC] deficient conditions, any attempt to increase

the super-saturation of the system at any stage through anti-solvent addition, cooling or

reducing maleic acid content can lead to the loss of control with respect to the polymorphic

purity of the product. In a DMF/acetonitrile system in such a hydrochloride deficient state,

mixtures with Form 1 of §-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L~-cysteine maleate can '
be expected. '

Examples of Randomly packed agglomerates

[0130] Examples 7, 8 and 9 had stoichiometric amounts of HCI in relation to S-[2-{(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine to crystallize S-{2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride. Example 7 and 8
represent experiments performed at low water and acetonitrile levels. Ezample @ is an
experiment conducted at the standard water content and acetonitrile Jevels,

[0131] Experiments captured in Examples 10 through 19 were conducted to demonstrate that
§-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride could be
crystallized and isolated over a wide range of values for the molar equivalents of HCl in
relation to S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine.

[0132] Examples 10, 11, 12 and 13 were all performed at 26% of the required amount of
HCI in relation to S-[2-[(]1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine to crystallize S-[2-
[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride. Example 13
involved direct precipitation of §-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine
maleate hydrochloride, while Examples 10 through 12 involved precipitation of either the
Form I or 11 of S-[2-[(1-Iminocethyl)amino)ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate, followed by
solution mediated phase conversion to crystalline §-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-
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methyl-L-cysteine maleate hydrochloride through heating and or extended hold periods at
select temperatures.

[0133] Examples 14, 15 and 16 were all performed at 50% of the required amount of HCl in
relation to S-[2-{(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine to crystallize S-[2-[(1-
Iminoethyl)aminoJethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride. Examples 14 and 15
involved-direct precipitation-of-S-[2-[(1-Iminocthyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cystecine
maleate hydrochloride, while Example 14 involved precipitation of either the Form I or II of
S-[2-[(1-Iminoethy])amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate, followed by solution
mediated phase conversion to crystalline S-[2-[(1-1minoethyl)amino}ethyl]-2-methyl-L-
cysteine maleate hydrochloride through heating and/ or extended hold periods at select
temperatures.

[0134] Examples 17, 18 and 19 were performed at HCl levels higher than those required for
stoichiometric considerations to convert $-[2-[(1 -lmino'ethyl)amino]ethyl]-z-meﬁlyl-l.-
cysteine into crystalline S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethy]}-2-methyl-L-cysteine maleate
hydrochloride.

Example 7

[0135]} To 126.1 grams of the primary DMF solution of §-[2-[(1-Iminoethyl)amino)ethyl]-2-
methyl-L-cysteine, 1.46 grams of de-ionized water were added in order to take the water
content of the primary DMF solution of §-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-
cysteine to 1.63%. 125.5 grams of this solution was charged to a 500 ml jacketed reactor with
agitation set at 354 1pm. A total of 126.58 grams of acetonitrile were added to the reactor
through a pump at a rate of 1.4 ml per minute over two hours. Crystals had formed during the
addition period. The system was stirred for a total of 53 hours and then the slurry was
discharged and filtered on a fine frit sintered glass funnel. Filtration was extremely fast. The
cake was rinsed with 83 ml of acetonitrile and air dried for twenty-four hours. It weighed
13.48 grams.

Example 8

[0136] To 7.5 grams of the primary DMF solution of S-[2-[(1-Iminoethyl)amino)ethyl)-2-
methyl-L-cysteine, 109 mico-liters of de-ionized water were added in order to take the water
content of the primary DMF solution of S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-
cysteine to 1.63%. This solution was charged to a 25 ml round bottom flask stirred with a
magnetic bead. A total of 7.85 grams of acetonitrile were added to the flask in 0.5 ml aliquots



every three minutes over 54 minutes. The system was stirred for a total of 72 hours and then
and then the slurry was discharged and filtered on a 15 ml fine fiit sintered glass funnel.
[0137] Filtration was slow. The cake was rinsed with 4 ml of acetonitrile and air dried for
twenty-four hours. Some solids had crystallized out on the walls of the round bottom flask.
Théy were isolated separately. Mass balance on the all the isolated solids indicated that the
solids-on the wall represented-65% of-the-entire-preduct. SEM photomicrographs-of the solids
from the slurry and the walls confirmed that this experiments produced a “randomly packed
agglomerate” shape for the crystalline S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine
maleate hydrochloride.

WO 2004/080956 PCT/1IB2004/000678

Example 9

[0138] Example 9 was performed with amorphous freeze dried S-[2-[(1-
Iminoethyl)aminoJethyl]-2-methyl-L-cysteine (containing approximately 10% water) that did
not contain any HC]. The procedure involved adding 565 mg of amorphous freeze dried $-[2-
[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine (containing approximately 10% water), 599
mg of maleic acid, 105 mg of 37% concentrated HCI (ageous) and 2969 mg of DMF to & 12
ml] vial equipped with a magnetic stirrer. The suspension was stired to affect a clear solution.
7.5 ml of acetonitrile were slowly added to the solution in 0.5 ml aliquots over 25 minutes.
Significant crystallization occurred during the addition of acetonitrile. The vial was stirred at
room temperature for twenty-two hours and then filtered on a fine frit sintered glass funnel.
The cake was washed with 4 m! of acetonitrile and air dried for half an hour. Solids were
placed in a vacuum oven at 55 °C and 28 inches Hg for 24 hours.

|0139] Fig. 6 shows a photomicrograph of the product. It seems that the solids are randomly
packed agglomerates made of very small, perhaps sub-micron primary crystals. All the
analytical data on oven-dried solids from this experiment confirmed its identity as crystalline
S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride. Fig. 1, as
more fully described below, shows a powder X-ray diffraction pattern (top pattern) of
crystalline S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethy]}-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride
obtained from this example. Fig 7. shows SEM pictures of the randomly packed
agglomerates of the product from this example.
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Example 10

[0140) In Example 10, 301 mg of 0.13 eq. HC] containing amorphous freeze dried S-[2-[(1-
Iminoethy})amino]ethyi]-2-methyl-L-cysteine (containing approximately 10% water), 317
mg of msleic acid, 1239 mg of DMF and 457 mg of DI water were added to a 12 ml vial
equipped with a magnetic stirrer. The suspension was stirred to affect a clear solution. 8 ml of
acetonitrile were slowly added in 0.5 ml aliquots. The system was stirred at room temperature
for 24 hours to crystallize out. Temperature of the vial was then increased to 55 °C and it was
held at this temperature for 43 hours. Photo-microscopy on shurry samples just prior to
heating and after 48 hours at the elevated temperature confirmed that the phase conversion to
crystalline S-{2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-metbyl-L-cysteine maleate hydrochloride had
occurred. The slurry at 55 °C was quickly filtered on 2 30 ml fine frit sintered glass funnel
and the cake washed with 1 m! of acetonitrile. The solids were air dried for 2 hours.
Analytical data on the product confirmed it to be S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methy}-
L-cysteine maleate hydrochloride. Proton NMR analysis indicated that the product may have
trapped DMF at 0.06 moles per mole of §-[2-[(1-Imincethyl)amino)ethyl]-2-methy}-L-
cysteine maleate hydrochloride.

Example 11

[0141] In Example 11 313 mg of 0.13 HC] containing amorphous freeze dried S-[2-[(1-
Iminoethyl)aminolethyl]-2-methyl-L-cysteine (containing approximately 10% water), 313
mg of maleic acid, 1247 mg of DMF and 453 mg of DI water were added to a 12 ml vial
equipped with a magnetic stirrer. The suspension was stirred to affect a clear solution. 8§ ml of
acetonitrile were slowly added in 1.0 mi aliquots. Crystallization seemed to have occurred
with the addition of 7.5 ml of acetonitrile. The charge was, however completed to 8 ml and
the slwrry was stirred at room temperature for 24 hours to de-saturate. Temperature of the vial
was then increased to 56 °C and it was held at this temperature for 24 hours. Photo-
microscopy on slurry samples just prior to heating and after 24 hours at the elevated
temperature confirmed that the phase conversion to crystalline S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl)-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride had occurred. The
slurry at 56 °C was quickly filtered on a 30 ml fine frit sintered glass funnel and the cake
washed with 1 m! of acetonitrile. The solids were air dried for 2 hours. Analytical data on the
product confirmed it to be S-[2-[(]1-Iminoethyl)amino)ethyl}-2-methyl-L-cysteinc maleste
hydrochloride. Proton NMR analysis indicated that DMF was not trapped by the product.
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Example 12

[0142] Example 12 was performed to determine if S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-
methyl-L-cysteine maleate hydrochloride could be nucleated directly by initiating the
crystallization process at an elevated temperature and if the filtration of hot slurry could be
avoided. 302 mg of 0.13 eq. HC] containing amorphous freeze dried S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine (containing approximately 10% water), 321
mg of maleic acid, 1223 mg of DMF and 453 mg of water were added to 2 12 m] vial
equipped with a magnetic stirrer. The suspension was heated to 60 °C and stirred to affect a
clear solution, 8 ml of acetonitrile were slowly added to the solution at 60 °C in 1 ml aliquots.
No crystallization was observed during the addition process, however crystals did form
within 20 minutes of the completion of acetonitrile charge. The slurry was stirred at 60 °C for
25 hours. 2 ml of acetonitrile were added to Jower the water activity of the system. The slurry
was stirred at 60 °C for another 20 hours and then naturally cooled to room temperature and
stirred for 2 hours before being filtered on a fine fiit sintered glass funnel. The cake was
rinsed with 2 ml acetonitrile and air dried for 20 minutes. Analytical data on the product
confirmed it to be crystalline S-[2-[(]1-Iminoethy!)amino]ethyl]}-2-methyl-L-cysteine maleate
hydrochloride.

Ezample 13

[0143) Example 13 was conducted in DMF/acetonitrile to simplify the solvent system. The
procedure involved adding 202 mg of 0.13 eq. HCI containing amorphous freeze dried S-[2-
[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine (containing approximately 10% water), 213
mg of maleic acid and 1139 mg of DMF to a 12 ml vial equipped with a magnetic stirrer. The
suspension was heated to 60 °C and stirred to affect a clear solution. 4 ml of acetonitrile were
slowly added to the solution at 60 °C in 1 ml] aliquots over 20 minutes. Crystals were
observed within 20 minutes of the completion of acetonitrile charge. The shury was stirred
for 24 hours at 60 °C and then cooled to 25 °C in forty-five minutes. It was stirred at 25 °C for
2 hours and then filtered on a fine frit sintered glass funmel. The cake was washed with 1 ml
of acetonitrile and air dried for twenty minutes. Solide were then dried in a vacuum oven at
40 °C under 28 inches Hg vacuum for 24 hours. Proton NMR analysis on the solids prior to
oven drying, however, indicated that there was no trapped DMF in the solids. Oven drying

3



WO 20047080956 PCT/1B2004/000678

was therefore not necessary. All the analytical data on air-dried and vacuum dried solids from
this experiment confirmed the solids to be crystalline S-[2-[(1-Iminoethyl)arnino]ethyl]-2-
methyl-L-cysteine maleate hydrochloride.

Example 14

[0144] In Example 14, 311 mg of 0.25 eq. HCI containing amorphous freeze dried S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine (containing approximately 10% water), 321
mg of maleic acid, 1231 mg of DMF and 451 mg of DI water were added to a 12 m] vial
equipped with a magnetic stirrer. The suspension was stirred to affect a clear solution. 8 ml of
acetonitrile were slowly added in 0.5 m! aliquots. It was stirred at room temperature for 24
hours to de-saturate. Temperature of the vial was then increased to 57 °C and stirring
continved for another 24 hours. The slurry at 57 °C was quickly filtered on a 30 ml fine frit
sintered glass furmel and the cake washed with 1 ml of acetonitrile. The solids were aid dried
for thirty minutes and then placed in a vacuum oven at 40 °C and 28 inches Hg vacuum for
24 hours, Analytical data on the product confirmed it to be crystalline S-[2-[(1-
Iminoethyl)aminoJethyl}-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride. Proton NMR analysis
indicated that neither the air-dried nor the vacuum dried solids had trapped DMF.

Example 15

[0145] Example 15 was conducted in DMF/acetonitrile to simplify the solvent system. The
procedure involved adding 608 mg of 0.25 eq. HCI containing amorphous freeze dried S-[2-
[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine (containing approximately 10% water), 648
mg of maleic acid and 3320 mg of DMF to a 25 ml vial equipped with a magnetic stirrer. The
suspension was stirred to affect a clear solution. 10 ml of acetonitrile were slowly added to
the solution in 2 ml aliquots over 20 minutes. Crystals were observed within 20 minutes of
the completion of acetonitrile charge and extensive precipitation was observed within 4
hours. The slurry was stirred for 19 hours and then a solid sample was withdrawn for in-
process check. Thermal analysis on the sample indicated that it may contain some Form 1 of
§-[2-{(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate. The slurry was therefare,
heated to 50 °C in order to selectively dissolve the Form I of S-[2-[(1-
Iminoethylamino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate. Solid sample withdrawn thirty
minutes afier reaching 50 °C indicated that Form I of S-[2-]( 1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-
methyl-L-cysteine maleate had indeed been eliminated from the desired solids. 4 ml of

32




WO 2004/0809%6 rcrnnzmmn\(\\‘o

acetonitrile were added to the slurry at 50 °C, two hours afier reaching the clevated
temperature. The slurry was held at 50 °C for another hour and then cooled to 0 °C in five and
a haif hours using a linear temperature ramp. It was stirred at 0 °C for forty hours and then
fi ltered on a fine frit sintered glass funnel.  Filtration was extremely slow. The cake was
washed with 4 ml of acetonitrile and air dried for one hour. The air-dried cake weighed 198
mg. This however, does not reflect the true yield from the process because five i in-process
solid samples of up to 30 mg each were withdrawn during this experiment. Proton NMR
analysis on the air-dried indicated that there was 0.035 molar equivalent of DMF in the
golids. Concentration analysis on the mother liquor prior to the cool down to 0 °C and afier
the nineteen hour hold at this temperature indicated that this cperation did not help de-
saturate the system any further. This may however, be due to the complete depletion of HCI
even before the system was cooled. Analytical data on the product confinmed it 1o be
crystalline S-[2-[(1-Iminoethylamino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride.

Example 16
10146] Example 16 was performed to optimize acetonitrile volumes, evaluate 25% reduction
in the amount of maleic acid (to improve yield) and reduce and rationalize hold times. 304
mg of 0.25 eq. HCI containing amorphous freeze dried S-[2-[( 1-Iminoethyl)amino]ethy}]-2-
methyl-L-cysteine (containing approximately 10% water), 240 mg of maleic acid and 1662
mg of DMF were added to a 12 ml scintillation vial equipped with a magnetic stirrer. The
suspension was stirred to affect a clear solution. 3 ml of acetomitrile were slowly added to the
solution in 0.5 m] aliquots over 20 minutes. Crystals were observed within two hours of
. acctonitrile charge. The vial was stirred for twenty-two hours and then filtered on a fine fiit
sintered glass funnel. The cake was washed with 2 ml of acetonitrile and air dried for half an
hour. Solids were placed in a vacuum oven at 55 °C and 28 inches Hg for 24 hours. Proton
NMR analysis on the oven dried solids indicated that there was 0.03 molar equivalent of
DMEF in the solids. Concentration analysis on the filtrate indicated that this recipe had a molar
yield approaching 50%. This may, however, still be suppressed due to the complete depletion
of HCL. Analytical data on the product confirmed it to be crystalline S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride.

Example 17
[0147] The objective of Example 17 was to study the crystallization of S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride at 0.63 molar
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equivalents of HCI (0.13 molar excess). 220 mg of 0.13 eq. HC] containing amorphous freeze
dried .S‘-[2-[(1-hninoethyl)ammo]eﬂ:yl]-z-mcthyl-L-cysteine (containing approximately 10%
water), 232 mg of maleic acid, 31.98 mg of 37% concentrated HCI (aqueous) and 1164 mg of
DMF were added to a 12 ml vial equipped with a magnetic stirrer. The suspension was stirred
to affect a clear solution. 3.0 m] of acetonitrile were slowly added to the solution in 0.5 mI
aliquots over 25 minutes, Turbidity subsided completely upon the completion of the charge,
however some oily residue could be seen on the walls of the vial. The vial was gtirred at room
temperature for seventeen hours and then filtered on a fine fit sintered glass funnel. The cake
was washed with 2 ml of acetonitrile and air dried for half an hour. The cake had compressed
very tightly and was difficult to remove from the funnel. Solids were placed in a vacuyum
oven at 55 °C and 28 inches Hg for 24 hours. Filtrate analysis indicated a molar yield of
approximately 75%. Analytical data on the product confirmed it to be crystalline: S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride.

Example 18

[0148] Experiment 18 was performed at 0.63 molar equivalents of HCI (0.13 molar €Xcess)
with one mole of butanol for each mole of S-["-[(l-Immoeﬂayl)anuno]ethyl]—2-methyl-L-
cysteme Spiking with butanol was studied because it can be a potential impurity in the feed
S-[2-[( l-]mmoethyl)ammo]ethyl]-z-methyl-L-cysteme. 210 mg of 0.13 eq. HCI containing
amorphous freeze dried S—[2-[(l-lnﬁnoethyl)amino]ethyl]-Z-meﬂlyl-L-cysteine (containing
approximately 10% water), 232 mg of maleic acid, 72 mg of butanol, 36.0 mg of 37%
concentrated HC] (aqueous) and 1186 mg of DMF were added to & 12 ml vial equipped with
a magnetic stirrer. The suspension was stirred to affect a clear solution. 3.0 m] of acetonitrile
were slowly added to the solution in 0.5 m] aliquots over 25 minutes. The vial was stirred at
room temperature for scventeen hours and then filtered on a fine fit sintered glass funnel.
The cake was washed with 2 m! of acetonitrile and air dried for half an hour. Solids were
Placed in & vacuum oven at 55 °C and 28 inches Hg for 24 hours. Filtrate analysis indicated a
molar yield of approximately 60%. Analytical data on the product from this experiment
confirmed formation of crystalline S-[2-[(] -Iminoeﬂ:yl)amino]eﬂlyl]-z-methyl-l.-cﬁteine
maleate hydrochloride and indicated that the presence of butanol does not lead 1o any adverse
affect on crystal quality. The yield for the process is, however, lowered.
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Experiment 19

[0149] Experiment 19 was performed at 0.88 molar equivalents of HC1 (0.33 molar excess).
221.mg of 0.13 eq. HC] containing amorphous freeze dried S-[2-{(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-
2-methyl-L-cysteine (containing approximately 10% water), 233 mg of maleic acid, 54.0 mg
of 37% concentrated HCl (aqueous) and 1196 mg of DMF were added 1o a 12 ml vial
equipped with a magnetic stirrer. The-suspension was stirred to-affect a clear solution. 3.0 ml
of acetonitrile were slowly added to the solution in 0.5 ml aliquots over 25 minutes. Turbidity
subsided completely upon the completion of the cherge, however some oily residue could be
seen on the walls of the vial. The vial was stirred at room temperature for seventeen hours
and then filtered on a fine frit sintered glass funnel. The cake was washed with 2 ml of
acetonitrile and air dried for half an hour. The cake had compressed very tightly and was
difficult to remove from the funoel. Solids were placed in a vacsum oven at 55 °C and 28
inches Hg for 24 hours.

[0150] Filtrate analysis indicated a molar yield of approximately 58%, which is significantly
lower than the 75% observed in experiments where HCI concentration was closer to the
stoichiometric. It therefore seems that both the excess and deficiency of HCI in the system
tend to lower the yields. Analytical data on the praduct from this experiment confirmed
formation of crystalline S-[2-[(1-Imincethyl)aminolethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate
hydrochloride.

Discussion of randomly pacled agglomerate exzamples

[0151] While Examples 1@ through 19, demonstrate that S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl)-
2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride could be crystallized under conditions
representing severe deficiency or excess of HCl in relation to S-[2-{(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine, all of these examples represent sub-optimal
conditions for the crystallization of S-[2-[(}-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine
maleate hydrochloride. This discussion would therefore be limited to the more optimal
procedures for crystallization of S-[2-[(1 -Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine
maleate hydrochloride that are best captured by Examples 7 through 9.

[0152] Examples 7 and 8 only differ in the nature of agitation afforded to the system. The
former employed an overhead motor connected to a shaft and a “half moon™ blade that does
not touch any surface of the crystallization flask, while the latter used a magnetic bead in
contact with the bottom surface of the crystallization flask. The bead was agitated with a
magnetic plate. This variable was studied in these examples to demonstrate that the randomly
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packed agglomerated shape obtained in example 8 was not confounded by the use of
magnetic bead, which had shown the propensity of converting orderly packed agglomerates
to randomly packed agglomerates upon extended hold periods (see Example 26). Both the
examples used 2.0 molar equivalents of maleic acid and 0.5 molar equivalent of HC1 for each
mole of S-[2-[(1-Iminoethyl)aminc]ethyl}-2-methyl-L-cysteine. The water content of the
systern-was held at 1:63% (measured-before-the-addition of acetonitrile), while the ratio of
acetanitrile to DMF was 1.4 on weight/weight basis, In Example 9, the water content of the
system was 2.3% before the addition of acetonitrile, while the ratio of acetanitrile to DMF
was 1.98 on weight/weight basis. Both S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine
and §-[2-[(1-Iminoethyl)amino)ethyl}-2-methyl-L<ysteine maleate hydrochloride are highly
soluble in water and therefore the use of extra water in Example 9 allowed the acetonitrile to
DMF ratio to be increased to 1.98, without even more significant crystallization during the
addition of acetonitrile.

[0153] These three experiments are characterized by: a) fast nucleation and significant
crystallization of S-{2-[(1 -Iminoetliyl)amino]eﬂ:yl]—Z-methyl-I.—cyﬂeine maleste
hydrochloride during the acetonitrile addition resulting in rapid de-saturation of the systern;
b) accelerated growth of the fastest growing crystal face resulting in larger aspect ratios; and
c) no visual or other indication of sustained phase separation during or upon completion of
acetonitrile charge. Detailed definition, discussion and significance of phase separation would
be deferred to the next sub-section on the discussion of QESD crystallization technique. For
the purpose of this discussion, i1 is sufficient to say that the lack of phase separation also
contributes to the fast crystallization observed in these three examples.

10154] In the absence of phase separation, fast crystallization leads to either the formation of
very small needle-like crystals, if most of the de-saturation occurs through nucleation from 8
solution, or slightly elongated needle like crystals if more de-saturation occurs through rapid
crystal growth along the long crystal dimension. Either scenario can lead to randomly packed
agglomerates through compaction of cake during filtration or even in the crystallization flask
if high agitation is afforded (for instance an rpm greater than 350 in Example 7).

Detafled definition of phase separation

[0155] For the purpose of this invention, phase separation is defined as any state of the
crystallization system comprising of more than one liquid phase and or solids that are not
crystalline. These non-crystalline solids could resemble a visually observable sticky mass
usually but not necessarily completely amorphous, while the second liquid phase could
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resemble visually and or microscopically observable emulsion, visually and or
microscopically unobservable emulsion (for instance due'to improper sampling), visually and
or microscopically observable “oily coating” on the surfaces including crystals in the
crystallization flask and visually and or microscopically unobservable “oily coating” (for
instance due to the lack of thickness) on the surfaces including crystals in the crystallization
Y

[0156] Phase separation seems to be a manifestation of the “emulsifying agent like™ nature of
$-[2-[(1-Iminoethyl)aminoJethyl]-2-methyl-L-cysteine in the crystallization system
comprising DMF, acetonitrile, water, maleic acid and HCI. It occurs when a certain
concentration of S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L~cysteine at a specific water
content, maleic acid and HC strength in a solution of given DMF-acetonitrile composition is
achieved prior to or during precipitation of §-[2-[(1-Iminoethyl)amino}ethyl}-2-methy]-L-
cysteine maleate hydrochloride. The extent of phase separation is a strong function of all
these intrinsic process parameters, in addition to variables such as the strength of agitation,
available surfaces and addition rate of the acetonitrile.

[0157] By definition when binary phase separation occurs, two phases with different
compositions are formed. For the §-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methy}-L-
cysteine/maleic acid/HCl/water/DMF/acetonitrile system, when a visually or microscopically
observable classic emulsion results from the phase separation process, the continuous phase
becomes the rare phase with higher acetonitrile percentage and lower S-{2-[(1-
Iminoethyl)aminojethyl}-2-methyl-L-cysteine concentration than the original single phase
solution. Conversely, the non-continuous dispersed phase becomes the dense phase with
lower acetonitrile percentage and higher S-{2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-
cysteine concentration than either the continuous rare phase or the original single phase
solution. When instead a visually or microscopically observable “oily coating” results from
the phase separation process, complete analysis of the two phases becomes difficult. Analysis
of the continuous phase, however, does show a higher acetonitrile percentage and lower S-[2-
[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine concentration than the original single phase
solution. In fact, these characteristics of the phases could be used as the analytical test to
determine the onset of the formation of stable phase separated system, especially under
conditions where classic emulsion or observable “oily coating™ may be difficult to detect
visually or microscopically.
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Theoretical Crystallization Models

[0158} While theory plays no part in the instant invention, the following mechanisms are
described to better acquaint those skilled in the art with the processes of the present

invention,

QESD based crystallization

[0159] Binary solvent mixtures used in QESD based crystallization process are characterized
by unfavorable interactions (de-mixing) between the solvent and anti-solvent. Typical solvent
combinations include water-acetone, water-acetonitrile, ethanol-cyclohexane and water-ethyl
acciate.

[0160] The solvent tends to have very high solubility for the solute, while the anti-solvent is
often characterized by negligible solubility for the solute. Solubility of the solute in the
solvent as high as 1.92 g/ has been reported. Solvents with high solubility. are in fact
sclected to maximize the strength of interactions between solute and solvent. An emulsifying
agent (a surfactant) is usually dissolved in the anti-solvent to facilitate the emulsification
process. Anti-solvent to solvent ratios can be as high as 50 to 1.

[0161] The process starts by dissolving the solute in solvent and adding this solution to a
solution of anti-solvent and emulsifying agent at a controlled rate. Often a temperature
difference is also maintained between the solvent and anti-solvent solutions, with the latter
being at a lower temperature. Upon the addition of the solvent solution, a stable emulsion is
created, where the solvent solution is the dispersed phase and the anti-solvent solution is the
continuous phase. Super-saturation is created through heat transfer (temperature difference)
and more importantly mass transfer (counter diffusion of solvent and anti-solvent out of and
into the droplets of the dispersed phase). The dispersed phase de-saturates through
crystallization in the dispersed phase. At the harvest point, there is only one liquid phase
formed through the counter-diffusion mass transfer process described which has been
described.

[0162] In QESD crystallization processes, only a fraction of the solute precipitates out due to
the mild super-saturation crested by the often but not always used temperature differential,
which is maintained during the early phases of the process between the solvent and anti-
solvent solutions. In other words, the initial super-saturation created by temperature
differential is only moderate (maximum reported initial super-saturation in the literature is
~40%) and even as counter-diffusion of anti-solvent and solvent commences, the rate of
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super-saturation generation is slow because of the slow transfer across the droplet boundary.
Consequently, such processes operate under relatively mild residual super-saturation for
mtich of the duration and are therefore characterized by slow overall de-saturation rates.
Another common feature of such processes is that the concentration of the solute in the
co;:tinuous phase actually increases, albeit only slightly, as the solubility of the solute

- increases-in-the anti-solvent-rich phase through diffusion-of the solvent from the dispersed
phase.

High super-saturated induced LLPS based crystallization

10163] There is growing evidence that super-saturated solutions, especially those of protein,
protein like molecules and systems that make colloidal solutions can undergo a further super-
saturation induced separation into two meta-stable “non-equilibrium™ liquid phases of
different compositions. The on-set of phase-separation or de-mixing on cursory inspection
resemble typical cloud point for a crystallization process, however, techniques such as
microscopy readily indicate that the turbidity is not due to the formation of crystalline solids.
The de-mixing process inherently creates an even more super-saturated phase coexisting with
a less super-saturated or even under-saturated phase. Crystallization initially commences in
the higher super-saturation phase, which can for certain conditions resemble a typical
dispersed phase in an emulsion or a quasi-emulsion of the type described in the preceding
section. Agglomerate-like morphologies similar to those shown in FIG. 8 have also been
reported for processes based on high super saturation induced LLPS.

[0164] Both binary and single solvent systems exhibiting LLPS type behavior are known. In
all cases, the solubility of the solute in the solvent system of choice is moderate (numbers at
high end are no greater than 200 mg/gram), which is in sharp contrast to the solvent solutions
used in QESD type design.

[0165) A significant body of literature exists on the solution properties of the systems that
exhibit LLPS under super-saturated conditions. In addition to typical transitions such as
solidification below the liquidus, phase diagrams also exhibit an atypical liquid-liquid phase
separatian, also referred to as coacervation, wherein the meta-stable solution forms two
distinct non-equilibrium liquid phases with unequal concentrations of the solute. The co-
existence curve on the diagram represents the concentration of coexisting solute rich and
solute poor liquid phases as a progressively more super-saturated solution of the solute is
created by continuing to move vertically downward from the liquidus line.
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[0166] Experimental techniques to establish the co-existence curve include two very simple
procedures; cloud point and temperature quench methods. Bricefly, with the former, the
opacification temperature is determined for each fixed solute concentration, while with the
latter the super-saturated solution is cooled to a fixed temperature below the phase separation
temperature and then the two co-existing phases are analyzed for concentration. For binary
systems-{solute and-single-solvent);-the maximunrtemperature-onthe-co-existence curve is
called the critical iemperature of phase separation and the corresponding concentration is
called the critical concentration. _

[0167)] Critical concentration plays a pivotal role in establishing the “morphology™ of the two
" phases. In systems with concentration less than the critical concentration, nucleation and
growth of spherical, uniformly sized droplets containing the solute rich phase is observed. In
systems with concentration greater than the critical concentration, again nucleation and
growth of spherical, uniformly sized droplets is often observed. In this case, however, the
droplets contain the solute poor phase. In extreme cases, instead of phase separation, gelation
could also be observed as the temperature is lowered below the liquidus line. Crystalline
domains can often be observed as this gel phase (usually amorphous solids) containing
system is cooled to temperatures below the co-existence curve. In systems with concentration
very close to critical concentration, two inter-connected domains appear.

10168)] For a ternary system comprising solute, solvent an.d anti-solvent, the co-existence
surface (see FIG. 10) represents LLPS temperature as a function of solute c; for a fixed
amount of anti-solvent at concentration cs. At a fixed temperature, the LLPS properties of the
system are described by an isothermal coexistence curve (see FIG. 11), which gives the
concentrations (c;, ¢;)' and (¢, ¢2)"" in the two coexisting phases I and II generated by starting
with solutions of different solute concentration for a fixed amount of anti-solvent. The
partitioning of the two phases can be best captured by the tie lines connecting the points I and
11 on the coexisting curve drawn at constant temperature (see FIG, 11). For a ternary system,
the critical point (¢, ¢2)° is defined as the point on coexistence plot where the condition (ca
c2)' equal {c;, ;)" is satisfied. The location of this point as a function of temperature is
described as the critical line on the co-existence surface. As shown in FIG. 10, the net effect
of adding a fixed amount of anti-solvent or precipitating agent (such as polyethylene glycol)
to a solute-solvent solution is the upward shift of the entire coexistence curve towards the
liquidus (which may jtself move upward but not to the same extent as the upward move of
co-existence curve), in addition to some distortion in the symmetry of the shape of the curve
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itself, The latter has consequences for the composition of two phases and their relative
fractions. :
[01@59] As more precipitating agent or a stronger precipitating agent is introduced in the
solute solvent solution, the shifts become more proncunced and the curve more asymmetric.
The net effect of these shifts is that the gap between the liquidus and coexistence curve

—- —reduces-as-LI-PS temperature-increases-and-consequently, LLPS.occurs at even lower super-
saturations. Critical point moving to lower concentrations of the solute due to the asymmetry
has implications for the morphology of the phase separated liquid phases.
10170] The slope of LLPS temperature as a function of anti-solvent concentration at the
critical point, the critical temperature and the concentration of the anti-solvent can actually be
used to calculate the LLPS temperature in the absence of the anti-solvent by the mathematical
model] developed in reference 15. This is extremely attractive when LLPS of a solute solvent
system is not accessible due to either freezing of the system or crystallization of solute prior
to reaching the LLPS temperature or super-saturation. Furthermore, the slope of the tie lines
in FIG. 11 is proportional fo the fractional decrease in solute solubility due to the presence of
a given concentration of the anti-solvent or the precipitating agent. In other words, the slope
of tie lines characterizes the effectiveness of a solute-precipitating agent such as the anti-
solvent. Consequently, this information can be used to predict the liquidus lines in the
presence of the anti-solvent.
[0171] The effect of a second solute (such as structurally related impurities) similar to the
primary solute is usually limited to vertical displacement (usually downwards i.e., decrease in
LLPS temperature) of the coexistence curve along the temperature axis for the binary
system'®. During these displacements the curve retains its shape, unlike the situation
encountered in the presence of a precipitating agent or an anti-solvent. However, if the
second solute or the impurity is dissimilar to the primary solute, then in addition to vertical
displacement (again usually downwards) along the temperature &xis, the shape of the
coexistence curve is also distorted. The curves become increasingly asymmetric, with the
critical points shifting to higher primary solute concentrations, while at the same time the
maximum LLPS temperature shifting to lower primary solute concentrations. It seems that
the net effect of a second solute is that more super-saturation is needed to observe LLPS in
ternary systems containing a second solute phase such as an impurity.
[0172] In the context of LLPS based design, the dissimilarity between solute species is best
captured by identifying the differences in the critical point for each species in a binary system

comprising of that solute and a solvent common to all the species under investigation. The
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asymmetry caused in the coexistence curve by the presence of dissimilar second solutes such
as impurities, again has consequences for the relative fraction and morphology of the two
liquid phases obtained upon LLPS.

[0173] Cycling through the LLPS surface can significantly reduce induction times to
nucleation well above the LLPS temperatures (> 2.0 °C). Nucleation rate increases in excess
-of six folds-have been reported at temperatures-greater-than-ELPS-temperatures-by 1-1.5 °C,
Two reasons have been postulated for this significant increase in nucleation rate. First is the
reduction in the AGy, becausc the system approaches the spinodal just above the bi-nodal at
LLPS temperature. In the spinodal region density fluctuations are higher than at any other
point in the vicinity and this in turn leads to reduction in AGue.  Furthermore, the number
of molecules needed to make a stable pre-nucleation cluster drops significantly, because of
the reduction in AGye. Second, in the approach to LLPS temperature, phenomenon akin to
wetting of the crystal nuclei surfaces by high solute concentration liquid can also enhance
nucleation rate. The nucleation rate reduces back to that predicted by classical nucleation rate
expressions as the system enters the LLPS regime. The rates can be estimated with some
accuracy from the respective super-saturations in the solute rich and solute poor phases by
using appropriate classical nucleation models.

[0174] Crystal morphology obtained through crystallization under the LLPS surface seems to
be related to the onset single-phase solute concentration in relation to the critical point. This
is in turn related to the actual “morphology™ of the solute rich and solute poor liquid phases
on either side of the critical point. As described earlier, in systems with concentration less
than the critical concentration, nucleation and growth of spherical, uniformly sized droplets
containing the solute rich phase is observed. Crystallization commences in the highly super-
saturated solute-rich droplet through multiple mucleations at the core of the droplet thereby
transforming it into polycrystalline solid phase. New crystals form and grow radially
outwards from the poly-crystalline core and consume not only the remaining solute in the
droplet but also the solute in solute-poor phase, which cannot usually precipitate on its own
because of the low super-saturation in the solute-poor continuous phase.

[0175] In systems with concentration greater than the critical concentration, again nucleation
and growth of spherical, uniformly sized droplets is often observed. In this case, however, the
droplets contain the solute poor phase. Irregular polycrystalline solids with very small
primary particles arc obtained for these systems. However, if the concentration is
significantly higher than the critical coancentration, gelation (due to the formation of
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X,

amorphous solids) might be observed even before LLPS temperature is approached. When
such a system is brought below the LLPS curve, crystals form within the gel matrix. The rate
of transformation of a gel phase containing system to a totally crystalline material is however,
sigjn'ﬁcantly slower than a corresponding system that contains high concentration liquid
droplets instead. The reason far slow transformation in the ge] phase it related to the fuct the
mobility is amrested due to.the-formation of the gel, which in turn retards the crystal
mucleation rate.

[01 71_5[ In summary LLPS based crystallization processes operating below the co-existence
curve and to the left of the critical point can produce morphologies similar to those observed
for crystalline S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochioride
(see FIG. 8). In such processes the super-saturation in the sojute-rich dispersed phase is
usually very high. Also analysis of solute concentration in the solute-poor continuous phase
show a continual decrease as the overzll system crystallizes out. In conclusion, basic
observations and data, all the crystallization process characterization data and observed
crystal morphology are congruent with the general features of an LLPS based crystallization
process operating just below the co-existence curve and to the left of the critical point. This
conceptual design is therefore proposed as the model to describe the crystallization of S-[2-
[(1-Iminoethyl)aminc]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride as orderly packed
spherical agglomerates. .

|0177] All three designs for a crystallization process for S-[2-[(1-Imincethyl)amino]ethyl)-2-
methyl-L-cysteine maleate hydrochloride to produce orderly packed agglomerates take the
procedures reported in Examples 7 through 9 for the randomly packed agglomerates as the
starting points. Major modifications include changes in the level of maleic acid, water content
and acetonitrile to DMF ratio. The ratio of acetonitrile to DMF on weight/weight basis is
relaxed from either 1.4 or 1.8 to whatever is necessary to achieve phase separation prior to or
during early stages of the precipitation of §-[2-[(1-Imincethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-
cysteine maleate hydrochloride crystals. Maleic acid molar equivalents in relation to S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine is increased to at least 2.2 from 2.0 and water
content of the system prior to the addition of acetonitrile is at least 2.83% on weight basis.
Increase in the levels of maleic acid and water enhances the solubility of S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine in the solvent solution and therefore helps
ensure that the concentration of $-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cystcine at a
specific water content, maleic acid and HC] strength in a solution of given DMF-acetonitrile
composition does not drop below a specific level needed for phase separation manifested
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either as visually or microscopically emulsion or visually ar microscopically observable ar
even unobservable “oily coating™ of surfaces including those offered by the small number of
crystals that might form during the addition of anti-solvent. All three designg involve addition
of the anti-solvent solution to the solvent solution and are performed at relatively mild levels
of agitation.

[0178] In externally seeded crystallization process for §-{2-[(1-Iminoethyl)amino)ethyl}-2-
methyl-L-cysteine maleate hydrochloride, anti-solvent solution (acetonitrile) is added to
solvent solution (best described by the secondary DMF solution of S[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine solution as defined earlier) in a controlled
marmer such that the total addition time is preferably in excess of about thirty minutes and
more preferable still, about ninety minutes. Addition of the anti-solvent solution can be
continuous, for instance using a pump at a specific addition rate, or preferably intermittently
where a small aliquot of the total anti-solvent solution volume is added at given time
intervals. These intervals are optimal when the duration between successive aliquot additions
is long enough to ensure that most of the turbidity (manifestation of unstable phase
separation) that forms immediately upon the addition of an aliquot has had adequate time to
subside. The anti-solvent solution is added until the turbidity that results from the addition of
cach aliquot either does not completely subside or subsides but leaves behind a very fine oily
coating only visible on surfaces such as the agitation shaft, agitation blade, walls of the
reactor or baffles in the crystallization flask. At this point a very small amownt of seed
crystals is added to the system. Seed crystals are preferably very small crystals of S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl)-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride, such as those made in
Examples 7 through 9. No more than 1% of these seed crystals on weight basis of the
original mass of S-[2-[(1 ~Iminoethyl)amino)ethyl}-2-methyl-L-cysteine dissolved in the
solvent solution are usually needed for the purpose of successful externally seeded
crysta]lization process. Seed crystals act as substrate for non-continuous phase that manifests
itsclf either as an emulsion or oily coating. The process is often very slow and takes more
than forty-eight hours before the system is completely de-saturated. The process can,
however be accelerated, for instance, by increasing the amount of seeding. Orderly packed
agglomerates obtained from this type of externally seeded crystallization process are often
spherical in shape and are very similar in size.

[0179] Seed crystals can also be created in-situ during the anti-solvent solution addition.
These crystals can then act as substrate for the non-continuous pbase that manifests jtself
either as an emulsion or oily coating upon phase scparation. Nucleation of seed crystals can
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be promoted in the mixture of solvent and anti-solvent prior to phase separation, for instance
by slightly reducing the water content of the solvent soluhon or slightly reducing the amount
of maleic acid or preferably by altering the rate of super-saturahon generation, while keeping
everything else the same as for externally seeded crystallization process. The latter, could for
instance be achieved by altering the rate of addition for the anti-solvent solution.
Modifications to the thermal history of solvent and anti-solvent solutions could also be used
as alter the kinetics of crystallization, without changing the overall composition of the
system. The main advantage of the in-sit seeded crystallization stems from the fact that seed
crystals need not be edded externally and their addition need not be so tightly linked to
observable phase separation as is the case in the externally seeded crystallization process.
Added complexity emanates from the fact that de-saturation of the system caused through the
formation of seed crystals must be controlled at levels low enough to ensure that the residual
concentration of §-{2-[(] -Iminoethyl)amino]ethyl]-z-methyl-L-cysteine in a mixture of
solvent and anti-solvent solutions of a given composition does not fall below the Ievel needed
for phase separation manifested either as visually or microscopically emulsion or visually or
microscopically observable or even unobservable “oily coating™ of surfaces. Furthermore, for
an optimum design of in-situ seededcrystallization, it would be preferable if the in-situ seed
crystals were small in size or had low aspect ratios. This helps ensure that the final shape of
orderly packed agglomerate, which to a certain degree resembles the shape of the substrate
seed crystals is similar to that obtained in externally seeded crystallization process where
small crystals are used as seeds. At a more practical level, this preference for small size or
short low aspect ratio in-sifu seeds necessitates that the low extent of de-saturation mentioned
earlier be achieved through primarily crystal nucleation process as opposed to crystal growth
of fewer nuclei to large sizes. The Jatter can lead to the formation of large needle like seed
crystals, which upon coating with the non-continuous phase and subsequent counter-diffusion
controlled crystallization to form orderly packed agglomerates could Jead to overal] shapes
that are more elongated as opposed to spherical. Directing low levels of de-saturation
primarily through nucleation of large number of small crystale is however, difficult for S-[2-
[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride crystallization.
Consequently, it is likely that overall shapes dissimilar to spheres would be obtained from an
in-situ sceded crystallization process for S-[2-[(1 -Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-
cysteine maleate hydrochloride. Depending on the extent of de-saturation and the resulting
substrate surface, the overall crystallization times for in-situ seeded crystallization process
can be significantly shorter than the externally seeded QESD crystallization process. Since
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both the in-situ seeded and externally seeded crystallization processes provide ample crystals
as surfaces for coating with the non-continuous phase, the possibility of crystallizing S-[2-

[ -Iminoethyl)amino}ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochioride as scale on the walls
and other surfaces in the crystallization flask through solidification of non-continuous phase
adhering to them is significantly reduced by the reduction in the fraction of non-continuous
phase available to-coat-these-non-crystalline surfaces.

[0180] The final design approach to crystallization for S-[2-[(1-Iminoethyl)amino)ethyl]}-2-
methyl-L-cysteine maleate hydrochloride crystals as orderly packed agglomerates is to
eliminate crystalline substrate (seeds) prior to, during or after phase separation. In addition to
ensuring that no crystallization takes place during the mixing of solvent and anti-solvent
solutions, a microscopically or preferably visually observable emulsion is generated. This
must happen even if oily coating is observed prior to achieving the emulsified state. The
simplest approach to obtain a visually observable emulsion for the 5-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride system is to further
increase the ratio of acetonitrile to DMF. Acetonitrile levels in excess of 110% (by weight) of
the amount of acetonitrile used in either the externally seeded or in-situ seeded crystallization
processes described above have proven to be adequate to obtain a visually observable
emulsion. Such a state, however, ofien accompanies oily coating on the walls of the
crystallization flask and other external surfaces such as the agitator shaft, blades and baffles
(if present). While orderly packed agglomerates, spherical in overall shape can be obtained
from the slwrry of such a crystallization process afier at least 48 hours, the oily coating on
walls of the crystallization flask usually crystallizes as scale on the walls that resembles
randomly packed agglomerates. If the slurry is not carefully withdrawn from the
crystallization flask, both randomly packed and orderly packed agglomerates could be seen in
the product. The extent of scaling seems to be related to, among other variables, the amount
of extra acetonitrile used to generate a visually observable emulsion.

[0181) In summary, all three design approaches to crystallization are capable of producing
orderly packed agglomerates. The differences lay in the quality of the agglomerates and also
the ease of operability and controllability. Based on these three factors, externally seeded:
crystallization approach is preferable. Examples demonstrating all three approaches follow.

Examples of Orderly Packed agglomerates
[0182] Examples 20, 21 and 22 represent the externally seeded crystallization system
described in the preceding section, while Examples 23 and 24 represent the in-situ seeded
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_ crystallization system and Example 25 demonstrates a non-seeded crystallization process.
Example 26, demonstrates that orderly packed agglomerates counld be destroyed under
cértain agitation conditions. Solids afier such an operation have many features characteristic
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of the randomly packed agglomerates.

Example 20 c———

[0183] In Example 20, 54 grams of amorphous freeze dried S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine (containing approximately 10% water), 57.5
grams of maleic acid, 287 grams of DMF and 10.1 grams of 37% concentrated HC (aqueous)
were added to a 1.2 liter jacketed reactor. S-[2-[( 1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-
cysteine turned into a thick sticky mass upon stirring at 350 rpm and took 1 hour to dissolve,
despite good solubility in the solvent system. 750 ml of acetonitrile were added to the clear
solution in 20 ml aliquots over forty-five minutes. With the addition of 710 ml, the solution
becamne turbid and remained so; the acetonitrile charge was completed nonetheless. One hour
after the completion of charge, most of the turbidity hed subsided, however, an oily residue
had formed on the walls of the reactor. 1 gram of 37% concentrated HCl (aqueous) was
added to the reactor to help dissolve the oil. This addition did not succeed in reducing the
extent of oiling out and therefore 27.2 grams of DMF were added to the reactor to increase
the solubility of the system. Almost all the oily residue on the walls, re-dissolved within
fifteen minutes of the second DMF addition. The solution was stirred ovemight at 350 rpm.
During the hold period it did not crystallize and therefore 400 mg of seed crystals (that is,
crystalline S-[2-[(] -Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride)
were used to induce nucieation. The system was stirred for another 48 hours and then the
slurry was discharged in 300 ml aliquots on a 350 mi fine frit sintered glass funnel.

[0184] Filtration was extremely fast. The cake was rinsed with 100 ml of acetonitrile and air
dried for one hour. It weighed 46.64 grams. The solids were placed in a vacvum oven at 50
°C and 28 inches Hg vacuum for 24 hours. Oven dried solids weighed 42.96 grams.

10185] This represented approximately 89% recovery on weight basis and 65% on molar
basis. Concentration analysis for the zwitterion and HCI on the filtrate helped close the mass
balance and verify that HC] was stoichiometric throughout the crystallization. Flg. 8 shows
various SEM pictures of the product, It is quite evident from Fig. 8 that this experiment
produced an almost mono-dispersed population of orderly packed agglomerates, spherical in
shape. Fig. 1 shows PXRD comparison of the solids made in this example and the randomly
packed agglomerates reported earlier. The upper powder x-ray diffraction pattern is from
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Example 9, while the lower powder x-ray diffraction pattern is from Example 20. It seems
that the shape differences between the two solids do not have any bearing on the peak shape
or intensity. Table 1 summarizes analytical data on the product from this example. Fig. 5 °
shows the Raman spectrum of the crystalline S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-
cysteine maleate hydrochloride obtained from a sample from Example 20,

Example 21

[0186] The objective of Example 21 was to rationalize DMF and HC] addition protocols and
identify better mixing conditions for dissolving S-[2-[(1 -Iminoeﬂ:yl)amino]ethylil-z-methyl-
L-cysteine during the early stages of the process.

[0187] 45.78 grams of maleic acid, 251 grams of DMF and 8.82 grams of 37% concentrated
HCI (aqueous) were added to a 1.2 Jiter jacketed reactor. The system was stirred at 275 rpm
to affect a clear solution. 43.3 grams of amorphous freeze dried S~[2-](1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine (containing approximately 10% water) were
then added to the reactor and it was stirred at 50 rpm for two hours to completely dissolve all
the solids. Agitation was increased back to 275 rpm and 612 ml of acetonitrile were added to
the solution in 15 ml aliquots over ninety minutes. The solution remained almost clear upon
the completion of the acetonitrile charge. 429 mg of seed crystals (that is, crystalline S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride) were added to the
solution and it was stirred for 45 hours. The slurry was discharged in 200 ml aliquots on a
350 m fine frit sintered glass funnel.

[0188] Filtration was extremely fast. The cake was rinsed with 60 ml of acetonitrile and air
dried for one and a half hours. It weighed 36.50 grams. The solids were placed in a vacuum
oven at 50 °C and 28 inches Hg vacuum for 24 hours. Oven dried solids weighed 36.42
grams. This represented approximately 94% recovery on weight basis and 70% on molar
basis. Concentration analysis for the zwitterion and HCI on the filtrate helped close the masgs
balance and verify that HC] was stoichiometric throughout the crystallization. Overall shape
of the crysials was the same as seen in Example 20. Table 1 summarizes analytical data on
the product from this example.

Example 22
[0189] The objective of Example 22 was to establish the upper limit on the equivalents of
HC] that the system could tolerate without losing control over the formation of orderly
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packed agglomerates. The total HC] content of the system was approximately 0.73 molar
equivalents as opposed to the typical 0.5 molar equivalents.

10190) 55.97 grams of maleic acid, 307 grams of DMF and 10.78 grams of 37% concentrated
HCI (aqueons) were added to a 1.2 liter jacketed reactor. The system was stirred at 275 rpm
to affect a clear solution. Agitation was reduced to 50 rpm and then 52.2 grams of 0.23 eq.
HCI containing amorphous freeze dried S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-
cysteine (containing approximately 10% water) were added to the reactor. All the $-[2-[(1-
Iminocthyl)amino]ethyl]-2-methy]-L-cysteine dissolved within 20 minutes and the stirrer
speed was increased back to 275 rpm. Of the 750 ml of acetonitrile to be added.' 695 ml were
added in 20 ml aliquots over ninety minutes before the solution tumed turbid to the point
where turbidity would not readily subside. Upon agitation for one hour, turbidity reduced, but
a brown oily residue formed at the bottom of the reactor. 10.2 grams of DMF were added to
the reactor to dissolve the oily residue and then the system was seeded with 533 mg of seed
crystals (that is, crystalline S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate
hydrochloride). It was stirred for 24 hours. During this time significant precipitation had
taken place. The remaining 55 m] of acetonitrile from the original charge plus 30 ml to
compensate for the extra DMF were added 1o the reactor and it was stirred for another 20
hours. Mother liquor concentration at this stage of the process was found to be 45% higher
than the typical value for a large-scale crystallization at 0.5 eqﬁiva]ents of HCI. 70 m] of
-acetonitrile were added to the slurry and it was stirred for another 4 hours. The slurry was
then discharged on a 350 ml fine frit sintered glass funnel in 200 ml aliquots. Filtration was
extremely fast. The cake was rinsed with 80 ml of acetonitrile and air dried for one and a half
hours. It weighed 38.10 grams. The solids were placed in a vacuum oven at 50 °C and 28
inches Hg vacuum for 24 hours. Oven dried solids weighed 36.75 grams, This represented
approximately 78% recovery on weight basis and 56% on molar basis. Concentration analysis
on the mother liquor samples before the third acetonitrile charge and 4 hours after it,
indicated a net reduction of 15% in the concentration of S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-
methyl-L-cysteine in solution. Chloride ion analysis on the filtrate helped verify that HCI
equivalent at the onset was 0.73 with 0.23 equivalents attending S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine.

[0191] Overall shape of the crystals seemed similar to that seen in the preceding experiments,
however the bulk density of the powder seemed slightly lower. Table 1 summarizes
analytical data on the product from this example.
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Table 1: Solid state characterization data for Examples 20-22

Example C H N S Q0 |[Tm AHfus | DMF | Maleic
' ' NMR | acid

NMR
Theoretical | 40.64 | 6.65 | 14.22 | 10.85[6.00 | N/A N/A 0.000 | 0.500
20 40.29 | 6.53 |14.03 {1079 | 6.06 | 193.91 | 140.18 | 0.019 | 0.525
2] 4041 16.77 | 1431 [10.86 | 6.11 |199.17 [N/A | 0.027 | 0.490
22 4042 | 687 [14.26 [10.77 [ 6.19 |199.50 [ 13048 [N/A [ N/A

Example 23

[0192] The primary objective of Example 23 was to understand and establish appropriate
primary crystallization conditions for the formation of in-situ seeds used as substrate for the
orderly packed agglomerates and to reduce the total crystallization time. Acetonitrile was
increased by 10% on the amounts used in Examples 19 and 20 and no sceding was
performed upon the completion of acetonitrile charge.

[0193] 15.00 grams of the primary DMF solution of $§-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-
methyl-L-cysteine, 233.3 mg of maleic acid and 413 microliters of de-ionized water were
added to a 50 ml Erlenmeyer flask and stirred to affect a clear solution before being added to
a 50 ml jacketed reactor. The reactor was stirred at 153 rpm. 18.2 ml of acetonitrile (from a
total of 27.7 ml) were added to the solution in 1.3 ml aliquots over thirty-nine minutes. With
the addition of this amount of acetonitrile, needle-like crystals (shape and crystallinity
verified by polarized light microscopy) were observed in the reactor. The remaining 9.5 ml of
acetonitrile were added in 1.5 ml aliquots over three minutes. Sixty minutes after the addition
of 27.7 ml of acetonitrile, another 2.77 ml of acetonitrile were added (this representing the
extra 10% on the amounts used in Examples 19 and 20). Agitation was increased to 254 TPm
for two hours and then reduced back to 150 rpm. The system was stirred for a total of 24
hours and then the slurry was discharged onto a 30 ml fine frit sintered glass funnel.

10194] Filtration was fast. The cake was rinsed twice with 6 ml of acetonitrile and air dried
for one and a half hours. The solids weighed 1.05 grams. The crystals had most of the major
features of the orderly packed agglomerates when analyzed by scanning electron microscopy
but the oversll shape seemed cylindrical (Fig. 9) as opposed to the spherical shepe seen in
Examples 20, 21 and 22. This difference was attributed to the shape of the seed crystals
acting ag substrate crystals, which for this example were needle-like.
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Example 24

10195] The primary objective of Example 24 was to perform Example 23 at large scale in a
50-liter reactor.

[0196] 9.5 kg of the secondary DMF solution of S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-
L-cysteine solution were added to a 50 liter jacketed reactor. The reactor was stirred at 125
7pm. 1104 liters: of acetonitrile (from a total of 18.45 liters) were added to the solution in 840
ml aliquots over thirty-six minutes. During the addition of this amount of acetonitrile, needie-
like crystals (shape and crystallinity verified by polarized light microscopy) were observed in
the reactar. 4.97 liter of acetonitrile were added in 1.65 liter aliquots over nine minutes and
the remaining 2.42 liter was added after forty-eight minutes from the start of the original
acetonitrile charge. The system was stirred for a total of six hours and then the slurry was
discharged on the filter. ,

10197] Filtration was fast and only took eight minutes. The cake was rinsed twice with 2.0 kg
of acetonitrile and air dried for twenty-four hours. The solids weighed 1.08 kg. The crystals
had most of the major features of the orderly packed agglomerates when analyzed by
scanning electron microscopy but the overall shape seemed similar to that obtained in
Example 23 and unlike the spherical shape seen in Examples 20, 21 and 22. This difference
was attributed to the shape of the substrate crystals, which for this example was needle-like.

Example 25§

|0195] The primary objective of Example 25 was to increase the amount of acetonitrile by
20% on the amounts used in examples 20 and 21 and to study the possibility of eliminating
both external and in-situ seeding with S-[2-[(1-Iminoethyl)aminc]ethyl]-2-methyl-L-cysteine
maleate hydrochloride prior to, during or just after phase separation. 25.01 grams of the
primary DMF solution of S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine solution and
687 mg of de-ionized water were added to a 125 ml jacketed reactor. 346 mg of maleic acid
were added to the reactor and the system was stirred at 173 rpm to affect a clear solution. 56
ml of acetonitrile were added to the solution in 3 ml aliquots over sixty minutes. The solution
became very turbid with the addition of the last aliquot of acetonitrile, however, most of the
turbidity subsided within fifleen minutes, leaving behind thin oily coating on the walls of the
reactor. The reactor was heated to 55 °C (temperature of the jacket) in order to determine if
the oily coating could be dissolved. The operation did not succeed and the reactor was cooled
back to room temperature. The system was stirred for 48 hours and then the slurry was
discharged onto a 150 ml fine frit sintered glass funnel.
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[0199] Filtration was fast. The cake was rinsed with 10 ml of acetonitrile and air dried for
one and a half hours. The solids weighed 1.57 grams and hnd al] the major features of the
orderly packed agglomerates when analyzed by scanning elechun microscopy.

[0200] Some solids were observed to be plastered on the walls of the reactor. This scale was
removed by slurrying in 25 ml of acetonitrile and then filtered on 150 ml fine frit sintered
glass funnel. The solids were air dried for 1 hour and they weighed 1.0] grams. These solids
had shape features similar to those of randomly packed agglomerstes.

Example 26

[0201] The objective of Example 26 was to determine if orderly packed agglomerates could
be converted into small crystals that would then compact as randomly packed agglomerates.
[0202] 200 mg of orderly packed agglomerates of $-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-
methyl-L-cysteine maleate hydrochloride crystals made in Example 20, were added to an 8
ml vial. 3.95 grams of the filtrate from Example 23 and a magnetic bead was added to the
vial and the resulting slurry was stirred through a magnetic plate at maximum speed for 4
days. Slurry samples were withdrawn each day for photo-microscopy to check if the orderly
packed agglomerates were grinding in the very narrow gap between the stirring magnetic
bead and the bottom of the vial.

[0203] Photo-microscopy analysis indicated that at least 72 hours (or 3 days) were necessary
to completely grind the orderly packed crystals. These ground crystals compacted into
randomly packed agglomerates upon filtration.

ALTERNATIVE SOLVENT SYSTEMS

EXAMPLE 27: Methanol / Acetone Crystallization

[0204] Methanol is one of the few organic solvents in which S2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride crystals exhibit
moderate solubility (6.2 wt%). Additionally, the presence of excess maleic acid dramatically
increases the solubility. S-[2-[(1- -Iminoethyl)amino]ethyl)- -2-methyl-L-cysteine maleate
hydrochloride crystals were found to readily dissolve in as little as 4g methanol per gram S-
[2-[(1 -Iminoeﬂ:yl)amino]eﬂlyl]-2-methyl-l..-cysteine maleate hydrochloride in the presence of
1.5eq. excess maleic acid. Making only minor adjustments to the demonstrated DMF /
acetonitrile process, the methanol / acetone crystallization process described below was
developed and demonstrated at the 1 L scale.
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[0205] Maleic acid (23.57g — 1.5Eq.) was charged to a 500mL roundbottom flask. Methanol
(160g — 4g per gram) was added and the flask was stirred to form a clear solution. S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride (40.00g) was then
charged 1o the round bottom flask and dissolved to form a clear solution. This solution was
ch.nrged to a jacketed 1L reactor operating at room temperature. Apgitation was set to 225
Tpm. '

[0206] Acetone (544g - 17mL per gram) was weighed out, and a peristaltic pump was
calibrated to deliver approximatly 9mL per minute. Fifteen minutes into the acetone
addition, the solution turned slightly hazy but clarified upon increasing agitation. After 1
hour 20 minutes of addition (44.68g of acetone remaining to be added) the crystallization
mixture was distinctly turbid. The acetone addition was stopped, and 400mg of seeds were
added. Agitation was set to 240 rpm and stirred overnight. The crystallization mixture was a
thick slurry after 17 hours. Solids were filtered and washed twice with acetone and dried on
the filter. Yield was 74.8%.

EXAMPLE 28: -Butanol / Acetone Crystallization

[0207] 1-Butanol was selected as the best solvent to explore the possibility of utilizing a high
boiling solvent that can easily be exchanged with water from the upstream aqueous
chormatography purification step. While S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-
cysteine maleate hydrochloride does not exhibit high solubility in 1-butanol (0.05w1%), the
addition of excess maleic acid greatly increases its solubility, This process was again
designed to be very similar to the DMF / acetonitrile process. Following is a description of
the initial process run at the 1L scale.

[0208] S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride (38g),
DI water (200mL), 1-Butanol (500mL), and maleic acid (29.46g — 1.5 eq.) were added to a
jacketed 1L reactor. The mixture was stirred to form a clear solution. This solution was
distilled under vacuum (135 torr) and temperature of 53 — 67C to 200mL. 1-Butano]
(250mL) was charged and distillation was continued at 135 torr and 70C until the volume
was reduced to 200mL.. The temperature was adjusted to S0C. D] Water (2.5mL) and 1-
butanol (475mL) were charged. S-[2-[(1-Iminoethy])amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine
maleate hydrochloride crystal seeds (1.5g) were added and washed into the reactor with 1-
butanol (25mL). Acetone (300mL) was added to the crystallization mixture over 3 hours via
syringe pump. One hour after the acetone addition was complete, the crystallization mixture
was cooled to 10C over 10 hours. The crystallization mixture was filtered for 14 hours after
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acetone addition was complete. The crystallization mixture filtered very cagily and no cake
cracking was observed. An acetone wash (300mL) was charged to the reactor and rinsed
onto the ¢ake.” Solids were dried in a vacuum oven at 50C, 24 inches Hg ovemight. The
product mass was 40.45g, representing a yield of 78%.

[0209] DSC analysis showed that the solid state form of both products was crystalline S-[2-
[(1-ImineethyDaminolethyl]-2-methyl-L-cysteine-maleate hydrochloride. ‘The solvent
content of each product, afier drying overnight under vacuum at 50C is shown in Table 2.

Table 2: Residual Solvent Content

Example No. Methanol Butanol Acetone
27 0.64% N/A 1.37%
{methanol / acetone)
28 N/A 0.39% 1.10%
(butanol / acetone)

The 1-butanol/acetone system may be preferable, as both are Class I1I solvents.

[0210] The penultimate step is SMB chromatography purification that is most easily
performed in an aqueous solution. Solvent exchanging from water into 1-butanol can be
easily achieved, but complete removal of water from a methanol system would not be
possible. This also favors the 1-butanol/acetone system over the methanol/acetone system.

Process Development

[0211) Similar to the DMF/acetonitrile crystallization, the 1-butanol/acetone crystallization
has several parameters that can affect the crystallization. Intrinsic parameters include:
1temperature, 2)hydrochloric acid content, 3)maleic acid content, 4) water content, 5)
compound loading, and 6) acetone amount. Extrinsic parameters include: 1) seeding, 2)
reactor geometry, 3) acetone addition protocol and 4) mixing. Each of these parameters is
discussed in greater detail below.

Intrinsic Parameters

1. Temperature
EXAMPLE 29
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[0212] Maleic acid (0.59g — 1.5 eq) was weighed out in a 50mL roundbottom flask. 1-butanol
(8g ) was charged and the mixture was stirred to form a cléar solution. S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino)ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride (1.00g) and water
(1000uL) were charged and the mixture was stirred to form a clear coloriess solution. The
solution was rotary evaporated at 50C. 1-butanol (6g) was charged and rotary evaporation
contifided. 1-Butanol(8g) was added to make a flowable solution. 1-Butanol (2.89g) and
water (130uL) were charged to take the solution to the desired initial conditions: 0.5 Eq.
HCL, 2.0 Eq. maleic acid, 14 volumes 1-buatnol / Kg S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-
methy]-L-cystéine maleate hydrochloride, KF = 1.5%. Acetone (6mL) was charged
dropwise. Nucleation was not observed during the acetone charge. §-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride crystal seeds (10mg)
were charged followed by an addition amount of acetone (0.5mL). The crystallization
mixture was stirred at room temperature and appeared to be a thick slurry after several hours.
The crystallization appeared to behave in a manner very similarl to the DMF/acetonitrile
crystallization. The slurry was filtered on a 15mL fine fiit sintered glass funnel. The cake
was washed twice with 15mL acetone and pulled dry.

|0213] Microanalytical, DSC, and PXRD show the solids to be crystalline S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride. Microanalytical and

DSC data are surnmarized in Table 3.

Table 3: Isothermal room temperature crystallization data

Microanalytical DSC
Example | Description C H N Cl Temp(C) | Enthalpy
29 Room 40.46 13.50 | 6.81 5.85 200.15 148.1 )/g

Temp.

Theory 4064 | 1422 | 6.65 6.00

[0214] The 1-butanol/acetone crystallization proceeded at room temperature as expected with
no nucleation occurring prior to the charge of seeds. The product was crystalline S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride.

2. Hydrochloric Acid
[0215) HC plays a role in the behavior of the crystallization. 1t is desired to have a

stoichiometric amount (0.5eq) HCI in the system. Below this target amount could result in a
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reduced yield, as HC] becomes the limiting reagent, or result in a mixture of S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride and the 1:1 meleate salt
(S-j[z-[(l -Iminoethyl)aminojethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate , Form II). Excess HCl in
the system would likely result in reduced yields due to increased solubility and solids with

poar physical properties.

3. Maleic Acid

EXAMPLE 30

[0216] It is known that an excess of maleic acid is required based on work done with the
DMF/acetonitrile crystallization, and the target amount for the initial experiment was 2.0
equivalents. A crystallization mixture with 1.75 equivalents of maleic acid was brought to
the initial conditions: 0.5 eq. HCI, 1.75 Eq. maleic acid, 14 volumes 1-BuOH / g S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride, 1.5% KF.

[0217) Upon cold storage overnight of this solution, solids were observed to precipitate out.
It appears therefore that having only 1.75 equivalents of maleic results in an unstable
supersaturated solution that can precipitate out readily.

[0218] Three side-by-side crystallizations (Examples 30A, 30B and 30C) were run with 2.0,
2.25, and 2.50 eq. Maleic, repectively, to evaluate the effect on the crystallization. Maleic
acid (1.78g — 1.5 eq) was charged to a

100mL round bottom flask. 1-Butanol (34.0g ~ 14 vols) was charged and stimred to dissolve.
S-[2-{(3-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride (3.00g) was
charged to the solution. Water was charged (3200uL) and the mixture was stirred to form a
clear solution. The solution was rotary evaporated at 55C under vacuum. 1-Butanol (24g)
was charged back to the mixture and rotary evaporation was continued until KF was 1.00%.
Butanol (23.29g) and water (0.434g) was added to take the solution to 14 volumes 1-butanol /
S-[2-{(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride and KF of
1.5%. The solution was divided into 3 portions (12.9g each) and labeled “A”, “B™, and “C™.
98mg maleic acid (0.25eq) was charged to flask B and 197mg maleic acid (0.5eq) charged to
flask C and each was stirred to form a clear solution.

10219} Acetone (6mL) was charged to each flask dropwise in 1mL aliquots over 35 minutes.
Each experiment was observed to nucleate during the acetone charge; the most solids were
observed with the low maleic acid content (2.0 eq.) and the least with the highest maleic acid
content (2.50 eq.). At the end of the acetone addition, 10mg seeds were charged to each flask
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and the experiments were held at room temperature over the weekend. Each experiment was
filtered on a 15mL fine fiit sintered glass funnel and the cake was washed twice with 15mL
acctone. The cakes were pulled dry on the filter.

10220] Microanalytical and DSC data on the isolated solids from each experiment are
summarized in Table 3. In all three experiments, microanalytical data match those predicted
by-theory for S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride.
DSC results for all lots also show a large endothermic event near 200C, corresponding to the
melting point of S-[2-[(1-Iminocthyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cystcine maleate
hyMloﬁde. In Example 30A, there is a very small event at 54C that could correspond to
a small amount of S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate, form II.
This is very likely due to the considerable amount of uncontrolled nucleation that occurred
during the acetone charge in this particular Example. Since nucleation occurred during the
acetone charge even in the presence of 2.50eq. maleic acid, albeit to a lesser degree, it
appears that the acetone addition rate was far too fast. The small amount of S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate, form II formed in the presence of only
2.0 eq. maleic acid is therefore not likely due to low maleic acid levels directly, but could
likely be avoided with a slower acetone addition rate.

Table 4: Microanalytical and DSC Data - Varying Maleic Acid

Microanalytical DSC
Example | Description C H N Cl Temp (C) Enthalpy
30A 2.0 Eq. 4027 | 1395 | 664 | 593 54.28 73 lg
Maleic _ 199.52 156.9 J/g
30B 2.25 Eq. 40.50 | 1398 | 6.70 | 591 201.11 148.4 )/g
Maleic
30C 2.50 Eqg. 4047 | 1391 | 6.61 5.84 199.75 1594 Jig
Maleic
Theory 40.64 | 14.22 | 6.65 6.00

[0221] Analysis of the mother liquor from each experiment summarized in Table 3 showed
that, as expected, concentration of S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine
increased with increasing maleic acid. Lower maleic acid content in the crystallization

system, therefore, is expected to increase yield.
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Table 5: Mother Liquor Analysis

Example Description Wt% S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-
methyl-L-cysteine
30A 2.0 Eq. Maleic Acid 0.84%
T 3B | 225EqMaleicAad | 090%
30C 2.50 Eq. Maleic Acid 1.09%

[0222] Based on this Example, maleic acid content in the range of 2.0 — 2.5 will result in
formation of S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyi]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride,
provided the addition rate of acetone does not cause considerable nucleation during the
charge. Maleic acid as low as 1.75 eq. may result in an unstable supersatumte& solution that
could readily crash out in the event of extended hold times. It is desirable, therefore, to target
the maleic acid range of 2.0 to 2.25 eq. in the crystallization system,

4. Water Content

[0223] At water levels at or below 4% at 25 C, S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-
L-cysteine maleate hydrochloride is the stable form. Above 4%, mixtures of S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride and S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine maleate, Form II are observed. I is preferable,
therefore to target the water content of the system to be below 4% for formation of crystalline
$-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride

S. Compound Loading
[0224] Operating at 14 volumes 1-butanol seems to result in the most controlled
crystallization, and the increased volume does not appear to adversely affect yield. Itis
preferable, therefore, to utilize 14 volumes of 1-butanol per g of S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride.

6. Acetone Amount

10225] Typically, 6 volumes of acetone per gram of 8-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]}-2-
methyl-L-cysteine maleate hydrochloride have been used. At the end of this addition, one
can observe the bursts of white solids coming out of solution with the addition of each drop
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of acetone. The solids characteristically dissipate, but the solution is often slightly turbid
upon addition of the complete six volumes. These observations suggest that the system is
highly supersaturated at this point and that adding significantly more than 6 volumes of
acetone could result in over-stressing the phase separation. Adding significantly less acetone,
alternatively, may not allow the system to reach phase separation. This could not only
_jeopardize the spherical agglomerate morphology but also negatively impact the yield.

Extrinsic Parameters

1. Seeding

[0226] Briefly, the eddition of seeds at the time of phase separation may assist in controlling
the crystallization. Having solids present in the bulk at the time of phase separation provides
a substrate upon which the dispersed phase can deposit and crystallize into agglomerates.
Controlling the size and shape of the substrate through controlled seed addition versus
nucleation in the bulk may also be important for controlling the overall shape of the
agglomerate. Throughout the development of the process, the amount of seed added 1o the 1-
butanol/acetone system has varied from 1-3% of the total S-[2-[(1-Iminoethyl)amino}ethyl}-
2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride in the batch. No drematic difference in the
behavior of the crystallization was observed.

[0227] In the initial 1-butanol/acetone process used, seeds (3%) were charged prior to the
acctone addition. In order to ensure a monodisperse particle size distribution, it is preferable
to charge seeds as close to the time of phase separation as possible. Charging seeds prior to
initiating the acetone addition may cause nucleation at different times during the charge,
resulting in a multi-modal distribution.

[0228] A protocol similar to that used in the DMF/acetonitrile crystallization may be
preferable in the 1-butanol/acetone crystallization. Afier the bulk (~90%) of the solvent
charge, a seed slurry of approximately half of the remaining 10% would be charged. The
remaining solvent would be used as a rinse of the seed vessel and charge lines.

2. Reactor Characteristics

[0229] Based upon experience with the DMF/acetonitrile system, reactor geometry also may
affect the performance of the crystallization, most directly in terms of the yield. It is not
favorable to perform the crystallization in a crystallizer with a large aspect ratio and a large
surface to volume ratio, such as in a small cylindrical vial. At the time of phase separation,
the dispersed phase may be deposited on the walls instead of on the seed crystals. In the
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extreme case, small-scale crystallizations conducted without seeding in narrow vials have
resulted in crystallization entirely on the walls with virtually no solids in the bulk. As the 1-
butanol / acetone crystallization is also a phase separating system, a reactor with a relatively
small aspect ratio and small surface to volume ratio is expected to be optimal,

3. Acetone Addition
[0230] The acetone addition protocol has varied from as little as 35 minutes to ag long as 3
hours and 45 minutes. As noted in section 4.1.3, addition of acetone too quickly can result in
the premature nucleation of sticky solids in the bulk, which can lead to a mixture of salts in
the final product. Charging acetone over 3 hour 45 minutes showed virtually no advantage
over a 2 hour or 1 hour charge time. At the end of the addition, the solution was turbid in all
cases and all crystallizations proceeded as expected, resulting in high quality S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride. It appears, therefore,
that while charging acetone too quickly can result in shortened induction time and the
premature nucleation of solids during the acetone addition, there is not an obvious limit for
the maximum addition time. A target addition time of two hours may be preferred, as it is in
the middle of the range found to be acceptable.

4. Mixing

[0231] Mixing is an important parameter with respect to liquid-liquid phase separation
crystallizations. Agitation should be sufficient such that the dense agglomerates formed do
not settle in a “deadzone™ underneath the agitator. At large scale, it may be useful to blow
nitrogen up gently through the bottom valve to minimize the deadzone.

[0232] It appears that the spherical agglomerates are fairly robust and not easily broken up
during extended agitation periods, and the agglomerates appear o be intact after 11 days of
stirring.

[0233] In the event that chromatography is incorporated into the synthetic process of S-[2-
[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride, it is recommended
that the chromatographed product be well characterized before proceeding with the final
crystallization. In preparation for chromatography, S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl}-2-
methyl-L-cysteine maleate hydrochloride crude product is dissolved in water with a slight
excess (~0.2eq.) of maleic acid. The purified aqueous solution is the starting material for the
final 1-butanol / acetone crystallization.
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{0234] Jt is recommended that the purified aqueous solution be well characterized in terms of
concentration, maleic acid content, as well as HCI content prior to use in the 1-butanol /
acetone crystallization. It is unknown if portions of HC] may be removed in chromatography.
In previous work, chloride ion concentration was measured by ion chromatography. If the
chloride content is significantly below 0.5eq (<0.45), it is recommended to add HCl to target
the desired value.

[0235] The chromatography is run with only a slight excess of maleic acid. Maleic acid
therefore may be added to the purified solution to achieve the target 2.0 equivalents.
Additionally, the concentration S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L~cysteine
(freebase) should be accurately quantified as the basis of the acid additions. Both the maleic
acid and S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine frec base concentrations have
been quantitated using HPLC.

10236] If chromatography is removed from the synthesis, the solvent exchange to achieve the
appropriate initial conditions can be simplified by using 1-butanol as the primary dissolution
solvent and adding just enough water (~8% by KF) to obtain a clear colorless solution. This
solution is then distilled for only a short time to achieve a KF of less than 1.5%.

POWDER CHARACTERISTICS OF SPHERICAL ORDERLY PACKED
AGGLOMERATES OF §-[2-[(1-TMINOETHYL)AMINOJETHYL]-2-METHYL-L~
CYSTEINE MALEATE HYDROCHLORIDE CRYSTALS

[0237) Orderly packed agglomerates of S-[2-[(1-Iminoethyl)amino)ethyl]-2-methyl-L-
cysteine maleate hydrochloride crystals made in Example 20 were studied to determine its
powder characteristics that are relevant to the development of a pharmaceutical composition
with §-{2-{(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride together
with a pharmaceutically acceptable carrier. Before testing, the solids were passed through 80-
mesh screen corresponding to 177 micrometer opening in order to fragment some very large
loose aggregates of the orderly packed agglomerates. The properties tested included powder
flow characteristics, powder particle size distribution, powder bulk and tapped density and
powder compressibility and compaction.

[0238] Powder flow was evaluated using an aperture flow tester, measured as the smallest
opening at which the powder freely flows through. The powder flow test was repeatedly
successful through a 6-mm aperture opening. A powder flow of 6-mm is considered good for
formulation development of S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate
hydrochloride crystals. Successful repetition of flow through a narrower 4-mm opening was,
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however, dependent on how the powder was introduced to the tester, The calculated
compressibility index of 17.8 % also indicated good to fair flow characteristics for these
ofderly packed agglomerates of S-[2-[(] -Inﬁnoethy])amino]ethyl]-2-meﬂ1yl-1.-cysteine
maleate hydrochloride crystals.

[0239] Particle size distribution of the powder was measured using sieve analysis. The mean
particle size distribution was calculated using the geametric mean method, The particle size
distribution data is presented in Fig. 12. These arderly packed agglomerates displayed a
mean particle size of 134 micrometers (referred to from here on as pm). Only 1.63% of
material was considered as fines, less than 75-pm, with more than 90% within 105-250-pm.
More than 75% of the material was within 105-150-pm. The tight range in the powder
particle size distribution for orderly packed agglomerates is between 100 and 200-um, which
is highly desirable for the development of a pharmaceutical composition with S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride together with a
pharmaceutically acceptable canier.

[0240] Bulk powder density was evaluated as the mass of material within 8 50-ml graduated
cylinder. Tapped powder density was calculated at the equilibrium point, where addition
tapping did not alter the powder volume. Orderly packed agglomerates exhibited a bulk
powder density of 0.41-g/ml, with a tapped density of 0.50-g/ml.

10241] The powder was evaluated for direct compression without any excipients. Compacts
of 100-mg in weight were manufactured using an 8/32 inch (6.35-mm) round concave
tooling. Tablets were compressed at various compression forces and evaluated for strength,
thickness and disintegration. The direct compression profile of orderly packed agglomerates
of S-[2-[(1 -Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride crystals is
presented in Fig. 13 The orderly packed agglomerates of §-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-
2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride crystals displays good compressibility profile,
without use of excipients. Relatively strong small tablets (8/32 inch), as hard as 11-kP, are
possible with compression force between 900 and 1000 kg. Tablet strength reaches an
apparent maximum between 900 and 1000 kg compression force. Minor adhesjon to the
punch and dic walls were observed during compression experiments. However, the sticking
was considered to be a minor problem and could easily be resolved by using an appropriate
lubricant. The effect of tablet thickness as a function of compression force is presented in
Fig. 14. Tablet disintegration times were also evaluated for compacts of orderly packed
agglomerates of S-{2-[(1 -Iminoethyl)amino]ethyl]—2-m¢thyl-1.-cysteine maleate
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hydrochloride crystals. Three tablets were compressed with compression forces between 500
and 600, corresponding to 8 kP tablet hardness for this material. All tablets displayed rapid
disintegration times of less than 2 minutes and well below the target of 10 minutes (See Fig.
1) |
[0242] In summary, orderly packed agglomerates of S-[2-[(1 -Iminoethyl)amino]ethyl]-2-
méthiyl-L<yiteirie 1ialedte iydrochloride ¢rystals show highly desirable properties for the
development of a pharmaceutical composition, such as tablets, with S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride together with a
pharmaceutically acceptable carrier.
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PHARMACEUTICAL COMPOSITIONS

[0243] Also embraced within this invention is a class of pharmaceutical compositions
comprising crystalline S-[2-[(l-Iminoethyl)nmino]ethyl]-2—methyl-L-cys'teine maleate
hydrochloride in association with one or more non-toxic, phammaceutically-acceptable
carriers and/or diluents and/or adjuvants (collectively referred to herein as "carrier” materials)
and, if desired, other active ingredients. The crystalline of S-[2-[(1 ~Iminoethyl)amino]ethyl}-
2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride of the present invention may be administered by
any suitable route, preferably in the form of a pharmaceutical composition adapted 1o such a
route, and in a dose effective for the treatment intended. The active S-[2-[(1-
Iminoethyl)unino]eﬂ:yl]—Z-methyl-L—cysteine maleste hydrochloride and compositions may,
for examnple, be administered orally, intravascularly, intraperitoneally, subcutaneously,
intramuscularly or topically.

[0244] For oral administration, the pharmaceutical composition may be in the form of, for
example, a tablet, capsule, suspension or liquid. The pharmaceutical composition is
preferably made in the form of a dosage unit containing a particular amount of the active
ingredient. Examples of such dosage units are tablets or capsules. The active ingredient may
also be administered by injection a8 a composition wherein, for example, saline, dextrose or
water may be used as a suitable carrier.

[0245] The amount of therapeutically active compound that is administered and the dosage
regimen for treating a disease condition with the compound and/or compositions of this
invention depends on & variety of factors, including the age, weight, sex and medical
condition of the subject, the severity of the discase, the route and frequency of administration,
and the particular compound employed, and thus may vary widely. The pharmaceutical
compositions may contain active ingredients in the range of about 0.1 to 2000 mg, preferably
in the range of about 0.5 to 500 mg and most preferably between about 1 and 100 mg. A daily
dose of about 0.01 to 100 mg/kg body weight, preferably between about 0.5 and about 20
mg/kg body weight and most preferably between about 0.1 to 10 mg/kg body weight, may be
appropriate. The daily dose can be administered in one to four doses per day.

[0246] Crystalline S-[2-[( 1-Iminoethyl)amino]eﬂlyl]-.‘!-meﬁlyl-L-cysteine maleate
hydrochloride can also be administered by a transdermal device. Preferably topical
administration will be accomplished using a patch either of the reservoir and porous
membrane type or of a solid matrix variety. In either case, the active agent is delivered
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continuously from the reservoir or microcapsules through a membrane into the active agent

WO 204080956 PCT/IB2004/000678

permeable adhesive, which is in contact with the skin or mucosa of the recipient. If the active
agent is absorbed through the skin, a controlled and predetermined flow of the active agent is
administered to the recipient. In the case of microcapsules, the encapsulating agent may also
function as the membrane.

10247] The oily phase of the emulsions of this invention may be constituted from known
ingredients in a known manner. While the phase may comprise merely an emulsifier, it mnly
comprise a mixture of at least one emulsifier with a fat or an oil or with both a fat and an ofl.
Preferably, a hydrophilic emulsifier is included together with a lipophilic emulsifier which
acts as a stabilizer, It is also preferred to include both an oil and a fat. Together, the
emulsifier(s) with or without stabilizer(s) make-up the so-called emulsifying wax, and the
wax together with the oil and fat make up the so-called emulsifying ointment base which
forms the oily dispersed phase of the cream formulations. Emulsifiers and emulsion
stabilizers suitable for use in the formulation of the present invention include Tween 60, Span
80, cetosteary] alcohol, myristyl alcohol, glyceryl monostearate, and sodium lauryl sulfate,
among others.

10248] The choice of suitable oils or fats for the formulation is based on achieving the
desired cosmetic properties, since the solubility of the active compound in most oils likely to
be used in pharmaceutical emulsion formulations is very low. Thus, the cream should
preferably be a non-greasy, non-staining and washeble product with suitable consistency to
avoid leakage from tubes or other containers. Straight or branched chain, mono- or dibasic
alkyl esters such as di-isoadipate, isocety] stearate, propylene glycol diester of coconut fatty
acids, isopropyl myristate, decyl oleate, isopropyl palmitate, butyl stearate, 2-ethythexyl
palmitate or a blend of branched chain esters may be used. These may be used alone or in
combination depending on the properties required. Alternatively, high melting point lipids
such as white soft paraffin and/or liquid paraffin or other mineral oils can be used,

10249] Formulations suitable for topical administration to the eye also include eye drops
wherein the active ingredients are dissolved or suspended in suitable carrier, especially an
aqueous solvent for the active ingredients. The active ir_:gredients are preferably present in
such formulations in a concentration of 0-5 to 20%, advantageously 0.5 to 10% and
particularly about 1.5% w/w.

10250] For therapeutic purposes, S-{2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine
maleate hydrochloride is ordinarily combined with one or more adjuvants appropriate to the
indjcated route of administration, If administered per os, the compound may be admixed with
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lactose, sucrose, starch powder, cellulose esters of alkanoic acids, cellulose alkyl esters, talc,
stearic acid, magnesium stearate, magnesium oxide, sodium and calcium salts of phosphoric
a:nd sulfuric acids, gelatin, acacia gum, sodium slginate, polyvinylpyrrolidone, and/or
polyvinyl alcohol, and then tableted or encapsulated for convenient administration. Such
capsules or tablets may contain a controlled-release formulation as may be provided in a
dispersion-of active compound in hydroxypropylmethyl cellulose. Formulations for parenteral
administration may be in the form of aqueous or non-aqueous isotonic sterile injection
solutions or suspensions. These solutions and suspensions may be prepared from sterile
powders or granules having one or more of the carriers or diluents mentioned for use in the
formulations for oral administration. The crystalline S-[2-[(1-Iminoethyl)amino)ethyl})-2-
methyl-L-cysteine maleate hydrochloride may be dissolved in water, polyethylene glycol,
propylene glycol, ethanol, com oil, cottonseed oil, peanut oil, sesame oil, benzyl alcohol,
sodium chloride, and/or various buffers. Other adjuvants and modes of administration are
well and widely known in the pharmaceutical art.

[0251] The invention being thus described, it is apparent that the same can be var:=d in many
~ed) 3. +uflllin S S50 B3 I0 oz regarded as a departure from the spirit and scope of the
present invention, and all such modifications and equivalents as would be obvious to one
skilled in the art are intended 1o be included within the scope of the following claims.
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CLAIMS
‘What is claimed is:

1. A crystalline form of S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate
hydrochloride characterized by at least one of: x-ray powder pattern substantially as shown
in Fig. 1; a Joss of mass of about 1 percent over a range of temperature of about forty degrees
Celsius to about one-hundred eighty degrees Celsius; Raman spectrum substantially as shown
in Fig. 5; and elemental analysis substantially as in Table 1. '

2. The crystalline form of S-[2-[(1-Iminoethyl)emino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine
maleate hydrochloride of claim 1 wherein a plurality of crystals are amassed as agglomerates..
3. The crystalline form of S-[2-[(1-Iminoethyl)aminc]ethyl]-2-methyl-L-cysteine
maleate hydrochloride agglomerates of claim 2 wherein said plurality of crystals are amassed
as generally orderly packed agglomerates,

4, A pharmaceutical composition comprising the crystalline S-[2-[(1-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride of claim 1 together with
a pharmaceutically acceptable carrier.

S. A method of treating a condition wherein pathologically high production forms a part
in a subject in need of such treatment comprising administering to the subject an effective
amount of the crystalline S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate
hydrochloride of claim 1.

6. A method of making the generally orderly packed agglomerate crystalline S-[2-[(I-
Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride of claim 3 utilizing a
crystallization procedure comprising adding an anti-solvent to a solvent solution in which is
dissolved S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysieine maleate hydrochlonde,
thereby forming a system comprising two phases, and precipitating generally orderly packed
agglomerate crystalline S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate
hydrochloride.
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7. The method of claim 6 wherein the anti-solvent solution is added to the solvent
soliltion in which is dissolved S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate
hydrochloride, followed by addition of seed crystals to the system.

8. The method of claim 6 wherein the anti-solvent comprises acetone.

9. The method of claim 6 wherein the solvent solution comprises 1-butano] and S-[2-[(1-
Iminoethy})amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride.

10.  The method of claim 6 wherein the anti-solvent comprises acetonitrile, and the
solvent solution comprises N,N-dimethylformamide and S-[2-{(1-Iminoethyl)aminc]ethyl}-2-
methyl-L-cysteine maleate hydrochloride.

11. The method of claim 6 wherein the anti-solvent comprises acetone, and the solvent
solution comprises 1-butanol and S-[2-[(1-Iminoethyl)amino)ethyl}-2-methyl-L-cysteine
maleate hydrochloride.

12.  The method of claim 7 wherein no less than about one percent by weight of the total
§-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride in the system is
introduced as added seed crystals.

13.  The method of claim 6 wherein a sufficient amount of anti-solvent is added to a
solvent solution comprising S-[2-[(1-Imincethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine maleate
hydrochloride in a reaction vesse] to form a reaction system, until one of a) turbidity or b) an
oily coating on a surface of said reaction vessel is visually apparent, and adding sced crystals
fo said system.

14.  The method of claim 7 wherein the seed crystals are created in-situ by at least one of:
reducing the water content of the solvent solution; reducing the amount of maleic acid; or

altering the rate of super-saturation generation.

15.  Themethod of claim 6 wherein no seed crystals are added to the system, and the ratio
of anti-solvent added to the system exceeds the ratio of solvent solution in which is dissolved
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S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride by about one
bundred and ten percent by weight that of the ratio of anti-solvent to solvent used in a system
w!:lerein seed crystals are added, to precipitate generally orderly packed agglomerate
cn'fstalline S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L~cysteine maleate hydrochloride.
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CAMPO DE LA INVENCION

3300.8 PCT -1-

SAL CRISTALINA CLORHIDRATO MALEATO DE S-[2-[(1-
IMINOETIL)AMINO]ETIL}-2-METIL-L-CISTEINA

Se relvindica la prioridad de la solicitud provisional de EE.UU. n® de serle
601453.496, incorporada a la presente memoria como referencia.

La presente invencibn comprende un nuevo compuesto Utll en el
tratamiento de enfermedades, y més particularmente una nueva sal de S{2-[(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina, y ain més particularmente un nuevo
clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino)etil}-2-metil-L-cisteina cristalino y
composiciones farmacéuticas del mismo, para el tratamiento de afecciones que
implican una expresién inapropiada de éxido nitrico por la Isoforma inducible de
la éxido nftrico sintasa.

La S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna se describe y relvindica
en la patente de EE.UU. de cesién comin con la presente n® 6.403.830,

incorporada a la presente memoria como referencia.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El 6xido nitrico (NO) es un gas radical libre bioactivo producido mediante
una cualiquiera de varias isoformas de la enzima 6xido nftrico sintasa (NOS). La
actividad fisiolégica de lo que se identificd después como NO se descubrié
Inicialimente a principios de los 80 cuando se encontrdé que la relajacion
vascular causada por la acetilcolina depende de la presencia de endotelio
vascular. El factor derivado del endotelio, entonces denominado factor relajante

derivado del endotelio (EDRF), que media dicha relajacién vascular se sabe
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ahora que es el NO que se genera en el andotello vascular por una isoforma de
la NOS. La actividad del NO como vasodilatador ha sido bien conocida durante
los dltimos 100 anos. Ademds, el NO es la especie activa derivada de
nitrovasodilatadores conocidos incluyendo nitrito de amilo y trinitrato de.
glicerilo. El éxido nitrico es también un estimulante endégeno de la guanilato
ciclasa soluble (GMPc), y por tanto estimula la produccién de GMPE:. Cuando
se inhibe la NOS por N-monometilarginina (L-NMMA), se evita totaimente la
formacién de GMPc. Ademés de la relajacién dependiente del endotelio, el NO
es conocido por estar implicado en una serle de acclones blolégicas incluyendo
la cltotoxicidad de células fagociticas y la comunicacién célula-célula en el

sistema nervioso central.

La identificacién del EDRF como NO coincidié con el descubrimiento de
una ruta bioquimica mediante la que se sintetiza el NO a partir del aminoéacido
L-arginina mediante la enzima NO sintasa. Existen al menos tres tipos de NO
sintasa como los siguientes:

() una enzima constitutiva dependiente de Ca++/calmodulina,
localizada en el cerebro, que libera NO en respuesta al receptor 0 a la
estimulacion fisica;

() una enzima independiente del Ca++, una proteina de 130 kDa,
que se induce después de la activacion de células del musculo liso vascular,
macréfagos, células endoteliales y una serie de otras células mediante
endotoxina y citoquinas; y

(i) una enzima constitutiva dependiente de Ca++/calmodulina,

localizada en el endotelio, que libera NO en respuesta al receptor 0 a la
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' estimulacién fisica.

| Una vez expresada, la éxido nitrico sintasa inducible (an adelante

'I'iNOS') genera NO continuamente durante largos periodos. Los estudios
clinicos han mostrado que la produccién de NO y la expresién de iINOS
aumentan en una serie de enfermedades Inflamatorias crénicas, tales como
émitls reumatoide y osteoartritis (véase, por ejemplo, Mclnnes 1.B., of al, J.
Exp. Med. 184: 1519 (1996)), enfermedad inflamatoria del intestino {véase, por
eJemplo, Lundberg J.O. N. et al, Lancet 344: 1673 (1994)) y asma (véase, por
ejemplo, Hamid Q. et al., Lancet 342: 1510 (1993)), y la iINOS estéd implicada

como factor patolégico importante en estas enfermedades inflamatorias
crénicas. '

Por tanto, la inhibicién de la produccién excesiva de NO por la iINOS es
probable que sea antiinflamatoria. Sin embargo, puesto que !a produccién de
NO a partir de eNOS y nNOS esta implicada en la fisiologla normal, serla
deseable para cualquier inhibidor de NOS que se utilice para tratar la
inflamacién que sea selectivo por INOS, de modo que la modulacién flsiolégica
normal de la presién sanguinea mediante NO generado por eNOS y la
transmisién neuronal no colinérgica sin camblos mediante NO generado por
nNOS permanecieran sin cambios.

Con todos los compuestos y composiciones farmacéuticos, la estabilidad
quimica y fisica de un compuesto fadrmaco es importante en el desarrolio

comerclal de esa sustancia fArmaco. Dicha establlidad incluye la estabilidad en

- condiciones ambientales, especialmente ante la humedad y en condiciones de

almacenamiento. Es necesaria una elevada estabilidad en diferentes

condiciones de almacenamiento para predecir las diferentes condiciones de
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almacenamiento durante la vida Gtil de un producto comerclal. Un fimaco
estable evita el uso de condiciones de almacenamiento especiales asf como un
remplazo frecuente del inventario. Un compuesto fArmaco debe ser también
estable durante el proceso de fabricacién que a menudo requiere moler el.
farmaco para conseguir material fArmaco con tamafio de particula y 4rea
superficial uniformes. Los materiales inestables experimentan a' menudo
cambios polimérficos. Por lo tanto, cualquier modificacién de una sustanc;la
farmaco que potencie su perfil de estabilidad proporciona unl beneficio .
significativo frente a sustanclas menos estables. )

Se han descrito diversos inhibidores de la INOS, tales como por ejemplo
S-[2-[(1-iminoeti)amino]etil]-2-metil-L-cistelna, que se describe y reivindica en
la patente de EE.UU. de cesién comin con la presente 6.403.830. Este
compuesto, sin embargo, es un sélido amorfo. Serfa deseable por lo tanto
proporcionar una forma sélida cristalina de un Inhibidor de iNOS tal como &{2-

[(1-iminoetil)amino]etil}-2-metil-L-cisteina.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Filg. 1 muestra un patrén de difraccién de rayos X en polvo de
clorhidrato maleato de S-[2-[(1-IminoetillJamino]etil)-2-metil-L-cisteina cristalino
obtenido a partir del elemplo 9 (patrén superior) y el ejemplo 20 (patrén

inferior);

la Fig. 2 es una grifica de un estudio de calorimetria de barrido

diferencial de una muestra (efemplo 11) de clorhidrato maleato de S-[2-(1-
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1 iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina cristalino;
|
la Filg. 3 es una representacién termogravimétrica de una muestra
(ejemplo 11) de clorhidrato maleato de S{2-[(1-iminoetillamino]etil]-2-metil-L-

cisteina cristalino;

la Fig. 4 es una representacién de un estudio de absorcién de humedad
de una muestra (ejemplo 10) de clorhidrato maleato de S-[2-[(1-

iminoetil)amino]etil]-2-metll-L-cisteina cristalino;

la Fig. 5 muestra un aspactro Raman del clorhidrato maleato de S-{2-[(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina cristalino obtenido de una muestra del

ejemplo 20;

la Fig. 6 es una microfotografia del clorhidrato maleato de S-[2-[(1-

iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina cristalino del ejemplo 9;

la Flg. 7 son dos fotos de SEM de aglomerados empaquetados
aleatoriamente de clorhidrato maleato de S-{2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-
cisteina cristalino obtenido del ejemplo 9, la Fig. 7a muestra la forma
generalmente aleatoria de los aglomerados, mientras que la Fig. 7b muestra el

empaquetado aleatorio de los cristales en los aglomerados;

la Fig. 8 muestra diversas fotos de SEM de aglomerados empaquetados

ordenadamente de clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-



10

15

20

25

o\

L-cistelna cristalino preparados mediante un proceso de cristallzacién por

QESD sembrados y obtenidos a partir del ejemplo 20;

la Flg. 9 muestra dos folos SEM de aglomerados empaquetados.
ordenadamente de clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-
L-cisteina cristalino preparados mediante un proceso de cristaliz'acldn por
QESD sembrados in situ y obtenidos a partir del ejemplo 23. La Fig. ?A
muestra una forma generalmente cilindrica, mientras que la Fig. 95 muestra

los cristales generalmente ordenados;

la Flg. 10 es una diagrama x-T conceptual para un sistema ternario que

exhibe un comportamiento de LLPS para una cantidad fija de antidisolvente;

la Flg. 11 es una grafica que muestra las superficies coexistentes a

temperatura constante para un sistema ternario;

la Flg. 12 muestra una grafica de la distribucién del tamafio de particula
de aglomerados empaquetados ordenadamente de cristales de clorhidrato

maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino)etil]-2-metil-L-cisteina;

la Flg. 13 es una gréfica que representa la dureza del comprimido en

funcién de la fuerza de compresion;

la Fig. 14 es una gréfica que representa el grosor del comprimido en

funcién de la fuerza de compresién; y
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| la Fig. 15 es una representacién gréfica del tiempo de disgregaclén del
comprimido.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién se reflere a una nueva forma de sal cristalina de
S-[2-[(1-iminoetil)aminoc]etil]-2-metil-L-cisteina, a composiciones farmacéuticas,
a cuatro nuevos disefios de proceso de cristalizacién de mecanismos diferentes
para ajustar las propiedades flsicas brutas durante la preparacién del nuevo
compuesto sal, a un proceso para preparar composiciones farmacéuticas, y a
procedimientos de uso de dicho nuevo compuesto sal cristalina mixta y sus
composiciones para inhibir o modular la sintesis de éxido nitrico en un sujeto
necesitado de dicha inhibicién o modulacién mediante la administracién de una
sal de un compuesto que inhibe 0 modula preferiblemente la isoforma inducible
de !a dxido nitrico sintasa frente a las isoformas constitutivas de la éxido nitrico
sintasa. El presente compuesto sal posee una util actividad inhibidora de éxido
nitrico sintasa, y se espera que sea Util en el tratamiento o la profilaxis de una
enfermedad o afeccién en la que la sintesis o sobresintesis de éxido nitrico sea
una parte fundamental.

Estequiométricamente, la nueva sal es dos moléculas de S-[2-[(1-

iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina con una molécula de &cido maleico y una

molécula de clorhidrato.

La nueva sal mixta cristalina se caracteriza mediante algunas o todas de
las siguientes medidas fisicas: andlisis elemental (tal como mediante andlisis

de combustién), punto de fusién y calor de fusién (anélisis de calorimetrfa de
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barrido diferencial y termogravimétrico), indices de refracclén (microscopla de
luz polarizada), patrén de difraccién de rayos X en polvo, espectroscopia
Raman y absorcién de humedad (por ejemplo balance de humedad por DVS).

La presente nueva sal puede utilizarse para tratar enfermedades que.
implican la degeneracién de cartilago, que tiene lugar en clertas afecciones
tales como la artritis. En consecuencla, las afecciones en las qde es una
ventaja inhibir la produccién de NO a partir de L-arginina incluyen afecclongs
artriticas tales como artritis reumatoide, osteoartritis, artritls gotdsa. artritis
juvenil, artritis séptica, espondiloariritls, artritls reumética aguda, artritis
enteropédtica, artritis neuropdtica y artritls piogénica. Ademas, la depresién
inducida por el NO de la respiracién de condrocitos podrfa modular la pérdida
de matriz y la mineralizacién del cartilago secundaria en la artritis, en particular
la osteoartritis.

Otras afecciones para las que la presente sal mixta puede ser (util
incluyen enfermedades intestinales crénicas o inflamatorias, isquemia
cardiovascular, diabetes, insuficiencla cardiaca congestiva, miocarditis,
aterosclerosis, migrafia, glaucoma, aneurisma adértico, esofagitis de reflujo,
diarrea, sindrome del intestino irritable, fibrosls quistica, enfisema, asma,
bronquiectasia, hiperalgesia, isquemia cerebral, apoplejia trombética, Isquemia
global (consecuencia de parada cardiaca), esclerosis muiltiple y otros trastornos
del sistema nervioso central mediados por NO, por ejemplo enfermedad de
Parkinson y enfermedad de Alzheimer. Los trastornos neurodegenerativos
adicionales en los que la inhibicién del NO puede ser (til incluyen degeneracién
nerviosa y/o necrosis nerviosa en trastomos tales como hipoxia, hipoglucemia,

epilepsia y en heridas externas (tales como lesiones de la médula espinal y
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' cerabrales), convulsiones y toxicidad por oxigeno hiperbdrico, demencla, por

| ejemplo demencia presenil y demencla relacionada con el SIDA, corea de

| Sydenham, enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica,
lenfermedad de Korsakoff, imbecilidad relacionada con un trastomo vascular
cerebral, trastornos del suefio, esquizofrenia, depresién, depresién u otros
s;rntomas asociados al sindrome premenstrual (PMS), ansiedad y shock
séptico.

La presente sal mixta puede utilizarse también cuando la Inhibicién del
oxido nitrico puede desempefiar también un papel en el tratamiento tal como en
dolor, Incluyendo somatogénico (nociceptivo 0 neuropatico), tanto agudo como
crénico. La presente sal mixta podria utilizarse en cualquier situacién en que se
administraria tradicionalmente un AINE o analgésico opiolde comun.

Ademés, otros trastomos que pueden tratarse inhibiendo la produccién
de NO con la presente sal mixta incluyen tolerancla a opioides en pacientes
que necesitan analgésicos opioides prolongadamente, y tolerancia a
benzodiazepina en pacientes que toman benzodiazepinas, y otros
comportamientos adictivos, por ejemplo a nicotina y trastomos de alimentacién.
La presente sal mixta puede ser también (til como agente antibacteriano.

Las afecciones adicionales en las que la presente sal mixta puede
utilizarse para inhibir la produccién de NO a partir de L-arginina incluyen
hipotensién sistémica asociada a shock séptico y/o téxico inducido por una
amplia variedad de agentes; terapia con citoquinas tales como TNF, IL-1 e IL-2;
y como coadyuvanie para inmunosupresién a corto plazo en terapia de
transplantes.

La presente sal mixia puede ser también (til en el tratamiento de
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sistémico eritematoso (SLE), glomeruloneftitis, reestenosis, 'secuelas
inflamatorias de infecciones virales, sindrome de dificultades respiratorias
agudas (ARDS), lesién pulmonar inducida por oxidante, terapia de 1L2 tal cc;mo.
en un paciente de cancer, caquexia, inmunosupresién tal como en terapia de
transplante, trastornos de la motilidad gastrointestinal, quemadura's solares,
eccema, psoriasis, gingivitis, pancreatitis, lesién del tracto gastrointestinal como
resultado de Infecciones, fibrosis quistica, tratamiento de un sisterﬁa Inmulne o
disfuncional tal como un coadyuvante para inmunosupresién a corto plazo en
terapia de transplante de érganos, induccién del parto, poliposis adenomatosa,
control del crecimiento tumoral, quimioterapia, quimioprevencién y bronquitis.

La presente invencibn estd también dirigida a composiciones
farmacéuticas para el tratamiento de dolor, asma y otros trastornos de las vias
respiratorias, cancer, artritls, trastomos oculares Incluyendo retinopatias y
glaucoma, trastornos relacionados con la inflamacién Incluyendo sindrome del
intestino irritable, y otros trastomos en los que una producclén excesiva de
éxido nitrico desempefia un papel, que comprenden una cantidad
terapéuticamente eficaz de clorhidrato maleato de S-{2-[(1-iminoetil)amino]etil]-
2-metil-L-clstefna cristalino Junto con un portador, diluyente o vehlculo
farmacéuticamente aceptable.

Ademds de ser (til para tratamlento humano, esta forma es también util
para tratamiento veterinario de animales de compaiifa, animales exéticos y
animales de granja, Incluyendo mamiferos, roedores y similares. Los animales

mds preferidos incluyen caballos, perros y gatos.
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' DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
|
. Definiclones

Los términos “tratar”, “tratando® y “tratamiento”, como se utilizan en la
presente memoria, incluyen tratamiento profildctico, paliativo o restaurativo.
| La expresién “cantidad eficaz® significa una dosis que conduce al
tratamiento. Puede administrarse una cantidad eficaz en una dosis Unica o en
dosls divididas durante un periodo de tiempo.

El término “ACN" significa acetonitrllo.

El término "amorfo® como se aplica a la S{2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-
metil-L-cistelna de la presente memoria, designa un estado sélido en el que las
moléculas de S-[2-[(1-iminoetil)Jamino]etil}-2-metil-L-cisteina se presentan en
una disposicién desordenada y no forman una reticula cristalina o celda unitaria
distinguible. Cuando se somete a difraccién de rayos X en polvo, la S{2{(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna amorfa no produce ningiin pico cristalino
caracteristico.

La expresibn “forma cristalina®, como se aplica a la S{2-[(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metll-L-cisteina de la presente memoria, designa una
forma en estado sélido en la que las moléculas de S-[2-[(1-iminoetil}amino]etil]}-
2-metil-Lcisteina estdn dispuestas para formar una reticula cristalina
distinguible (i) que comprende celdas unitarias distinguibles, y (i) que
proporciona picos de difraccién cuando se somete a radiacién de rayos X.

Las expresiones “forma | de maleato de S-[2-[(1-iminoetil)Jamino]etil]-2-
metil-L-cisteina®, “forma | de S-[2-{(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-clstelna” y

“forma |” significan todas la forma | de sal cristalina de maleato de S-{2-[(1-
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iminoetil)amino]etil)}-2-metil-L-cistalna, como se describe con mas detalle en la
solicitud de EE.UU. aen tramitacién con la presente n? de serie 60/453.796,
incorporada a la presente memoria como referencla en su totalidad.

Las expresiones “forma |l de maleato de S-[2-][(1-iminoetil)amino]etil]-2-.
metil-L-cisteina®, "forma Il de S{2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistalna” y
“forma II* significan todas forma |l de sal cristalina de maleato de SH2-[(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina, como se describe con més detalle en_la
solicitud de EE.UU. en tramitacién con la presente n* de serie 66/453.782. _
incorporada a la presente como referencia en su totalidad. h

Las expresiones “clorhidrato maleato de S-[2-[(1-Iminoetil)amino]etil}-2-
metil-L-cistelna”, “clorhidrato maleaio de S-[2-[(1-iminoetil)aminc]etil]-2-metil-L-
cisteina cristalina” y “sal mixta™ designan todas la forma cristalina de clorhidrato
maleato de S[2-[(1-iminoetil)Jamino]etil]-2-metil-L-cisteina, que tiene
estequiométricamente un mol de S-[2-[(1-iminostil)Jamino]etil]-2-metil-L-cisteina
por 0,5 moles de maleato y 0,5 moles de HCIl, como se dascribe con mas
detalle en la presente memoria.

El término “cristalizacién®, como se utiliza en la presente memoria, puede
designar cristalizacién y/o recristalizacién dependiendo de las clrcunstancias
aplicables referentes a la preparacibn de material de partida S{2-[(1-
iminoetil)aminojetil]-2-metil-L-cisteina.

El término “IFA", como se utiliza en la presente memoria, significa
Ingrediente farmacéutico activo.

El término “bis®, como se utiliza en la prasente memoria, significa N,N-
metilen-bis-acrilamida.

El témino “agua DI, como se utiliza en la presente memoria, significa
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‘ agua desionizada.
] El término “DMF", como se utlliza en la presente memoria, significa N,N-
: dimetilformamida.

El término "D/A/A" designa un sistema disolvente temario de N,A-

dimetilformamida (DMF), agua y acetonitrilo.

| El término “sustancia fdrmaco S-[2-[(1-iminoetil}amino]etil]-2-metil-L-
cistelna”, como se utiiza en la presente memoria, significa S[2-(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna per se como se califica por el contexto en
el que se utiliza el término, y puede designar S-[2-[(1-iminoetil)amino)etil}-2-
metil-L-cisteina no formulada o S-[2-[(1-iminoetillJamino]etil]-2-metil-L-cistelna
presente como un ingrediente de una composicién farmacéutica.

El término *"DSC” significa calorimetria de barrido diferencial.

El término "AH,," o “AH fus® significa la entalpia de fusién de una
sustancia, y designa la energia (medida en kilojulios (kJ)) requerida para fundir
un gramo de la sustancia a su temperatura de punto de fusién.

El término "HPLC" significa cromatografia liquida a alta presién.

El término “IR” significa infrarrojo.

El término “kN” significa kilonewtons.

El término "kP” significa kilopondios.

El término “p,” 0 ro, como se utiliza en la presente memoria, designa la
densidad.

El término “py° significa densidad aparente.

El término "py" significa densidad aparente compactada.

E! témino "IC" significa indice de compresibilidad, como se define

mediante la férmula:
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El término “RMN° significa resonancla magnética nuclear, y puede
aplicarse a espectroscopia de resonancla magnética nuclear.

El término “mI® significa mililitros.

El término "mg" significa miligramos.

El término "g" significa gramos.

El término "kg" significa kilogramos.

El término “pg" significa microgramos. '

El término “pI* significa microlitros.

El término “min” significa minutos.

El término “PM" significa peso molecular.

El término “nucleacién®, como se utiliza en la presente memoria, significa
la formacién de cristales en una solucion.

El término “"pureza®, como se utiliza en la presente memoria, a menos
que se califique de otro modo, significa la pureza quimica de clorhidrato
maleato de S-[2-[(1-iminoetilJamino]etil]-2-metil-L-cistelna cristalino segin un
ensayo convenclonal de HPLC.

El término “PXRD" significa difraccién de rayos X en poivo.

El término “rpm" significa revoluciones por minuto.

El término “sembrar®, como se utiliza en la presente memoria, significa la
adicibn de cristales a un sistema de cristalizacién con el fin de Iniciar o
potenciar la nucleacién o actuar como sustrato para una cristalizacidn adicional.

El término “aglomerado® designa generalmente el empaquetado aleatorio

u ordenado de cristales individuales en unidades que no se destruyen
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 facilmente durante operaciones energéticaments moderadas, tales como
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| transferencia de sélidos.
' El término “SEM" significa microscopla de barrido electrénico.

El término “TGA” significa anélisis termogravimétrico.

El tarmino “Tm" significa temperatura de fusién.

La expresién “ién dipolar® o “ZW" significa una molécula que porta tanto
una carga positiva como negativa. La expresion "ién dipolar libre” significa un
ion dipolar tal que la carga neta de la molécula sea cero. A menos que se
indique otra cosa, la expresién “ién dipolar® y “ZW", como se utilizan en la
presente memorla, significan el i6n dipolar de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-
metil-L-cisteina. '

La sal cristalina clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil}-2-
metil-L-cisteina serd Otll para tratar, entre otras cosas, la inflamacién en un
sujeto, o para tratar otros trastomos mediados por 6xido nitrico sintasa tales
como, como un analgésico en el tratamiento del dolor y dolores de cabeza, o
como antipirético para el tratamiento de la fiebre. Por ejemplo, la sal cristalina
clorhidrato maleato de S-2-{(1-Iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina sera (til
para tratar la artritis, incluyendo pero sin limitacién, artritis reumatoide,
espondiloartropatias, ariritis gotosa, osteoartritis, lupus sistémico eritematoso,
artritis juvenil, artritis reumatica aguda, artritis enteropética, artritis neuropética,
artritis psoridsica y artritis piogénica. Las afecciones en las que la sal cristalina
clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amind]atll]-z-metll-L-cisteina
proporcionara una ventaja en la inhibicién de la produccién de NO a partir de L-
arginina incluyen afecciones artriticas.

La sal cristalina clorhidrato maleato de S-[2-{(1-iminoetil)Jamino]etil]-2-
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metil-L-cisteina serd utll ademéds en el tratamlento de asma, bronqultis,
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calambres menstruales (por ejemplo dismenorrea), parto prematuro, tendlnitis,
bursitis, afecciones relacionadas con la piel tales como psoriasis, eccema,
quemaduras, quemaduras solares, dermatfitis, pancreatitls, hepatitis e.
inflamacion postoperatoria, incluyendo desde cirugia oftdimica tal como cirugla
de cataratas hasta cirugfa refractaria. La sal cristalina clorhidrato maleato de S-
[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina serfa también (til para tra?ar
afecciones gastrointestinales tales como enfermedad inflamatoria de.l intestino,
enfermedad de Crohn, gastritis, sindrome del intestino Irritabld y colitis
ulcerosa.

La sal cristalina clorhidrato maleato de S-[2-[(1-Iminoetil)amino]etil)-2-
metil-L-cisteina serfa (til para la prevencién o el tratamiento del céncer, tal
como cancer colorrectal y cdncer de mama, pulmén, préstata, vejiga, cuello del
Utero y piel. La sal cristalina clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil}-
2-metil-L-cisteina de la invencién serfa (til en el tratamlento de la inflamacién y
la lesién de tejidos en enfermedades tales como enfermedades vasculares,
dolores de cabeza de migrafia, periarteritis nodular, tiroiditls, anemia aplasica,
enfermedad de Hodgkin, escleroderma, fiebre reumética, diabetes de tipo |,
enfermedad de la articulacién neuromuscular, incluyendo miastenia grave,
enfermedad de la sustancia blanca, incluyendo esclerosis miiltiple, sarcoidosls,
sindrome nefrtico, sindrome de Behcet, polimiositis, gingivitls, nefritis,
hipersensibilidad, hinchazén presente tras lesién, isquemia miocérdica y
similares. La sal cristalina clorhidrato maleato de ${2-[(1-iminoetil)Jamino]etil]-2-
metil-L-cistelna seria también Util en el tratamlento de enfermedades oftdlmicas

tales como glaucoma, retinitis, retinopatias, uveitis, fotofobia ocular y de
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' inflamacién y dolor asociados a lesién aguda en el tejido ocular. Es de Interés

| particular entre los usos de la sal cristalina clorhidrato maleato de S-[2-[(1-

" iminoetil)aminojeti-2-meti-L-cistelna de la invencién el tratamiento del
| glaucoma, especiaimente cuando los sintomas de glaucoma estén causados
por la produccién de éxido nftrico, tal como en lesién nerviosa mediada por
éxido nitrico.

La sal cristalina clorhidralo maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-
metil-L-cistelna seria también util en el tratamiento de inflamacidn pulmonar, tal
como la asociada a infecciones virales y fibrosis quistica. La sal cristalina
clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-Lcisteina serfa
también Gtil para el tratamiento de ciertos trastomos del sistema nervioso
central tales como demencias corticales, incluyendo enfermedad de Alzheimer,
y lesién del sistema nervioso central como resultado de apoplejia, isquemia y
traumatismo.

La sal cristalina clorhidrato maleato de S-[2-{(1-imInoetil)amino]etil]-2-
metil-L-cistelna es utii como agente antiinflamatorio tal como para el
tratamiento de la artritis, con el beneficio adicional de tener significativamente
menos efectos secundarios nocivos.

La sal cristalina clorhidrato maleato de S-[2-{(1-iminoetil}amino]etil]-2-
metil-L-cisteina serfa también util en el tratamiento de rinitls alérgica, sindrome
de las dificultades respiratorias, sindrome de shock de endotoxina y
aterosclerosls.

La sal cristalina clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil}amino]etil]-2-
metil-L-cisteina seria tamblén Gtll en el tratamiento del dolor, incluyendo pero

sin [imitacidn dolor postoperatorio, dolor dental, dolor muscular y dolor



10

15

0]

resultante del cdncer. La sal cristalina clorhidrato maleato de S-[2-[(1-
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iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna serfa Utl para la prevencién de
demencias tales como la enfermedad de Alzheimer.

Ademés de ser Gtil para tratamiento humang, la sal cristalina clorhidrato.
maleato de S-{2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina es también Gtil para
tratamiento veterinario de animales de comparila, animales exéticos y animales
de granja, incluyendo mamiferos, roedores y similares. Los animales més
preferidos Incluyen caballos, perros y gatos. - |

La presente sal cristalina clorhidratc maleato de* S[2-[(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina puede utilizarse también en coterapias,
parcial o completamente en Ilugar de otras terapias antiinflamatorias
convencionales, tales como conjuntamente con esteroides, AINE, inhibidores
selectivos de COX-2, inhibidores de 5-lipooxigenasa, antagonistas de LTB4 e
inhibidores de hidrolasa LTA,.

Otras afecciones an las que la sal cristalina clorhidrato maleato de S-[2-
[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna de la presente invencién
proporcionard una ventaja en la inhibicién de la produccién de NO incluyen
isquemia cardiovascular, diabetes (tipo | o tipo Il), insuficlencia cardiaca
congestiva, miocarditis, aterosclerosis, migrafia, glaucoma, aneurisma adrtico,
esofagitis de reflujo, diarrea, sindrome del intestino irritable, fibrosis quistica,
enfisema, asma, bronquiectasia, hiperalgesia (alodinia), isquemia cerebral
(tanto isquemia focal, apoplejfa trombética como isquemia global (por ejemplo
consecuencia de parada cardiaca)), esclerosis multiple y otros trastomos del
sistema nervioso central mediados por NO, por ejemplo enfermedad de

Parkinson. Otros trastornos neurodegenerativos en los que la inhibicién de NO
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| tales como hipoxia, hipoglucemia, epilepsia y en casos de traumatismo del

.slstema nervioso centrai (SNC) (tales como lesiones de médula espinal y
.cerebrales). convulsiones y toxicidad por oxigeno hiperbérico, demencia, por
elemplo demencia presenil y demencia relacionada con el SIDA, caquexia,
c;orea de Sydenham, enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica,
enfermedad de Korsakoff, imbecilidad referida a un trastorno vascular cerebral,
trastomos del sueiio, esquizofrenia, depresién, depresién u otros sintomas
asoclados al sindrome premenstrual (PMS), ansiedad y shock séptico.

La sal cristalina clorhidrato maleato de S-[2-{(1-iminoetil)amino]etil]-2-
metil-L-cistelna de la presente invencién serd también (til en el tratamiento del
dolor, incluyendo somatogénico (nociceptivo o neuropético), tanto agudo como
cronico. La sal cristalina clorhidrato maleato de S-{2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-
metll-L-cisteina podrfa utilizarse en cualquier situacién que incluya dolor
neuropético en la que se administraria tradicionalmente un AINE o analgésico
opioide comun.

Otros trastomnos o afecciones que se tratardn ventajosamente con la sal
cristalina clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)Jamino]etil]-2-metil-L-cisteina
de la presente invencién incluyen el tratamiento o la prevencién de tolerancia a
opioides en pacientes que necesitan analgésicos opicides prolongadamente, y
tolerancia a benzodiazepinas en pacientes que foman benzodiazepinas, y otros
comportamientos adictivos, por ejemplo adiccion a nicotina, alcoholismo y
trastornos alimentarios.

La sal cristalina clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-

metil-L-cisteina de la presente invencién seré también (til en el tratamiento o la
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pravencién de sintomas de abstinencia de fArmacos, por ejemplo el tratamiento
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o la prevencién de sintomas de abstinencia por adiccién a opioides, alcohol o
tabaco.

La sal cristalina clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-.
metil-L-cistelna puede ser también Ltil para prevenir lesiones de tejidos cuando
se combina terapéuticamente con agentes antibacterlanos o antivirales.

La sal cristalina clorhidrato maleato de S-[2-[(1-Iminoetil}amino]etil}-2-
metil-Lcistelna de la presente invencidn serd también Gtil para inhibir .Ia _
produccién de NO a partir de L-arginina, incluyendo la hipotensién sistémica
asociada al shock séptico y/o téxico hemorrdgico Inducido por una amplia
variedad de agentes; la terapia con citoquinas tales como TNF, IL-1 e IL-2; y
como coadyuvante para la Inmunosupresién a corto plazo en terapia de
transplantes.

La presente invencién estd dirigida adicionalmente al uso de la sal
cristalina clorhidraio maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina
de la presente invencién para el tratamiento y la prevencién de neoplasias. Las
neoplasias que Sseran tratables o prevenibles medlante la sal cristalina
clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina vy
procedimientos de la presente invencién incluyen cincer de cerebro, cdncer de
hueso, una leucemia, un linfoma, neoplasia derivada de célula epitelial
(carcinoma epitelial) tal como carcinoma de célula basal, adenocacinoma,
céncer gastrointestinal tal como cancer de labio, cidncer de boca, céncer
esofégico, cancer de intestino delgado y cédncer de estdmago, cancer de colon,
céncer de higado, cancer de vejiga, cAncer de pancreas, cdncer de ovario,

céncer cervical, cdncer de pulmén, cdncer de mama y céncer de piel, tal como
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| carcinoma celular renal y otros cédnceres conocidos que afectan a las células

: epiteliales por todo el cuerpo. Preferiblemente, la neoplasia a tratar se
selecciona de cdncer gastrointestinal, cdncer de higado, cdncer de vejiga,
cancer de pancreas, cdncer de ovario, cdncer de préstata, cdncer cervical,
éancer de pulmén, cAncer de mama y cancer de plel, tal como canceres de
células escamosas y células basales. La presente forma Il de la sal cristalina
clorhidrato maleato de S-[2-[(1-Iminoetll)amino]etil}-2-metil-L-cisteina y sus
procedimientos puede utilizarse tamblén para tratar la fibrosis que aparace con
terapia de radiaclén. La presente sal cristalina clorhidrato maleato de S{2-{(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistefna y sus procedimientos pueden utilizarse
para tratar sujetos que tienen pélipos adenomatosos, incluyendo aquellos con
poliposis adenomatosa famillar (FAP). Ademas, la presente sal cristalina
clorhidrato maleato de S-[2-[(1-Iminoetil)Jamino]etil]-2-metil-L-cisteina y sus
procedimientos pueden utilizarse para prevenir la formacién de pdlipos en
pacientes con riesgo de FAP.

El tratamiento conjunto de una sal cristalina clorhidrato maleato de S-{2-
[(1-Iminoetil)amino]etil]-2-metil-Lcisteina de la presente Invencidn con otro
agente antineoplasico producird un efecto sinérgico o reducird como alternativa
los efectos secundarios toxicos asociados a la quimioterapia al reducir la dosls
terapéutica del agente causante del efecto secundario necesitada para eficacia
terapéutica, o al reducir directamente los sintomas de los efectos secundarios
téxicos causados por el agente causante del efecto secundario. La sal cristalina
clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna de la

presente invencién serd adicionalmente Util como coadyuvante en terapia de
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radlacién para reducir los efectos secundarios o potenciar la eficacia.

En la presente invencién, otro agente que puede combinarse
terapéuticamente con la sal cristalina clorhidrato maleato de S-[2-[(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina de la presente invencién incluye cualquier.
agente terapéutico que sea capaz de inhibir la enzima ciclooxigenasa-2 (“COX-
2"). Preferiblements, dichos agentes inhibidores de COX-2 inhiben COX-2
selectivamente respecto a la enzima ciclooxigenasa-1 (*COX-17). Dicpo
inhibidor de COX-2 es conocido como un “Inhibidor selectivo de céx-z'. Los
inhibidores selectivos de COX-2 utiles en combinacién terapéutica ton la sal
cristalina clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil}-2-metll-L-cisteina
de la presente invencién incluyen celecoxib, valdecoxib, deracoxib, etoricoxib,
rofecoxib, ABT-963 (2-(3,4-difluorofenil)-4-(3-hidroxi-3-metli-1-butoxi)-5-[4-

(metilsulfonil)fenil-3(2 H)-piridazinona; descrita en la solicitud de patente PCT n®
WO 00/24719) o meloxicam. La sal cristalina clorhidrato maleato de S-[2-[(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina de la presente invencién puede utilizarse
también ventajosamente en combinacién terapéutica con un profdrmaco de un
inhibidor selectivo de COX-2, por ejemplo parecoxib.

Puede seleccionarse otro agente quimioterapéutico que serd Utll en
combinacién con I[a sal cristalina clorhidralo maleato de S-[2-(1-
iminoetil)amino]etif]-2-metil-L-cisteina de la presenta Invencién, por ejemplo, de
la siguiente lista no exhaustiva y no limitante:

Alfa-difluorometilornitina (DFMO), 5-FU-fibrinégeno, acido acantifélico,
aminotiadiazol, brequinar de sodio, carmofur, CGP-30694 de Ciba-Geigy,
ciclopentilcitosina, fosfato estearato de citarabina, conjugados de citarabina,
DATHF de Lily, DDFC de Merrel Dow, dezaguanina, didesoxicitidina,
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‘;didesoxlguanosina, didox, DMDC de Yoshitomi, doxifluridina, EHNA de
| Wellcome, EX-015 de Merck & Co., fazarabina, floxuridina, fosfato de
:ﬂudarabina. 5-fluorouraclio, N-(2'-furanidil)-5-fluorouracilo, FO-152 de Daiichi
Seiyaku, Isopropilpirrolizina, LY-188011 de Lilly, LY-264618 de Lilly,
metobenzaprima, metotrexato, MZPES de Wellcome, norespermidina, NSC-
127716 de NCI, NSC-264880 de NCI, NSC-39661 de NCI, NSC-612567 de
NCI, PALA de Wamer-Lambert, pentostatina, plritrexim, plicamicina, PL-AC de
Asahi Chemical, TAC-788 de Takeda, tloguanina, tiazofurina, TIF de Erbamont,
trimetrexato, inhibidores de tirosina quinasa, inhibidores de tirosina protelna
quinasa, UFT de Taiho, uricitina, 254-S de Shionogi, andlogos de
aldofosfamida, altretamina, anaxirona, BBR-2207 de Boehringer Mannheim,
bestrabucilo, budotitano, CA-102 de Wakunaga, carboplatino, carmustina,
Chinoin-139, Chinoin-153, clorambucilo, cisplatino, ciclofosfamida, CL-286558
de American Cyanamid, CY-233 de Sanofl, ciplatato, D-19-384 de Degussa,
DACHP(Myr)2 de Sumimoto, difenilespiromustina, diplatino citostatico,
derivados de distamicina de Erba, DWA-2114R de Chugai, E09 de ITI,
elmustina, FCE-24517 de Erbamont, estramustina fosfato de sodio,
fotemustina, G-6-M de Unimed, GYKI-17230 de Chinoin, hepsul-fam,
ifosfamida, iproplatino, lomustina, mafosfamida, mitolactol, NK-121 de Nippon
Kayaku, NSC-264395 de NCI, NSC-342215 de NCI, oxaliplatino, PCNU de
Upjohn, prednimustina, PTT-119 de Proter, ranimustina, semustina, SK&F-
101772 de SmithKline, SN-22 de Yakult Honsha, espiromustina, TA-077 de
Tanabe Seiyaku, tauromustina, temozolomida, teroxirona, tetraplatino,
trimelamol, 4181-A de Taiho, aclarubicina, actinomicina D, actinoplanona, ADR-
456 de Erbamont, derivados de aeroplisinina, AN-201-Il de Ajinomoto, AN-3 de
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Ajinomoto, anisomicinas de Nippon Soda, antraciclina, acinomicina A,
bisucaberina, BL-6859 de Bristol Myers, BMY-25087 de Bristol Myers, BMY-
25551 de Bristol-Myers, BMY-26605 de Bristol Myers, BMY-27557 de Bristol
Myers, BMY-28438 de Bristol Myers, sulfato de bleomicina, briostatina-1, C-.
1027 de Taiho, caliquemicina, cromoximicina, dactinomicina, daunorubicina,
DC-102 de Kyowa Hakko, DC-79 de Kyowa Hakko, DC-88A de Kym;va Hakko,
DCB89-A1 de Kyowa Hakko, DC92-B de Kyowa Hakko, ditrisarubicina B, DOIB-
41 de Shionogi, doxorubicina, doxorubicina-fibrinégeno, els'amicina-A. _
epirubicina, erbstatina, esorubicina, esperamicina-A1, esperamicina‘Alb, FCE-
21954 de Erbamont, FK-973 de Fujisawa, fostriecina, FR-900482 de Fujisawa,
glidobactina, gregatina-A, grincamicina, herbimicina, idarubicina, lludinas,
kazusamicina, kesarirodinas, KM-5539 de Kyowa Hakko, KRN-8602 de Kirin
Brewery, KT-5432 de Kyowa-Hakko, KT-5594 de Kyowa Hakko, KT-6149 de
Kyowa Hakko, LL-D49194 de American Cyanamid, ME 2303 de Meiji Seika,
menogarilo, mitomicina, mitoxantrona, M-TAG de SmithKline, neoenactina, NK-
313 de Nippon-Kayaku, NKT-01 de Nippon Kayaku, NSC-357704 de SRI
Intemnational, oxalisina, oxaunomicina, peplomicina, pilatina, pirarubicina,
porotramicina, pirindamicina A, RA-l de Tobishl, rapamicina, rizoxina,
rodorubicina, sibanomicina, siwenmicina, SM-5887 de Sumitomo, SN-706 de
Snow Brand, SN-07 de Snow Brand, sorangicina A, esparsomicina, SS-21020
de SS-Pharmaceutical, SS-73138 de SS Pharmaceutical, SS-9816B de SS-
Pharmaceutical, estefimicina B, 4181-2 de Taiho, talisomicina, TAN-868A de
Takeda, terpentecina, trazina, tricozarina A, U-73975 de Upjohn, UCN-10028A
de Kyowa Hakko, WF-3405 de Fujlsawa, Y-25024 de Yoshitoml, zorubicina,

alfa-caroteno, alfa-difluorometilarginina, acitretina, AD-5 de Biotec, AHC-52 de
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| antineoplastén A10, antineplastén A2, antineoplastén A3, antineoplastdn A5,
: antineoplastén AS2-1, APD de Henkel, glicinato de afidicolina, asparaginasa,
avarol, bacarina, batracilina, benflurén, benzotript, BIM-23015 de Ipsen-
Beaufour, bisantreno, BMY-40481 de Bristol-Myers, boro-10 de Vestar,
l:;romofosfamida. BW-502 de Welicome, BW-773 de Wallcome, caracemida,
clorhidrato de cametizol, CDAF de Ajinomoto, clorosulfaquinoxalona, CHX-
2053 de Chemex, CHX-100 de Chemex, CI-921 de Wamer-Lambert, CI-937 de
Wamer-Lambert, CI-941 de Warner Lambert, CI-958 de Wamer-Lambert,
clanfenur, claviridenona, compuesto 1259 de ICN, compuesto 4711 de ICN,
contracn, CPT-11 de Yakult Honsha, crisnatol, curaderm, citocalasina B,
citarabina, citocitina, D-609 de Merz, maleato de DABIS, dacarbazina,
dateliptinio, didemnina-B, dihematoporfirinéter, dihidrolenperona, dinalina,
distamicina, DM-341 de Toyo Pharmar, DM-75 de Toyo Pharmar, DN-9693 de
Daiichl Selyaku, eliprabina, acetato de eliptinio, EPMTC de Tsumura,
argotamina, etopdsido, etretinato, fenretinida, FR-57704 de Fujisawa, nitrato de
galio, genkwadafnina, GLA-43 de Chugai, GR-63178 de Glaxo, NMF-5N
grifolan, hexadecilfosfocolina, HO-221 de Green Cross, homoharringtonina,
hidroxiurea, ICRF-187 de BTG, iimofosina, isoglutamina, isotretinoina, JI-36 de
Otsuka, K-477 de Ramot, K-76COONa de Otsuak, K-AM de Kureha Chemical,
KI-8110 de MECT Corp., L-623 de American Cyanamid, leucoregulina,
lonidamina, LU-23-112 de Lundbeck, LY-186641 de Lilly, MAP de NCI{(US),
maricina, MDL-27048 de Merrel Dow, MEDR-340 de Medco, merbarona,
derivados de merocianina, metianilinoacridina, MGI-136 de Molecular

Genetics, minactivina, mitonafida, mitoquidona, mopidamol, motretinida, MST-
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‘ 16 de Zenyaku Kogyo, N-(retinoil)aminodcidos, N-021 de Nisshin Flour Milling,
| deshidroalaninas A-aciladas, nafazatrom, NCU-190 de Taisho, derlvados de
I. nocodazol, normosang, NSC-145813 de NCI, NSC-361456 de NCI, NSC-
604782 de NCI, NSC-95580 de NCI, octreotida, ONO-112 de Ono,
oquizanocina, Org-10172 de Akzo, pancratistatina, paceliptina, PD-111707 de
Wamer-Lambert. PD-115934 de Wamer-Lambert, PD-131141 de Wamer-
Lambert, PE-1001 de Pierre Fabre, péptido D de ICRHT, piroxantrona,
polihematoporfirina, &cido polipreico, porfirina de Efamol, probimano,
procarbazina, proglumida, proteasa nexin | de Invitrén, RA-700 de Tobishi,
razoxano, RBS de Sapporo Breweries, restrictina-P, reteliptina, dcido retinoico,
RP-49532 de Rhone-Poulenc, RP-56976 de Rhone-Poulenc, SK&F-104864 de
SmithKline, SM-108 de Sumitomo, SMANCS de Kuraray, SP-10094 de
SeaPharm, espatol, derivados de espirociclopropano, espirogermanio, unimed,
S8-554 de SS Phammaceuticals, estripoldinona, astipoldinona, SUN 0237 de
Suntory, SUN 2071 de Suntory, superdxido dismutasa, T-506 de Toyama, T-
680 de Toyama, taxol, TEI-0303 de Taeijin, tenipésido, taliblastina, TJB-29 de
Eastman Kodak, tocotrienol, topostina, TT-82 de Teijin, UCN-01 de Kyowa
Hakko, UCN-1028 de Kyowa Hakko, ucralna, USB-006 de Eastman Kodak,
sulfato de vinblastina, vincristina, vindesina, vinestramida, vinorelbina, vintriptol,
vinzolidina, witanolidas, YM-534 de Yamanouchl, uroguanilina, combretastatina,
dolastatina, idarubicina, epirubicina, estramusting, ciclofosfamida, 9-amino-2-
(S)-camptotecina, topotecdn, irinotecdn (Camptosar), exemestano, decapeptilo

(triptorelina) o un dcido graso omega 3..

Los ejemplos de agentes radioprotectores que pueden utilizarse en una

terapia de combinacién con la forma Ii de sal cristalina de maleato de S-{2-[(1-
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Iminoetil)amino]etil]-2-metll-Lcisteina de esta Invenclon incluyen AD-5,
adqunona, anélogos de amifostina, detox, dimesna, 1-102, MM-159,
deshidroalaninas N-aciladas, TGF-Genentech, tiprotimod, amifostina, WR-
151327, FUT-187, cetoprofeno transdémico, nabumetona, superéxido.
dismutasa (Chiron) y superéxido dismutasa Enzon.

La sal cristalina clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)arﬁino]etll]-z-
metil-L-cisteina de la presente invencién serd también util en el tratamlento o la
prevencién de trastomos o afecciones relacionados con [a anglogénesis, por
ejemplo crecimiento de tumores, metastasls, degeneracién rhacular y
aterosclerosis.

En una realizacién adicional, la presente invencién proporciona también
combinaciones terapéuticas para el tratamlento o la prevencién de trastornos o
afecclones oftdlmicos tales como glaucoma. Por ejemplo, la presente sal
cristalina clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino)etil}-2-metil-L-cisteina
de la invencidn se utilizard ventajosamente en combinacién terapéutica con un
farmaco que reduce la presidn intraocular de pacientes afectados de glaucoma.
Dichos farmacos reductores de la presidn intraocular incluyen sin limitacién
latanoprost, travoprost, bimatoprost o unoprostol. La combinacién terapéutica
de la sal cristalina clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-
cisteina de la presente invencién mas un firmaco reductor de la presién
intraocular serd Gtll porque se cree que cada uno alcanza sus efectos
afectando a un mecanismo diferente.

En otra combinacién de la presente invencion, la presente sal cristalina
clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna de la

invencién puede utilizarse en combinacién terapéutica con un fdrmaco
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» antihiperlipidémico o reductor del nivel de colesterol tal como un fdmmaco
| antihiperlipidémico de benzotiepina o benzotiazepina. Pueden encontrarse
II ejemplos de farmacos antihiperlipidémicos de benzotiepina ttiles en la presente
combinacion terapéutica de la invencién en la patente de EE.UU. n? 5.994.391,
incorporada a la presente memoria como referencia. Se describen algunos
falirmacos antihiperlipidémicos de benzotiazepina en el documento WO
93/16055. Como altemnativa, el farmaco antihiperlipidémico o reductor del nivel
de colesterol util en combinacién con un compuesto de la prasente invencién
puede ser un inhibidor de HMG Co-A reductasa. Los ejemplos de Inhibidores
de HMG-CoA reductasa Utiles en la presente combinacién terapéutica incluyen,
individualmente, benfluorex, fluvastatina, lovastatina, provastatina,
simvastatina, atorvastatina, cerivastatina, bervastatina, ZD-9720 (descrito en la
solicitud de patente PCT n® WO 97/06802), ZD-4522 (n® CAS 147098-20-2 para
la sal de calcio, n® CAS 147098-18-8 para la sal de sodio; descrito en la patente
europea n® EP 521471), BMS 180431 (n? CAS 129829-03-4) o NK-104 (n® CAS
141750-63-2). La combinacién terapéutica de la sal cristalina clorhidrato
maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina de la presente
invencién méas un farmaco antihiperlipidémico o reductor del nivel de colesterol
sard utll, por ejemplo, en la reduccidén del riesgo de formacién de lesiones
aterosclerfticas en vasos sanguineos. Por ejemplo, las leslones
aterosclerdticas se inician a menudo en sitios inflamados de vasos sanguineos.

Estd establecido que los farmacos antihiperipidémicos o reductores del nivel

- de colesterol reducen el riesgo de formacién de lesiones aterosclerdticas al

reducir los niveles lipidicos en la sangre. Sin limitar la invencién a un solo

mecanismo de accién, se cree que de algin modo la sal cristalina clorhidrato
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combinacién actuard concertadamente para proporcionar un control mejorado
de las lesiones ateroscleréticas, por ejemplo, reduciendo la inflamacién de los
vasos sangulneos concertadamente con la reduccién de los niveles lipidicos en.
sangre.

En ofra realizacién de la invencidn, la presente sal cristalina (':Iorhldrato
maleato de S-[2-[(1-iminoetil)Jamino]etil}-2-metil-L-cistelna puede utilizarse en
combinacién con otros compuestos o terapias para el tratamiento de ﬁfeoclonos _
o trastornos del sistema nervioso central tales como migrafia. Por éjemplo, la
presente sal cristalina clorhidrato maleato de S-{2-[(1-iminoetil)amino]etil}-2-
metil-L-cisteina puede utilizarse en combinacién terapéutica con cafelna, un
agonista de 5-HT-1B/AD (por ejemplo un triptano tal como sumatriptano,
naratriptano, zolmitriptano, rizatriptano, aimotriptano o frovatriptano), un
antagonista de dopamina D4 (por ejemplo sonepiprazol), aspirina,
acetaminofeno, ibuprofeno, indometacina, naproxeno de sodio, isomethepteno,
dicloralfenazona, butalbital, un alcaloide del comezuelo (por ejemplo
ergotamina, dihidroergotamina, bromocriptina, ergonovina o metilergonovina),
un antidepresivo ftriciclico (por ejemplo amitriptiina o nortriptiling), un
antagonista serotonérgico (por ejemplo metisergida o ciproheptadina), un
antagonista beta-adrenérgico (por ejemplo propranolol, timolol, atenolol, nadolol
o metprolol), o un inhibidor de monoamino oxldasa (por ejemplo fenelzina o
isocarboxazida).

Una realizacién adicional proporciona una combinacién terapéutica de la
sal cristalina clorhidrato maleato de S{2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-

cisteina de la presente invencién con un compuesto opioide. Los compuestos
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' opioides dtlles en esta combinacién Incluyen sin limitacién morfina, metadona,
| hidromorfona, oximorfona, levorfanol, levalorfano, codelna, dihidrocodelina,
.Idihidrohidroxlcodelnona. pentazocina, hidrocodona, oxicodona, nalmefeno,
etorfina, levorfanol, fentanllo, sufentanilo, DAMGO, butorfanol, buprenorfina,
naloxona, naltrexona, CTOP, diprenorfina, beta-funalirexamina, naloxonazina,
rialorﬁna. pentazocina, nalbufina, naloxona, benzoilhidrazona, bremazocina,
etiicetociclazocina, US50.448, U69.593, espiradolina, norblnaltorfimina,
naitrindol. DPDPE, [D-la®,glu*jdeltorfina, DSLET, met-encefalina, leu-encefalina,
beta-endorfina, dinorfina A, dinorfina B y alfa-neoendorfina. Una ventaja de la
combinacién de la sal cristalina clorhidrato maleato de S-[2-[(1-
Imlnoetll)amino]etil]-2-meti_I-L-cistelna de la presente invencién con un
compuesto opiode es que la presente sal cristalina clorhidrato maleato de S-[2-
[(1-iminoetil)amino]etill-2-metil-L-cistelna de la Invencién permitird una
reduccién de la dosis del compuesto opioide, reduciendo asl el riesgo o la
gravedad de los efectos sacundarlos oploides, tales como la adiccién a
opioides.

Una realizacién adicional proporciona cuatro nuevos disefios de proceso
de cristalizacién de mecanismos diferentes para la preparacién de la sal
cristalina clorhidrato maleato de S-[2-[(1-imincetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna
de la presente invencién con caracteristicas en polvo bruto ajustadas para
preparar facllmente composiciones farmacéuticas que comprenden sal
cristalina clorhidrato maleato de S$-{2-[(1-iminoetil)amino]etil}-2-metil-L-cisteina

junto con un vehlculo farmacéuticamente aceptable.
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EJEMPLOS ILUSTRATIVOS

Los procedimientos para preparar diclorhidrato de ' S[2-[(1-
iminoetif)amino]etil]-2-metil-L-cistalna son conocidos y se describen en -la
patente de EE.UU. de cesién comtin con la presente n® 6.403.830, incorporada.
a la presente memoria como referencia. El ién dipolar libre de S-[2-[(1-
iminoetil)amino]etil}-2-metil-L-cistelna se describe an la solicitud de EE.UU. en
tramitacién Junto con la presente n® de serie 60/453.798, incorporada a.la
presente memoria como referencia. La forma | de maleato dé SH2-[(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina cristalino se describe en la sbdlicitud de
EE.UU. en tramitacién junto con la presente n® de serie 60/453.7986,
incorporada a la presente memoria como referencla. La forma Il de maleato de
S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina cristalino se describe en la
solicitud de EE.UU. en tramitacién junto con la presente n? de serle 60/453.782,

incorporada a la presente memoria como referencia.

Caracterizaclén del clorhidrato maleato de S-[2-[(1-Iminoetil)amino]etil}-2-

metll-L-clsteina

Los cristales de clorhidrato maleato de S&-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-
metil-L-cistelna son birrefringentes con una elongacién positiva cuando se
analizan mediante microscopia de luz polarizada. La sal cristalina clorhidrato
maleato de S-[2-[(1-iminostil)Jamino]etil]-2-metil-L-cistelna tiene una solubilidad

acuosa superior a 150 mg.mr’.

La Flg. 1 es un patrén de rayos X en polvo de dos muestras (ejemplos 9
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| Ambos patrones de difraccién ayudan a establecer los picos caracteristicos
Utiles en la caracterizacién del clorhidrato maleato de S-[2-[(1-

iminoetil)Jamino]etil]-2-metil-L-cistelna cristalino.

La Flg. 2 es una grafica de un estudio de calorimetrfa de bamido
diferencial de una muestra del clorhidrato maleato de S{2-[(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina cristalino. Muestra un solo evento térmico
de fusién/descomposicién a 197,30°C con una entalpfa asoclada de 134,92
J.g". Puesto que el tinico evento térmico estd compuesto por la degradacion
térmica de 4cido maleico en clorhidrato maleato de S2-[(1-
iminoetillamino]etil]-2-metil-L-cisteina cristalina y la fusién de los sdlidos
cristalinos residuales, tanto la temperatura pico como la entalpfa pueden variar
dependiendo de condiciones de andlisis tales como el tamano de muestra, la
velocidad de calentamiento y el procedimiento para la preparacién de muestra.
La Flg. 3 es una representacién termogravimétrica (TGA) de una muestra del
clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)Jamino]etil]-2-metil-L-cisteina cristalino.
La TGA muestra una pérdida de peso de aprcximadamente un 1% en el
intervalo de temperatura de 40-180°C.

La Fig. 4 es una representacién de un estudio de absorcién de humedad
del clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina
cristalino. La absorcibn de humedad del clorhidrato maleato de S-[2-[(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina cristalino a 25°C mediante balance de

humedad por DVS mostré una incorporacién de humedad de aproximadamente
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1,5% entre 0 y 70% de humedad relativa (HR). Entre 70 y 9% de HR, se
Incorporé otro 58% de humedad a los sélidos. Se supone que a 90% de HR la
estructura cristalina se destruyd, produciendo sélidos amorfos altamente
higroscépicos. Durante el ciclo de desorcién (de 80 a 30% de HR), estos.
sdlidos se transformaron en una mezcla de la forma il del maleato de S-[2-[(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina cristalino y el ién dipofar arﬁorl‘o con
cloruro de hidrégeno en exceso. El posterior comportamiento de desorcién_ y
resorcién fue muy similar, hasta la forma Il de maleato de S-[2-[(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina cristalino. El andlisis de rayos X en polvo
de los sélidos al final del experimento confirmé la presencia tanto de forma Il de
maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina cristalino como de

s6lidos amorfos.

La Fig. 5 muestra el espectro Raman del clorhidrato maleato de S-[2-[(1-
Iminoetiljamino]etil]-2-metil-L-cistelna cristalino preparado en el ejempl 20,
Brevemente, el especiro Raman es una firma vibracional de una molécula o
sistema complejo. Su origen se basa en las colisiones ineldsticas entre las
moléculas y los fotones, que son las particulas de luz que componen un haz de
luz. La colisién entre las moléculas y los fotones conduce a un intercambio de
energ(a con el consiguiente cambio de energla, y por tanto de longitud de onda,
del fotdn. Por tanto, un espectro Raman es un conjunto de lineas espectrales
muy estrechas emitidas por moléculas objetivo cuando se iluminan con una luz
incidente. La anchura de cada Ilinea espectral esta fuertemente afectada por la
anchura especiral de la luz incidente, y por tanto se utilizan fuentes de luz

estrechamente monocromaticas tales como laser. La longitud de onda de cada
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| luz incidente, que es la diferencia entre la longitud de onda inversa de la linea
I_ Raman y de la luz incidente. El desplazamiento del niimero de onda, no de la
longitud de onda absoluta, de las llneas Raman es especifico de grupos
atébmicos particulares en las moléculas. Los espectros Raman miden los
éstados de vibracién de moléculas, que estidn determinados por su estructura

molecular.

Cristalizaclén de clorhidrato maleato de S-[2-[(1-Iminocetil)amino]etil}-2-
metll-L-clsteina

La diversa seleccién de ejemplos resefiada aqul para la cristallzacién de
sales mixtas estad organizada en tres subsecciones principales. La primera
subseccidn, los ejemplos 1-8, presenta la descripcién de experimentos que no
consiguieron producir clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-
metil-L-cistelna cristalino polimérficamente puro. En la mayorla de estos
experimentos se obtuvieron mezclas con la forma | de maleato de S-{2-{(1-
iminoetil)Jamino]etil]-2-metll-L-cisteina. Se incluye también una breve discusién
de las razones del fracaso en obtener clorhidrato maleato de S-[2-{(1-
iminoetil)amino]etif]-2-metil-L~cisteina cristalino polimérficamente puro al final
de la subseccion.

La forma cristalina externa de la sal mixta define las dos siguientes
subsecciones. Esie atributo particular del producto esta regido por los distintos
mecanismos de cristalizacién subyacentes y tiens importantes implicaciones

para el desarrollo posterior de una composicién farmacéutica que comprende
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un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las dos formas distintas, con los
fines de esta invencién, se designan desde ahora como “"aglomerados
empaquetados aleatoriamente®, de apariencia global habituaimente, pero no.
necesariamente, no esférica, y "aglomerados empaquetados ordenadamente®,
de apariencia global habituaimente, pero no necesariamente, es'férica. En
general, los cristales primarios que constituyen el aglomerado tienen relaclon_es
de aspecto menores para los aglomerados empaquetados ordenad;amente en
comparacién con los cristales primarios que constituyen los aglomerados
empaquetados aleatoriamente. Con los fines de esta invencién, la relacién de
aspecto se define como la relacién del lado largo al lado corto.

En primer lugar se discuten los ejemplos pertinentes para la
cristalizacién de "aglomerados empaquetados aleatoriamente®, ejemplos 7-19.
Esto es seguido por una discusion sobre el mecanismo de cristalizacién
subyacente que dirige la formacién de aesta forma de cristal particular. Se
incluye también una definicién detallada de “separacién de fases” con los fines
de esta invencién.

Finalmente, en los ejemplos 20-30 se resume la descripcién de diversos
experimentos que siguieron las diversas varlantes de los procesos para los

“aglomerados empaquetados ordenadamente”.

Definiclones de las materias primaas:
El idn dipolar S{2-(1-iminoetil)amino]etil}-2-metil-L-cisteina utilizado en
todos los ejemplos aqul resefados se obtuvo en forma de sélidos liofilizados

amorfos o0 soluciones en DMF.
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‘ La S-2-[(1-iminoetil}amino]etil]-2-metil-L-cisteina sélida se designard

| como S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina liofilizada amorfa en

Il adelante. En la mayoria de los casos, la S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-
cisteina liofilizada amorfa contenfa algo de cloruro de hidrégeno (HCI). Los
equivalentes molares de HCl a S-[2-[(1-iminosetil)amino]etil]-2-metll-L-cistelna
s;e especificardn en cada ejemplo para el lote especifico de S-[2-[(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna liofilizada amorfa utilizada para la
cristalizacién de clorhidrato maleato de S-{2-{(1-iminoetil)amino]etil}-2-metil-L-
cisteina.

La primera solucién madre de DMF/S-[2-[(1-imInoetil)amino)etil}-2-metll-
L-cisteina tenia una composicién aproximada de: S-[2-[(1-imincetil)amino]etil}-
2-metil-L-cisteina 11,7% p/p; agua 0,2% p/p; 4cido maleico 12,4% p/p y cloruro
1,0%. Podria esperarse una variabilidad de un 10% para cada componente de
esta solucién. La concentracién anteriormente citada de acido maleico y cloruro
en la solucién representa aproximadamente 2,0 y 0,5 equivalentes molares
respectivamente por cada equivalente de S-[2-{(1-Iminoetil)amino)etil]-2-metil-L-
cisteina. Esta solucién se designar4 como solucién primaria en DMF de S-[2-
[(1-iminoetil)Jamino]etil]-2-metil-L-cisteina en adelante.

La otra solucién madre de S-[2-{(1-iminoetillamino]etil}-2-metil-L-cisteina
en DMF tenfa una composicién aproximada de: S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-
metil-L-cistelna 11,7% p/p; agua 2,83% p/p; &cido maleico 14,88% p/p y cloruro
1,0%. La concentracion anteriormente citada de &cido maleico y cloruro en la
solucién representa aproximadamente 2,2 y 0,5 equivalentes molares
respectivamente por cada equivalente de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil}-2-metil-L-

cisteina. Esta solucién se designa en adelante como solucién secundaria en
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DMF de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina.

Elemplos de experimentos fallidos con respecto a la pureza polimérfica:

Seils experimentos distintos produjeron mezclas de clorhidrato maleato.
de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna cristalino con forma | cristalina
de maleato de S-2-[(1-iminoetil)amino]etil}-2-metll-L-cistelna. Las 'pequeﬁas
cantidades de este Ulitimo sa detectaron faciimente mediante andlisis DSC.
Ejemplo 1 *

En el ejemplo 1 se anadieron 614 mg de S-{2-[(1-iminoetil)amino]etil}-2-
metil-L-cisteina liofilizada amorfa que contenia 0,25 eq. de HCI (que contenla
aproximadamente 10% de agua), 648 mg de acido maleico, 988 mg de agua DI
y 2.460,7 mg de DMF a un vial de centelleoc de 25 ml equipado con un agitador
magnético. La suspensién se agité para dar una solucién transparente. Se
afiadieron lentamente 16 ml de acetonitrilo a la solucién en allcuotas de 1,0 ml
durante 50 minutos. La turbidez desaparecié completamente tras la terminacién
de la carga. El vial se agité a temperatura ambiente durante 17 horas y
después se calenté a 60°C duranie 40 minutos. Se agité a esta temperatura
durante 40 horas y después se afadieron 2 ml de acetonitrilo. La suspensién
se agité durante otra hora a 60°C, y después se enfrié hasta 25°C durante una
hora y se agité durante 4 horas. La suspensién se descargé en un embudo de
vidrio sinterizado de frita fina. La torta se lavé con 2 ml de acetonttrilo y se secé
al alre durante media hora. Los sélidos se dispusieron en una estufa de vacio a
55%C y 94,8 kPa durante 24 horas. El andlisis por PXRD del producto no mostré

ninguna cantidad apreciable de forma | de maleato de S-[2-[(1-
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» Iminoetil)amino]etil}-2-metil-L-cistelna mezclada con el clorhidrato maleato de
| S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna, sin embargo el anélisls por DSC
indicO que estaba presente algo de forma | de maleato de S-[2-[(1-

iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina en el producto.

é]emplo 2

El ejemplo 2 implicé afiadir 201 mg de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil}-2-
metil-L-cisteina liofilizada amorfa que contenia 0,25 eq. de HCI (que contenia
aproximadamente 10% de agua), 209 mg de 4cido maleico y 1.120 mg de DMF
a un vial de 12 ml equipado con un agitador magnético. La suspensién se agité
para dar una solucién transparente. Se afiadieron lentamente 5 ml de
acetonitrilo a la solucion en alicuotas de 1,0 ml durante 50 minutos. La turbidez
no desapareclé totalmente, sin embargo se afiadieron 7 mg de forma | de
maleato de S-{2-[(1-iminoetil)amino]etil}-2-metil-L-cistelna como cristales
simiente. El vial se agité a tempaeratura ambiente durante 6 horas y después se
calentd hasta 60°C durante 40 minutos. Se agité a esta temperatura durante 40
horas. La suspensién se descargd en un embudo de vidrio sinterizado de frita
fina. La torta se lavé con 2 ml de acetonitirlo y se secé al aire durante media
hora. Los sélidos se dispusieron en una estufa de vaclo a 559C y 94,8 kPa
durante 24 horas. El andlisis por PXRD del producto no mostrd ninguna
cantidad apreciable de forma 1 de maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-

metil-L-cisteina mezclada con clorhidrato maleato de S{2{(1-

- iminoetil)amino]etil}-2-metil-L-cisteina, sin embargo el andlisis por DSC indicé

que la forma | de maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina

estaba presente en el producto.
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El objetivo del ejemplo 3 era determinar si el sembrado con la forma | de
maleato de S-{2-[(1-iminoetil)Jamino]etil]-2-metil-L-cisteina habla contribuido al.
producto polimérficamente impuro del ejemplo 2. Se afiadieron 203 mg de S$-
[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina liofilizada amorfa que con'tenla 0,25
eq. de HCI (que contenla aproximadamente 10% de agua), 208 mg de dcldo
maleico y 1.137 mg de DMF a un vial de 12 ml equipado con uln agitador
magnético. La suspensién se agité para dar una solucién transparente. Se
afiadieron lentamente 4 mi de acetonitrilo a la solucién en allicuotas de 1,0 mi
durante 50 minutos. La turbidez desaparecid totalmente tras la terminacién de
la carga reducida de acetonitrilo. El vial se agité a temperatura ambiente
durante 8 horas y después se calentd hasta 60°C en 40 minutos. Se aglté a
esta temperatura durante 40 horas y después se enfri® a temperatura
ambiente. La suspensién se descargd en un embudo de vidro sinterizado de
frita fina. La torta se lavé con 2 ml de acetonitriio y se secé al aire durante
media hora. Los sélidos se dispusieron en una estufa de vacio a 55°C y 94,8
kPa durante 24 horas. El andlisis por PXRD del producto no mostré ninguna
cantidad apreclable de forma | de maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-
metil-L-cistelna mezclada con clorhidraio maleato de S{2-[(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna, sin embargo el anélisis por DSC Indicé
que !la forma | de maleato de S-[2-[(1-iminoetil}amino]etil]-2-metil-L-cisteina

estaba presente en el producio.



10

15

20

© N\

Ejemplo 4

El objetivo del ejemplo 4 era estudiar el comportamiento de

cristalizacién a temperaturas subambientales. Se afadleron 201 mg de S{2-

[(1-iminoetil)Jamino]etif]-2-metil-L-cisteina liofilizada amorfa que contenia 0,25
e;q. de HCI (que contenfla aproximadamenie 10% de agua), 209 mg de é4cido
maleico y 1.141 mg de DMF a un vial de 12 ml equipado con un agitador
magnético. La suspension se agité para dar una solucién transparente. Se
afiadieron lentamente 4 mi de acetonitrilo a la solucién en allcuotas de 1,0 mi
durante 50 minutos. La turbidez desaparecié completamente tras la terminacién
de la carga. El vial se enfri6 hasta —5°C y se agit6 durante 24 hores. La
solucién se habla vuelto una suspensién "de tipc gel” muy densa de sélidos
cristalinos. Se afiadieron 4 ml de acetonitrilo a la suspensién para diluifa. Se
calenté de nuevo entonces hasta 25%C y se agité durante 4 horas. La
suspensidn se descargd en un embudo de vidrio sinterizado de frita fina. La
torta se lavé con 2 ml de acetonitrilo y se secé al alre durante media hora. Los
solidos se dispusieron en una estufa de vacio a 40°C y 94,8 kPa durante 24
horas. El andlisis por PXRD del producto no mostrd ninguna cantidad
apreciable de forma | de maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-
cistelna mezclada con clorhidrato maleato de S-[2-{(1-iminoetil)amino]etil}-2-
melil-L-cistelna, sin embargo el anélisis por DSC indicd que la forma | de

maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina estaba presente en el

. producto.
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Ejemplo §

En el ejemplo 5, el contenido de 4cido-malelco del sistema es redu]o_ un
25%. Implicé afadir 304 mg de S-[2-(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina.
liofiizada amorfa que contenia 025 eq. de HCI (gque contenia
aproximadamente 10% de agua), 241 mg de 4cido maleico y 1.659 m.g de DMF
a un vial de 12 ml equipado con un agitador magnético. La suspensién se ag_lto
para dar una solucidn transparente. Se afiadieron Ientamentel 4 ml de .
acetonitrilo a la solucién en alicuotas de 1,0 ml durante 50 minutos. L'a turbidez
del sistema lo convirtié en una masa viscosa sélida en el fondo del vial después
de la terminacién de la carga de acetonitrllo. El vial se calenté hasta 60°C en 40
minutos. A las 2,5 horas a 60%C, se observaron sélidos en el vial. Sin embargo,
parecfan pegados a las paredes del vial y por lo tanto se rascaron con una
espétula y se suspendieron de nuevo en la solucidn, La suspensién se agité a
esta temperatura durante 19 horas y después se descargé en un embudo de
vidrio sinterizado de frita fina. La torta estaba muy humeda. Se resuspendié en
2 ml de acetonitrilo y después se lavd. La torla se seco al alre durante media
hora. Los sélidos se secaron después al aire en una placa de cristalizacién
ablerta durante 2 horas. El anélisis por PXRD del producto mostré una cantidad
apreciable de forma | de maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil}-2-metil-L-
cisteina mezclada con clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-

metil-L-cistelna. El andlisis por DSC confirmé los resultados de PXRD.
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' El objetivo del ejemplo 6 era aumentar el rendimiento utillzando un
| régimen de adicién modificado para niveles de acetonitrilo similares a los del
:ejemplo 5. Implicéd anadir 301 mg de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil}-2-metil-L-
cisteina liofilizada amorfa que contenfa 0,25 sq. de HCl (que contenla
aproximadamente 10% de agua), 241 mg de 4cido malelco y 1.660 mg de DMF
a; un vial de 12 ml equipado con un agitador magnético. La suspensién se agitd
para dar una solucién transparente. Se afadieron lentamente 3 ml de
acetonitrilo a la solucién en alicuotas de 1,0 ml durante 50 minutos. La turbidez
del sistema desaparecid tras !la terminacién de la carga de acetonitrilo y se
observaron cristales a los 30 minutos. La suspensidn se agité a temperatura
ambiente durante 3 horas y después se afiadid 1 ml de acetonitrilo. Se continué
la agitacin a temperatura ambiente durante 19 horas. La suspensién se
descargé en un embudo de vidrio sinterizado de frita fina. La torta se lavé con 2
ml de acetonitrilo y se secé al aire durante media hora. Los sélidos se secaron
después al aire en una placa de cristalizacién abierto durante 2 horas. El
andlisis por PXRD del productio no mostréd ninguna cantidad apreciable de
forma | de maleaio de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina mezclada
con clorhidrato maleato de S{2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna, sin
embargo el andlisis por DSC indicé que la forma | de maleato de S{2-[(1-

iminoetil)amino]etil]l-2-metil-L-cisteina estaba presente en el producto.
Discusién de los ejemplos 1-6

El anélisis témico de las muestras sélidas intermedias extraldas durante

diversas etapas de los experimentos resefiados anteriormente indicé que la
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forma | de maleato de S-[2-[(1-Iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna cristallzé
durante el enfriamiento o los periodos prolongados de equilibrado a cualquiera
de las temperaturas de equilibrado resefiadas antsriorments. Esto implica una
nucleacién secundarla de la forma | de maleato de S-{2-[(1-iminoetil)aminc]etil}-
2-metil-L-cisteina durante las Gltimas etapas de la cristallzacién. Sin desear
quedar ligados a teoria alguna, se cree que esio se explica debildo a que,
durante !os periodos de equilibrado, en el sistema se elimina totalmente el HCI
mediante la formacién de clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)an.'llno]etill-z-
metil-L-cistelna cristalino. Sin embargo, existen todavia 0,5 equivalehtes de S-
[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina y 1,75 equivalentes de &cido
maleico en el sistema a concentraciones probablemente superlores a la
solubilidad de la forma | de maleato de S-[2-[(1-iminoetil)aminojetil}-2-metil-L-
cisteina. Cuando el sistema intenta desaturarse adiclonalmente medlante
enfriamiento, adicién de antidisolvente, periodos de equilibrado o un contenido
de &cido maleico reducido, la sobresaturacién con respecto a la forma | de
maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina se elimina mediante
su cristalizacién en presencia de todas las superficies heterogéneas ofrecidas
por los cristales de clorhidrato maleato de S-[2-[(1-Iminoetil)amino]etil]-2-metil-
L-cisteina.

En resumen, para experimentos en condiciones deficientes de HCI,
cualquier intento de aumentar la sobresaturacién del sistema en cualquier
etapa medlante la adicibn de antidisolvente, enfrlamiento o reduccién del
contenido de acido maleico puede conducir a una pérdida del control con
respecto a la pureza polimérfica del producto. En un sistema de

DMF/acetonitrilo en dicho estado deficiente de clorhidrato, pueden esperarse
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1 mezclas con la forma | de maleato de S-[2-[(1-Iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-

| cisteina.

Ejemplos de aglomerados empaquetados aleatorlamente

Los ejemplos 7, 8 y 9 tenlan cantidades estequiométricas de HCI con
l:elaclén a la S[2-(1-iminoetil)aminojetil}-2-metil-L-cisteina para cristalizar
clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetillamino]etil]-2-metil-L-cistelna. Los
ejemplos 7 y 8 representan experimentos realizados a bajos niveles de agua y
acetonitrilo. El ejemplo 9 es un experimento realizado al contenido de agua y
niveles de acetonitrilo estandar.

Los experimentos captados en los ejemplos 10 a 19 se realizaron para
demostrar que el clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetiljamino]etil]-2-metil-L-
cisteina podia cristallzarse y aislarse en un amplio intervalo de valores para los
equivalentes molares de HCI con respecto a la S-{2-{(1-iminoetil)amino]etil]-2-
metil-L-cisteina.

Los ejemplos 10, 11, 12 y 13 se realizaron todos al 26% de la cantidad
necesaria de HCI con respecto a la S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-
cisteina para cristalizar clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-
metil-L-cisteina. El ejemplo 13 implicé la precipitacion directa de clorhidrato
maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina, mientras que los
ejemplos 10 a 12 implicaron la precipitacién de la iorma | o Il del maleato de S
[2-[(1-Iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina, seguido de la conversién de fase
mediada por solucién en clorhidrato maleato de S-{2-[(1-iminoetil)amino]etil}-2-
metil-L-cistelna cristalino mediante calentamiento y/o periodos de equillbrado

prolongados a temperaturas seleccionadas.
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Los ejlemplos 14, 15 y 16 se realizaron todos al 50% de la cantidad
necesaria de HCI con respecto a la S-[2-{(1-iminoetil)aminojetil}-2-metil-L-
cistelna para cristalizar clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-
metil-L-cisteina. Los eljemplos 14 y 15 implicaron la precipitacién directa de.
clorhidrato maleato de S-[2-[{1-Iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna, mientras
que el ejemplo 14 implicé la precipitacién de la forma 1 o |l del maleat'o de S[2-
[(1-imInoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna, seguido de la conversién de fa_se
medlada por solucién en clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoatil)arﬁino]etll]-z- .
metil-L-cistelna cristalino mediante calentamiento y/o periodos de équilibrado
prolongados a temperaturas seleccionadas.

Los ejemplos 17, 18 y 19 se realizaron a niveles de HCI mayores de los
necesarios por consideraciones estequiométricas para convertlr S{2-[(1-
iminostil)aminojetil)-2-metil-L-cisteina en clorhidrato maleato de &-[2-(1-

iminoetil)Jamino]etil]-2-metil-L-cistaina cristalino.

Elemplo 7

Se afiadieron 1,46 g de agua desionizada a 126,1 g de la solucién
primaria en DMF de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina para llevar el
contenido de agua de la solucin primaria en DMF de S[2-(1-
iminoetil)amino]etil}-2-metil-L-cistelna al 1,63%. Se cargaron 125,5 g de esta
solucién en un reactor con camisa de 500 mi con agitacién fijada a 354 rpm. Se
anadieron un total de 126,58 g de acetonitrilo al reactor mediante una bomba a
una velocidad de 1,4 m! por minuto durante dos horas. Los cristales se hablan
formado durante el periodo de adicidn. El sistema se agité durante un total de

53 horas y después la suspensién se descargd y se filtr6 en un embudo de
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 vidrio sinterizado de frita fina. La filtracién fue extremadamente rdpida. La torta
| se aclaré con 83 ml de acetonitrllo y se secé al aire durante 24 horas. Pesé

13,48 g.

Ejemplo 8

| Se afiadieron 109 pl de agua desionizada a 7,5 g de solucién primaria en
DMF de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna para llevar el contenido
de agua de la solucién primaria en DMF de $-[2-[(1-iminoetil)amino]etil}-2-metil-
L-cisteina al 1,63%. Esta solucién se cargd en un matraz de fondo redondo de
25 mi agitado con una perla magnética. Se afadieron un total de 7,85 g de
acetonitrilo al matraz en allcuotas de 0,56 ml cada tres minutos durante 54
minutos. El sistema se agité durante un total de 72 horas y después se
descargd la suspensién y se filtr6 en un embudo de vidro sinterizado de frita
fina de 15 mi.

La filtracién fue lenta. La torta se aclard con 4 ml de acetonltrilo y se
secd al aire durante 24 horas. Algunos sdlidos habian cristalizado en las
paredes del matraz de fondo redondo. Se aislaron separadamente. E! balance
de masas de todos los sélidos aislados indicé que los sélidos en la pared
representaban un 65% del producto completo. Las microfotograffas por SEM de
los sélidos de 1a suspension y las paredes confirnaron que estos experimentos
produjeron una forma de "aglomerado empaquetado aleatoriamente™ para el

clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina cristalino.

El elemplo 9 se reallzd con S{2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-
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cisteina liofilizada amorfa (que contenfa aproximadamente 10% de agua) que
no contenfa HCI. El procedimiento implicé afadir 565 mg de  S[2-](1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna liofilizada amorfa (que contenia
aproximadamente 10% de agua), 599 mg de &cido maleico, 105 mg de HCI.
concentrado al 37% (acuoso) y 2.969 mg de DMF a un vial de 12 ml equipado
con un agitador magnético. La suspensién se agitdé para dar una solucién
transparente. Se afiadieron lentamente 7,5 ml de acetonitrilo a la solucién en
alicuotas de 0,5 ml durante 25 minutos. Ocurrié una cristalizacién sllgniﬁcativa .
durante la adicién del acetonitrilo. El vial se agité a temperatura’ amblente
durante 24 horas y después se filtré en un embudo de vidrio sinterizado de frita
fina. La torta se lavé con 4 mi de acetonitriio y se secé al aire durante media
hora. Los sdlidos se dispusieron en una estufa de vaclo a 55%C y 94,8 kPa
durante 24 horas.

La Flg. 6 muestra una microfotografia del producto. Parece que los
solidos son aglomerados empaquetados aleatoriamente compuesios por
cristales primarios muy pequefos, quizds submicroscdpicos. Todos los datos
anallticos de los sélidos secados en estufa de este experimento confirmaron su
identidad como clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)Jamino]etil}-2-metil-L-
cistelna cristalino. La Fig. 1, como se describe con méas detalle a continuacién,
muestra un patrén de difracciéon de rayos X en polvo (patrén superior) de
clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina cristalino
obtenido a partir de este ejemplo. La Fig. 7 muestra fotos por SEM de los

aglomerados empaquetados aleatoriamente del producto de este ejemplo.
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! Ejemplo 10

| En el ejemplo 10, se afiadieron 301 mg de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-

II 2-metil-L-cistelna liofilizada amorfa que contenla 0,13 eq. de HCI (que contenla
aproximadamente 10% de agua), 317 mg de 4cido maleico, 1.239 mg de DMF
Y 457 mg de agua DI a un vial de 12 ml equipado con un agitador magnético.
l:a suspensién se agité para dar una solucién transparents. Se afadieron
lentamente 8 ml de acetonitrilo en alfcuotas de 0,5 ml. El sistema se agit6é a
temperatura ambiente durante 24 horas para cristalizarlo. La temperatura del
vial se aumenté después hasta 55°C, y se mantuvo a esta temperatura durante
48 horas. La fotomicroscopia de las muestras en suspensién justo antes del
calentamiento y después de 48 horas a temperaturas elevadas confirmé que
habla ocurrido la conversibn de fases a clorhidrato maleato de S-[2-[(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina cristalino. La suspensién a 55°C se filtré
rapidamente en un embudo de vidrio sinterizado de frita fina de 30 ml y la torta
se lavo con 1 ml de acetonitrilo. Los sélidos se secaron al aire durante 2 horas.
Los datos analiticos del producto confirmaron que era clorhidrato maleato de S-
[2-{(1-Iminocetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina. El andlisis de RMN de protén
indicé que el producto puede haber atrapado DMF a 0,06 mol por mol de

clorhidrato maleato de S-[2-[(1-Iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna.

Ejemplo 11

En el ejJemplo 11, se afiadieron 313 mg de S-[2-{(1-iminoetil)amino]etil}-

. 2-metil-L-cisteina liofilizada amorfa que contenia 0,13 eq. de HCI (que contenia

aproximadamente 10% de agua), 313 mg de dcidc maleico, 1.247 mg de DMF
y 453 mg de agua DI a un vial de 12 ml equipado con un agitador magnético.



10

15

20

25

A

-49-

La suspensién se agité para dar una solucién transparents. Se afiadieron
lentamente 8 ml de acetonitrilo en alicuotas de 1,0 ml. La cristalizacién parecfa
haber ocurrido con la adicién de 7,5 mi de acetonitrllo. La carga se completé sin
embargo hasta 8 ml, y la suspensién se agité a temperatura ambiente durante.
24 horas para desaturar. La temperatura del vial se aumentd después hasta
56°C, y se mantuvo a esta temperatura durante 24 horas. La fotom'icroscopla
de muestras en suspensién justo antes del calentamiento y después de 24
horas a temperatura slevada confirmé que habla ocurrido la con\.rersién .de
fases a clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetillamino]etil]-2-metil>L-cistelna
cristalino. La suspensién a 569C se fittré radpidamente en un embudo de vidrio
sinterizado de frita fina de 30 ml y la torta se lavé con 1 ml de acetonitrilo. Los
sdlidos se secaron al aire durante 2 horas. Los datos analiticos del producto
confirmaron que era clorhidrato maleato de S-[2-[(1-Iminoetil)amino]etil]-2-metil-
L-cisteina. El andlisis por RMN de protén indicé que no habla DMF atrapada en
el producto.

Ejlemplo 12

El ejemplo 12 se realizé para determinar si el clorhidrato maleato de S-
[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina podia nuclearse directamente
iniciando el proceso de cristalizacién a una temperatura elevada y si podia
evitarse la filtracién de la suspensién en caliente. Se afiadieron 302 mg de S-[2-
[(1-iminoetil)amino]etil}-2-metil-L-cisteina licfilizada amorfa que contenia 0,13
eq. de HCI (que contenia aproximadamente 10% de agua), 321 mg de 4cido
maleico, 1.223 mg de DMF y 453 mg de agua a un vial de 12 ml equipado con
un agitador magnético. La suspensién se calenté a 60°C y se agité para dar
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} una solucién transparente. Se afnadieron lentamente 8 ml de acetonitrilo a la
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| solucién a 60°C en alfcuotas de 1 ml. No se observé cristalizacién durante el
| proceso de adicién, sin embargo, se formaron cristales a los 20 minutos de la
- terminacién de la carga de acetonitrilo. La suspensién se agité a 60°C durante
25 horas y se afiadieron 2 ml de acetonitrilo para reducir la actividad de agua
ciel sistema. La suspensién se agitdé a 602C duante otras 20 horas y después se
enfrié naturaimente hasta temperatura ambiente y se agité durante 2 horas
antes de filtrar en un embudo de vidrio sinterizado de frita fina. La torla se
aclaré con 2 ml de acetonitrilo y se secd al aire durante 20 minutos. Los datos
analiticos del producto confirnaron que era clorhidrato maleato de S-[2-[(1-

iminoetil}amino]etil]-2-metil-L-cisteina cristalino.

Ejemplo 13

El ejemplo 13 se realizé en DMF/acetonitrilo para simplificar el sistema
disolvente. El procedimiento implicé afadir 202 mg de S[2-(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina liofilizada amorfa que contenia 0,13 eq.
de HCI (que contenfa aproximadamente 10% de agua), 213 mg de &cido
maleico y 1.139 mg de DMF a un vial de 12 ml equipado con un agitador
magneético. La suspension se calentd a 60°C y se agité para dar una solucién
transparente. Se aiadieron lentamente 4 ml de acetonitrilo a la solucién a 609C
en alicuotas de 1 ml durante 20 minutos. Se observaron cristales a los 20
minutos de la terminacién de la carga de acetonitrilo. La suspensién se agitd
durante 24 horas a 60°C y después se enfri6 hasta 25°C en 45 minutos. Se
agité a 25°C durante 2 horas y despuds se filtrd en un embudo de vidrio

sinterizado de frita fina. La torta se lavé con 1 ml de acetonitrilo y se secé al
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' aire durante 20 minutos. Los sdélidos se secaron después en una estufa de
| vacio a 40°%C a 94,8 kPa de vaclo durante 24 horas. El andlisis de RMN de
:protén de los sdlidos antes de secar en estufa, sin embargo, indicé que no
habia DMF atrapada en los sdlidos. El secado en estufa fue por tanto
innecesario. Todos los datos analiticos de los sélidos secados al aire y secados
al vacio de este experimanto confirmaron que los sdlidos eran clorhidrato

maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna cristalino.

Ejemplo 14

En el ejJemplo 14, se afiadieron 311 mg de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-
2-metil-L-cisteina liofilizada amorfa que contenla 0,25 eq. de HCI (que contenla
aproximadamente 10% de agua), 321 mg de acido malelco, 1.231 mg de DMF
y 451 mg de agua DI a un vial de 12 ml equipado con un agitador magnético.
La suspensién se agité para dar una solucién transparente. Se afiadleron
lentamente 8 ml de acetonitrilo en alicuotas de 0,5 ml y se agité a temperatura
ambiente durante 24 horas para desaturar. La temperatura del vial se aumenté
después hasta 579C y se continué la agitacién durante otras 24 horas. La
suspensién a 57°C se filtré rapidamente en un embudo de vidrio sinterizado de
frita fina de 30 ml y la torta se lavé con 1 ml de acetonitrilo. Los sélidos se
secaron al aire durante 30 minutos y después se dispusieron en una estufa de
vacfo a 40°C y 98,4 kPa de vacio durante 24 horas. Los datos analiticos del
proeducto confirmaron que era clorhidrato maleato de S{2-[(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistefna cristalino. El andlisis de RMN de protén
indicé que ni los sélidos secados al aire ni secados a vaclo hablan atrapado
DMF.
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Ejlemplo 15

El ejemplo 15 se realizé en DMF/acetonitrilo para simplifiar el sistema
disolvente. El procedimiento implicé afiadir 608 mg de S{2-(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-ciste/na liofilizada amorfa que contenla 0,25 eq.
de HCI {que contenia aproximadamente 10% de agua), 648 mg. de é&cido
maleico y 3.320 mg de DMF a un vial de 25 ml equipado con un agitador
magnético. La suspensién se agité para dar una solucién transparente. Se
anadieron lentamente 10 ml de acetonitrllo a la solucién en allcuotds de 2 mi
durante 20 minutos. Se observaron cristales a los 20 minutos de la terminacién
de la carga de acetonitrilo y se observé una extensa precipitacién a las 4 horas.
La suspension se agité durante 19 horas y después se exirajo una muestra
solida para comprobacién interna. El anélisis térmico de la muestra indicé que
puede contener algo de forma | de maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil}-2-
metil-L-cisteina. La suspensién se calenté por lo tanto a 50%C para disolver
selectivamente la forma | de maleaio de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-
cisteina. La muestra sélida extraida 30 minutos después de alcanzar los 50°C
indicé que la forma | de maleato de S{2-[(1-iminoetillJamino]etil]-2-metil-L-
cistelna se habia eliminado completamente de los sdlidos deseados. Se
anadieron 4 ml de acetonitrilo a la suspensién a 50°C, dos horas después de
alcanzar la temperatura elevada. La suspensién se mantuvo a 50°C durante
otra hora y después se enfrié6 hasta 0°C en cinco horas y media utilizando un
gradiente lineal de temperaturas. Se agité a 0%C durante 40 horas y después se
filtr6 en un embudo de vidrio sinterizado de frita fina. La filtracién fue

extremadamente lenta. La torta se lavé con 4 ml de acetonitrilo y se secé al aire
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Edurante 1 hora. La torta secada al aire pesé 198 mg. Esto no refleja sin
| embargo el verdadero rendimiento del proceso, debido a que se extrajeron
:clnco muestras sélidas en proceso de hasta 30 mg cada ﬁna durante este
experimento. El anilisis de RMN de protén del producto secado al aire indicéd
que habia 0,035 equivalentes molares de DMF en los sélidos. El andlisis de la
oloncentracién en las aguas madre antes del enfriemiento hasta 0°C y después
de 19 horas mantenidas a esta temperatura indicé que esta operacién no
ayudaba a desaturar més el sistema. Esto puede ser debido, sin embargo, a la
completa eliminacién del HC! incluso antes de enfriar el sistema. Los datos
anallticos del producto confirnaron que era clorhidrato maleato de S-[2-[(1-

iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna cristalino.

Ejemplo 16

El ejemplo 16 se realiz6 para optimizar los volimenes de acetonitrilo,
evaluar una reduccién del 25% de la cantidad de &cido maleico (para mejorar el
rendimiento) y reducir y racionalizar los tiempos de equilibrado. Se afiadieron
304 mg de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina liofilizada amorfa que
contenfa 0,25 eq. de HCI (que contenia aproximadamente 10% de agua), 240
mg de &cido malelco y 1.662 mg de DMF a un vial de centelleo de 12 ml
equipado con un agitador magnético. La suspensién se agité para dar una
solucién transparente. Se aiiadieron lentamente 3 ml de acetonitrilo a la

solucién en allcuotas de 0,5 ml durante 20 minutos. Se obsarvaron cristales a

- las 2 horas de la carga de acetonitrilo. El vial sa agité durante 22 horas y

después se filtr6 en un embudo de vidrio sinterizado de frita fina. La torta se

lavd con 2 ml de acetonitrilo y se secé al aire durante media hora. Los sélidos
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se dispusieron en una estufa de vacio a 55°C y 94,8 kPa durante 24 horas. El
andlisis d@e RMN de protén de los sélidos secados en estufa indicd que habla
0,03 equivalentes molares de DMF en los sélidos. El analisls de concentraclén
del filtrado indicé que esta formulacién tenfa un rendimiento molar de.
aproximadamente un 50%. Esto puede suprimirse, sin embargo, debido a la
completa eliminacién del HCIL. Los datos analiticos del producto cénflrmaron
que era clorhidrato maleato de S-[2-[(1 -iminoetil)amino]etil]-z-metiI-L-cistel_na

cristalino.

EjJemplo 17

El objetivo del ejemplo 17 era estudiar la cristalizacién de clorhidrato
maleato de S-[2-[(1-iminoetil)Jamino]etil]-2-metil-L-cisteina a 0,63 equivalentes
molares de HCl (exceso 0,13 molar). Se anadieron 220 mg de S-[2-[(1-
iminoetil)aminojetil}-2-metil-L-cisteina liofilizada amorfa que contenfa 0,13 eq.
de HCI (que contenla aproximadamene 10% de agua), 232 mg de 4cido
maleico, 31,98 mg de HCI concentrado al 37% (acuoso) y 1.164 mg de DMF a
un vial de 12 ml equipado con un agitador magnético. La suspensién se agité
para dar una solucién transparente. Se afiadieron lentamente 3,0 ml de
acetonitrilo a la solucién en alicuotas de 0,5 ml durante 25 minutos. La turbidez
desaparecié completamente tras la terminacién de la carga, sin embargo pudo
obsarvarse clerto residuo oleoso en las paredes del vial. El vial se agité a
temperatura ambiente durante 17 horas y después se filtré6 en un embudo de
vidrio sinterizado de frita fina. La torta se lavé con 2 ml de acetonitrilo y se secé
al aire durante media hora. La torta se habla comprimido muy estrechamente y

fue dificll extraerla del embudo. Los sdlidos se dispusieron en una estufa de
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: vaclo a 55%C y 94,8 kPa durante 24 horas. Los andllsis del filtrado Indicaron un
| rendimiento molar de aproximadamente un 75%. Los datos analfticos del
producto confirmaron que era clorhidrato maleato de S2-[(1-

Iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna cristalino.

é]emplo 18

El experimento 18 se realizd a 0,63 equivalentes molares de HCI
(exceso molar de 0,13) con un mol de butanol por cada mol de S{2-[(1-
Iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna. Se estudié la adicién controlada de
butanol debido a que puede ser una impureza potancial en la alimentacién de
S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina. Se afadieron 210 mg de S-[2-
[(1-iminoetil)aminc]etil]-2-metil-L-cistelna liofilizada amorfa que contenia 0,13
eq. de HCI (que contenfa aproximadamente 10% de agua), 232 mg de Acido
maleico, 72 mg de butanol, 36,0 mg de HCI concentrado al 37% (acuoso) y
1.186 mg de DMF a un vial de 12 ml equipado con un agitador magnético. La
suspension se agité para dar una solucién iransparente. Se afadieron
lentamente 3,0 ml de acetonitrilo a la solucién en allcuotas de 0,5 ml durante 25
minutos. El vial se agitd a temperatura ambiente durante 17 horas y después se
filtr6 en un embudo de vidrio sinterizado de frita fina. La torta se lavé con 2 mi
de acetonitrilo y se secé al aire durante media hora. Los sdlidos se dispusieron
en una estufa de vaclo a 55%C y 94,8 kPa durante 24 horas. E! andlisis del
fitrado indicé un rendimiento molar de aproximadamente un 60%. Los datos
anallticos del producto de este experimento confirmaron la formacién de
clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino)etil]-2-metil-L-cisteina cristalino

@ indicaron que la presencia de butanol no conduce a ningln efecto adverso
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sobre la calidad del cristal. Sin embargo, el rendimiento del proceso se reduce.

Experimento 19

El experimento 18 se realizd a 0,88 equivalentes molares de HCI.
(exceso molar de 0,33). Se afiadieron 221 mg de S-{2-[(1-iminoetil)amino]etil]-
2-metil-L-cistelna liofilizada amorfa que contenfa 0,13 eq. de HCI (que'l contenla
aproximadamente 10% de agua), 233 mg de 4cido maleico, 54,0 mg de H_CI
concentrado al 37% (acuoso) y 1.196 mg de DMF a un vial de 12 mll equipado
con un agitador magnético. La suspensién se agité para dar una solucién
transparente. Se afladieron lentamente 3,0 ml de acetonitrilo a la solucién en
allcuotas de 05 ml durante 25 minutos. La turbidez desaparecid
completamente tras la terminacion de la carga, sin embargo, pudo observarse
clerto residuo oleoso en las paredes del vial. El vial se agité a temperatura
ambiente durante 17 horas y después se filtr6 en un embudo de vidrio
sinterizado de frita fina. La torta se lavé con 2 ml de acetonitrilo y se secé al
aire durante media hora. La torta se habla comprimido muy estrechamente y
fue dificil de extraer del embudo. Los sélidos se dispusieron en una estufa de
vacio a 55%C y 94,8 kPa durante 24 horas.

El andisis del filtrado indicé un rendimiento molar de aproximadamente
un 58%, que es significativamente menor que el 75% observado en
experimentos en los que la concentracibn de HCl era mis cercana a la
estequiométrica. Por lo tanto, parece que tanto el exceso como la deficiencia
de HCI en el sistema tiende a reducir los rendimienios. Los datos analiticos del
producto de este experimento confirmaron la formacién de clorhidrato maleato

de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina cristalino.
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| Discuslién de los ejemplos de aglomerado empaquetado aleatorlamente

'. Aunque los ejemplos 10 a 19 demostraron que el clorhidrato maleato de
&-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina podia cristalizarse en
condiciones que representan una grave deficiencia o exceso de HCI con
r'especto a la &[2-[{1-iminoetil)amino]etil}-2-metil-L-cisteina, todos estos
ejemplos representan condiciones subdptimas para la cristalizacién del
clorhidrato maleato de S-[2-[(1-Iminoetillamino]etil]-2-metil-L-cistelna. Esta
discusién se limitaria por lo tanto a los procedimientos méds dptimos para la
cristalizaciéon del clorhidrato maleato de S-[2-{1-Iminoetil)amino]etil]-2-metll-L-
cistelna, que se captan mejor por los ejemplos 7 a 9.

Los ejemplos 7 y 8 difleren sélo en la naturaleza de la agitacion
proporcionada al sistema. El primero empleaba un motor suspendido
conectado a un eje y una hoja "de media luna® que no toca ninguna superficie
del matraz de cristalizacién, mientras que el segundo empleaba una peria
magnética en contacto con la superficie del fondo del matraz de cristalizacién.
La perla se agité con una placa magnética. Esta variable se astudié en estos
ejemplos para demostrar que la forma aglomerada empaquetada
aleatoriamente del ejemplo 8 no se modificd por el uso de la perla magnética,
que habia mostrado la tendencla de convertir agiomerados empaquetados
ordenadamente en aglomerados empaquetados aleatoriamente tras largos
periodos de equilibrado (véase el ejemplo 26). Ambos ejemplos utilizaron 2,0
equivalentes molares de 4cido maleico y 0,6 equivalentes molares de HCI por
cada mol de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina. El contenido de

agua del sistema se mantuvo al 1,63% (medido antes de la adicién de
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acetonitrilo), mientras que la relacién de acetonitrilo a DMF fue de 1,4 en
peso/peso. En el ejJemplo 9, el contenido de agua del sistema fue del 2,3%
antes de la adicién de acetonitrilo, mientras que la relacién de acetonitrilo a
DMF fue de 1,98 en peso/peso. Tanto la S-[2-[(1-Iminoetil)Jamino]etil]-2-metil-L-.
cistelna como el clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-
cisteina son altamente solubles en agua, y por lo tanto el uso de agu'a extra en
el ejemplo 9 permitié aumentar la relacién de acetonitrilo a agua a 1,98 sin una
cristalizacién ain mas significativa durante la adicién de acetonitrilo. |

Estos tres experimentos se caracterizan por: a) una nucleacién répida y
una cristalizacién significativa del clorhidrato maleato de S-[2{(1-
iminoetil)amino)etil]-2-metil-L-cisteina durante la adicién de acetonitrilo, dando
como resuitado una rapida desaturacién del sistema; b) un crecimiento
acelerado de la cara cristalina de crecimiento méas rédpido, dando como
resultado relaciones de aspecto mayores; y c) ninguna indicacién visual u otra
de una separacién de fases sostenida durante o tras la terminacién de la carga
de acetonitrilo. La definicion, discusion y significado detallados de la separacién
de fases se pospondra hasta la siguiente subseccidn sobre la discusién de la
técnica de cristalizacién por QESD. Con el fin de esta discusién, resulta
suficiente decir que la carencia de separacién de fases contribuye también a la
rapida cristalizacién observada en estos tres ejemplos.

En ausencia de la separacién de fases, la ripida cristalizacién conduce a
la formacion de cristales de tipo aguja muy pequefios sl la mayoria de la
desaturacién ocurre mediante nucleacién a partir de una solucién, o cristales de
tipo aguja ligeramene alargados si ocurre mds desaturacién mediante un

crecimiento cristalino rapido a lo largo de la dimensién larga del cristal. Cada
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. escenario puede conducir a aglomerados empaquetados aleatoriamente
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| mediante la compactacién de la torta durante la filtracién o incluso en’el matraz
de cristalizacion sl se proporciona una alta agitacién (por ejemplo a pm

superiores a 350 en el ejemplo 7).

I."Jeﬂnlcldn detallada de la separacién de fases

Con los fines de esta invencién, la separacién de fases se define como
cualquier estado del sistema de cristalizacién que comprende méas de una fase
llquida y/o sélidos que no sean cristalinos. Estos sélidos no cristalinos podrian
parecer una masa pegajosa visualmente observable habitualmente, pero no
necesariamente, completamente amorfa, aunque la segunda fase Ilquida
podria parecer una emulsién observable visual y/o microscrépicamente, una
emulsién no observable visual y/o microscépicamente (por ejemplo debido a un
muestreo inapropiado), un “recubrimiento oleoso® observable visual y/o
microscépicamente sobre las superficies, incluyendo los cristales en el matraz
de cristalizacion y un “recubrimlento oleoso® no observable visual y/o
microscépicamente (por ejemplo debido a la falta de grosor) sobre las
superficies, incluyendo los cristales en el matraz de cristalizacién.

La separacién de fases parece sar una manifestacién de la naturaleza
“de tipo agente emulsionante® de la S-{2-[(1-iminoetil)amino)etil]-2-metil-L-
cisteina en el sistema de cristalizcion que comprende DMF, acetonitrilo, agua,
acido maleico y HCI. Ocurre cuando se alcanza una cierta concentracién de S-
[2-[(1-iminoetil)amino]etil}-2-metil-L-cisteina con un contenido de agua, potencia
de éacido maleico y HCI especificos en una composicién de DMF-acetonitrilo

dada, antes o durante la precipitacién del clorhidrato maleato de S-[2-[(1-
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iminoetil)amino]etil}-2-metil-L-cistelna. La extensién de la separacién de fases
es en gran medida funcién de todos estos pardmetros intrinsecos del proceso,
ademés de variables tales como la fuerza de agitacién, las supetficies
disponibles y la velocidad de adicién del acetonitrilo.

Por definicién, cuando ocurre la separacién de fases binaria, se forman
dos fases con diferentes composiciones. Para el sistema' S2-(1-
iminoetil)amino]etil}-2-metil-L-cisteina/dcido maleloolHCllagualDMFIacetonitri!o.
cuando el proceso de separacion de fases da como resultado uné emulsién
clasica visual o microscépicamente observable, la fase continua se cénvierte en
la fase rarificada con mayor porcentaje de acetonitrilo y menor concentracién
de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina que la solucién monofésica
original. A la inversa, la fase dispersada no continua se convierte en la fase
densa con menor porcentaje de acetonitrilo y mayor concentracién de S-[2-[(1-
iminoetil)amino]etil}-2-metil-L-cisteina que la fase rarificada continua o la
soluclén monofésica original. Cuando, en lugar de ello, el proceso de
separacién de fases da como resultado un “recubrimiento oleoso® visual o
microscdpicamente observable, el andlisis completo de las dos fases se hace
dificil. Sin embargo, el andlisis de la fase continua muestra un mayor porcentaje
de acetonitrilo y una menor concentracién de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-
metil-L-cisteina que la solucibn monofasica original. De hecho, estas
caracter(sticas de las fases podrian utilizarse como ensayo analitico para
determinar el inicio de la formacién del sistema estable de fases separadas,
especialmente en condiciones en que la clisica emulsién o “recubrimiento

oleoso” observable pueda ser dificil de detectar visual 0 microscSpicamente.
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Modelos tedricos de cristalizacién

Aunque la teoria no desempeiia ningin papel en la presente invencién,

los siguientes mecanismos se describen para familiarizar mejor a los expertos

en la técnica con los procesos de la presente invencidn.

Cristalizacién basada en QESD

Las mezclas binarias de disolventes utilizades en la cristalizaclén basada
en QESD se caracterizan por interacciones desfavorables (desmezclado) entre
el disolvente y el antidisolvente. Las combinaciones de disolventes tipicas
incluyen agua-acetona, agua-acetonitrilo, etanol-ciclohexano y agua-acetato de
etilo.

El disolvente tiende a tener una muy alta solubilidad por el soluto,
mientras que el antidisolvente se caracteriza a menudo por una solubllidad
despreclable por el soluto. Se ha resefiado una solubilidad del soluto en el
disolvente del orden de 1,92 g/g. Se seleccionan de hecho disolventes de alta
solubilidad para maximizar la fuerza de las interacciones entre soluto y
disoilvente. Se disuelve habitualmente un agente emulsionante (un tensioactivo)
en el antidisolvente para facilitar el proceso de emulsionamiento. Las relaclones
de antidisolvente a disolvente pueden ser del orden de 50 a 1.

El proceso se inicia disolviendo el soluto en el disolvente y afiadiendo
esta solucion a una solucion de antidisolvente y agente emulsionante a
velocidad controlada. A menudo, se mantiene también una diferencia de
temperatura entre las soluciones de disolvente y antidisolvente, estando este

Gltimo a menor temperatura. Tras la adicién de la solucién de disolvente, se
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crea una emulsién estable en la que la solucién de disolvente es la fase
dispersada y la solucion de antidisolvente es la fase continua. La
sobresaturacién se crea medlante transferencia de calor (diferencia de
temperatura) y méas Iimportante mediante transferencla de ma;t',as.
(contradifusién de disolvente y antidisolvente fuera y dentro de las gotitas de la
fase dispersada). La fase dispersada se desatura mediante cristalizaclén en la
fase dispersada. En el punto de recogida existe s6lo una fase liquida formagla
mediante el proceso de transferencia de masas por contradifusién ﬁue se ha
descrito. k

En los procesos de cristalizacién por QESD, precipita sélo una fracclén
del soluto debido a la moderada sobresaturacidn creada por el diferencial de
temperatura utillizado a menudo, pero no siempre, que se mantiene durante las
fases tempranas del proceso entre las soluciones de disolvente vy
antidisolvente. En otras palabras, la sobresaturacién inicial creada por el
diferencial de temperatura es sélo moderada (la sobresaturacién Inicial méxima
resefiada en la bibliografila es de ~40%) e incluso cuando comienza la
contradifusién de antidisolvente y disolvente, la velocidad de generacién de
sobresaturacién es lenta debido a la lenta transferencia a través de los limites
de la gotita. En consecuencia, dichos procesos actian a sobresaturacién
residual relativamente moderada durante la mayor parte de la duracién, y por lo
tanto se caracterizan por lentas velocidades globales de desaturacién. Otro
rasgo comun de dichos procesos es que la concentraclén del soluto en la fase
continua realmente aumenta, aunque sélo ligeramente, a medida que aumenta
la solubilidad del soluto en la fase rica en antidisolvente mediante la difusién del

disolvente desde la fase dispersada.
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Cristallzacién basada en LLPS Inducida altamente sobresaturada

Existe una creciente evidencia de que las soluciones sobresaturadas,

especialmente aquellas de protelnas, moléculas de tipo proteina y sistemas

que producen soluciones coloidales pueden experimentar una separacién
adiclonal inducida por la sobresaturacién en dos fases liquidas metaestables
“no en equilibrio® de diferentes composiciones. El iniclo de la separacién de
fases o desmezclado en una inspeccién superficial se parece al tipico punto de
enturblamiento para un proceso de cristalizacién, sin embargo, técnicas tales
como la microscopla indican faclimente que la turbidez no es debida a la
formacion de sélidos cristalinos. El proceso de desmezclado crea
inherentemente una fase ain mas supersaturada coexistiendo con una fase
menos supersaturada o incluso infrasaturada. La cristalizacién comienza
inicialmente en la fase de mayor sobresaturacién, que puede parecer en
algunas condiciones una fase dispersada tipica en una emulsién o
cuasiemulsién del tipo descrito en la seccién precedente. Se han reseifiado
también morfologias de tipo aglomerado simllares a las mostradas en la FIG. 8
para procesos basados en LLPS Inducida por alta sobresaturacién.

Son conocidos tanto sistemas binarios como de disolvente Gnico que
exhiben un comportamiento de tipo LLPS. En todos los casos, la solubilidad del
soluto en el sistema disolvente de eleccidn es moderada (las cifras no son
mayores de 200 mg/g como mdximo), que estd en fuerte contraste con las
soluciones de disolvente utilizadas en el disefio de tipo QESD.

Existe un cuerpo significativo de bibliografia sobre las propledades en

solucién de los sistemas que exhiben LLPS en condiciones supersaturadas.



10

15

20

A

Ademés de las transiciones tipicas tales como la solidificacién por debajo del
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liquidus, los digramas de fase exhiben también una separacion de fases
liquido-liquido atlpica, también designada como coacervacién, en la que la
solucién metaestable forma dos fases liquidas distintas no en equilibrio con.
concentraciones desiguales de soluto. La curva de coexistencia en el diagrama
representa la concentracién de fases liquidas rica en soluto y pobm' en soluto
coexistentes a medida que se crea una solucién progresivamente maés
supersaturada del soluto al continuar moviéndose verticaimente ha'cla deballlo _
desde la linea de liquidus. )

Las técnicas experimentales para establecer la curva de coexistencia
incluyen dos procedimientos muy simples; los procedimientos de punto de
enturbiamiento e inactivacién por temperatura. Brevemente, con el primero se
determina la temperatura de opacificaclén para cada concentracién de soluto
filada, mientras que con el segundo la solucién supersaturada se enfrfa a una
temperatura fijada por debajo de la temperatura de separacidn de fases, y
después se analiza la concentracién en las dos fases coexistentes. Para
sistemas binarios (soluto y un unico disolvente), la temperatura méxima en la
curva de coexistencia se denomina la temperatura critica de separacién de
fases y la correspondiente concentracién se denomina concentracién critica.

La concentracion critica desempenia un papel clave en el establecimiento
de la "morfologia”® de las dos fases. En sistamas de concentracién menor que la
concentracién critica, se observa la nucleacién y crecimiento de gotitas
esféricas de tamario uniforme que contienen la fase rica en soluto. En sistemas
de concentracién mayor que la concentracién critica, se observan de nuevo a

menudo la nucleacién y crecimiento de gotitas esféricas de tamafio uniforme.
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i Sin embargo, en este caso, las gotitas contienen la fase pobre en soluto. En los

| casos extremos, en lugar de separacién de fases podrfa observarse también

' gelificacién a medida que se reduce la temperatura por debajo de la linea de

- liquidus. Pueden observarse a menudo dominios cristalinos a medida que este
sistema que contiene fase de gel (habitualmente sélidos amorfos) se enfria a
t;amparaturas por debajo de la curva de coexistencia. En sistemas de
concentracién muy cercana a la concentracién critica, aparecen dos dominios
interconectados.

Para un sistema ternario que comprende soluto, disolvente y
antidisolvente, la superficie de coexistencia (véase la FIG. 10) representa la
temperatura de LLPS en funcién del soluto c; para una cantidad fija de
antidisolvente a una concentracién c2. A la temperatura fijada, las propiedades
de LLPS del sistema se describen mediante una curva de coexistencia
Isotérmica (véase la FIG. 11) que proporciona las concentraciones (¢4, ¢z)' y (c1,
cz)! en las dos fases | y |l coexistentes generadas smpezando con soluciones
de diferente concentracién de soluto para una cantidad fijada de antidisolvents.
El reparto de las dos fases puede captarse mejor mediante las llneas de unién
que conectan los puntos | y Il en la curva de coexistencia trazada a
temperatura constante (véase la FIG. 11). Para un sistema ternario, el punto
critico {c1, c2)° se define como el punto en la gréafica de coexistencia en el que
se satisface la condicién (ci, c2) igual a (cy, c2)". La localizacién de este punto

en funcién de la temperatura se describe como la linea critica en la superficie

. de coexistencia. Como se muestra en la FIG. 10, el efecto neto de afladir una

cantidad fija de antidisolvente o agente precipitante (tal como polietilenglicol) a

una solucién de soluto-disolvente es el desplazamiento hacia arriba de toda la
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curva de coexistencia hacia el liquidus (que puede moverse a su vez hacia
arriba pero no en la misma extensién que el movimiento hacla arriba de la
curva de coexistencla), ademds de cierta distorslén en la simetrfa de la forma
de la curva misma. Esto (ltimo tiene consecuencias para la composicién de las.
dos fases y sus fracciones relativas.

A medida que se introduce méis agente precipitante o un agente

precipltante més fuerte en la solucién de soluto-disolvente, los desplazamientos

se hacen més pronunciados y la curva més asimétrica. El efecto neto de estos -

desplazamientos es que la distancia entre el liquidus y la curva de cdexistencia
se reduce a medida que aumenta la temperatura de LLPS y, en consecuencia,
la LLPS ocurre a supersaturaciones ain menores. El movimiento del punto
critico a menores concentraciones de soluto debido a la asimetria tiene
implicaciones para la morfologia de las fases liquidas separadas en fases.

La pendiente de la temperatura de LLPS en funcién de la concentracién
de antidisolvente en el punto critico, la temperatura critica y la concentracién de
antldisolvente pueden utilizarse realmente para calcular la temperatura de
LLPS en ausencia de antidisolvente mediante el modelo matemético
desarrollado en la referencia 15. Esto es extremadamente atractivo cuando la
LLPS de un sistema soluto-disolvente no es accesible debido a la congelacion
del sistema o la cristalizacion del soluto antes de alcanzar la temperatura de
LLPS o sobresaturacién. Ademads, la pendiente de las lineas de unién en la
FIG. 11 es proporcional a la reduccién fraccionada de la solubilidad del soluto
debido a la presencia de una concentraclén dada de antidisolvente o agente
precipitante. En otras palabras, la pendiente de las lineas de unién caracteriza

la eficacia de un agente precipitante de soluto tal como el antidisolvente. En
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' consecuencia, esta informacién puede utilizarse para predecir las lineas de

| liquidus en presencia de antidisolvente.

: El efecto de un segundo soluto (tal como impurezas estructuraimente
relacionadas) similar al soluto primario estd habltualmente limitado al
desplazamiento vertical (habitualmente hacia abajo, concretamente la
r'educcién de la temperatura de LLPS) de la curva de coexistencia a o largo del
eje de temperatura para el sistema binario'®. Durante estos desplazamientos, la
curva retiene su forma, al contrario de la situacién encontrada en presencia de
un agente precipitante 0 un antidisolvente. Sin embargo, si el segundo soluto o
la impureza no es similar al soluto primario, entonces ademds del
desplazamiento vertical (de nuevo habitualmente hacia abajo) a lo largo del eje
de temperatura, la forma de la curva de coexistencia se distorsiona también.
Las curvas se vuelven cada vez mas asimétricas, desplazdndose los puntos
criticos a mayores concentraciones de soluto primario, mientras que al mismo
tiempo la temperatura de LLPS méxima se desplaza a concentraciones
menores de soluto primarlo. Parece que el efecto neto de un segundo soluto es
que se necesita mas sobresaturacién para observar la LLPS en sistemas
tematios que contienen una segunda fase de soluto tal como una impureza.

En el contexio del disefio basado en LLPS, la desemejanza entre las
especies de soluto se capta mejor identificando las diferencias en el punto
critico para cada especie en un sistema binario que comprende ese soluto y un
disolvente comun a todas las especies en investigacién. La asimetria causada
en la curva de coexistencia por la presencia de segundos solutos desemejantes
tales como impurezas tiene de nuevo consecuencias para la fraccién relativa y

la morfologia de las dos fases liquidas obtenidas tras LLPS.
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La ciclacibn mediante la superficlie de LLPS puede reducir
significativamente los tiempos de inducclén de la nucleacién bastante por
encima de las temperaturas de LLPS (>2,0%C). Se han resefiado aumentos de
la velocidad de nucleacién de més de 6 veces a temperaturas mayores que la.
temperatura de LLPS por 1-1,52C. Se han postulado dos razones para el
aumento significativo de la velocidad de nucleacién. En primer' lugar, la
reduccion de la AG, debido a que el sistema se aproxima al espinodal justo
por encima del binodal a ta temperatura de LLPS. En la regién esp;inodal. las
fluctuaciones de densidad son mayores que en cualquier otro puito en las
cercanias, y esto a su vez conduce a la reduccién de la AGn. Ademés, el
nimero de moléculas necesario para preparar un conglomerado de
prenucleacién estable cae significativamente debido a la reduccién de l1a AGnx.
En segundo lugar, al aproximarse a ia temperatura de LLPS, el fendmeno
similar al humedecimiento de las superficies de los nicleos cristalinos por
Iflquido de alta concentracion de soluto puede potenciar también la velocldad de
nucleacién. La velocidad de nucleacién se reduce de nuevo a la predicha por
las expresiones de velocidad de nucleacidn clésicas a medida que el sistema
entra en el régimen de LLPS. Las velocidades pueden estimarse con cierta
exactitud a partir de las respectivas supersaturaciones en las fases rica en
soluto y pobre en soluto utilizando modelos de nucleacidn clasicos apropiados.

La morfologia del cristal obtenido mediante cristalizacién bajo la
superficie de LLPS parece estar relacionada con la concentracién de soluto
monofé4sico inicial con respecto al punto critico. Esta esté a su vez relacionada
con la “morfologia® real de las fases liquidas rica en soluto y pobre en soluto a

cada lado del punto critico. Como se describe anteriormente, en sistemas de
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‘ concentracién menor que la concentracion critica, se observa la nucleacién y el

| creclmiento de gotitas esféricas de tamafio uniforme que contienen la fase rica

I_en soluto. La cristalizacibn comienza en la gotita rica en soluto altamente
supersaturada mediante multiples nucleaciones en el niclec de la gotita,
transforméndola asi en una fase sdlida policristallna. Se forman nuevos
clristales que crecen radiaimente hacla fuera a partir del nicleo policristalino y
consumen no sélo el soluto restante en la gotita sino también el soluto en la
fase pobre en soluto, que no puede precipitar habitualmente por sl solo debido
a la baja sobresaturacién en la fase continua pobre en soluto.

En sistemas de concentracién mayor que la concentracién critica, se
observan de nuevo a menudo la nucleacién y el crecimiento de gotitas
asféricas de tamafio uniforme. Sin embargo, en este caso, las gotitas contienen
la fase pobre en soluto. Se obtienen sdlidos policristalinos Irregulares con
particulas primarias muy pequefias para estos sistemas. Sin embargo, si la
concentracion es significativamente mayor que la concentracion critica, podria
observarse gelificacion (debida a la formacién de sélidos amorfos) incluso
antes de acercarse a la tempearatura de LLPS. Cuando dicho sistema se lleva
por debajo de la curva de LLPS, se forman cristales en la matriz de gel. La
valocidad de transformacién de un sistema que contiene una fase de gel en un
material totalmente cristalino es, sin embargo, significativamente més lenta que
el correspondiente sistema que contiene en cambio gotitas liquidas de alta
concentracidn. La razén de la lenta transformacién en la fase de gel estd
relacionada con el hecho de que la movilidad se reduce debido a la formacién
del gel, lo que a su vez retarda la velocidad de nucleacién del cristal.

En resumen, los procesos de cristalizacién basados en LLPS que actian
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por debajo de la curva de coexistencia y a la izquierda del punto critico pueden
producir morfologlas similares a las observadas para clorhidrato maleato de S-
[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina cristalino {véase la FIG. 8). En
dichos procesos, la sobresaturacién en la fase dispersada rica en soluto es.
habitualmente muy alta. También el andlisis de la concentracién de soluto en la
fase continua pobre en soluto muestra una reduccién continua a medlda que el
sistema global cristaliza. En conclusién, las observaciones y datos bésicos,
todos los datos de caraterizacién del proceso de cristalizacién y la .morfologia i
cristalina observada son congruentes con los rasgos generales de un proceso
de cristalizacién basado en LLPS que actia justo por debajo de la curva de
coexistencia y a la izquierda del punto critico. Se propone por tanto este diserio
conceptual como modelo para describir la cristalizacién de clorhidrato maleato
de S-[2-[(1-iminoetil)Jamino]etil]-2-metil-L-cisteina en forma de aglomerados
esféricos empaquetados ordenadamente.

Los tres disefnos para e! proceso de cristalizaclén de clorhidrato maleato
de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina para producir aglomerados
empaquetados ordenadamente toman los procedimientos resefiados en los
ejemploa 7 a 9 con los aglomerados empaquetados aleatoriamente como
puntos de partida. Las modificaciones méas importantes incluyen cambios en el
nivel de acido maleico, el contenido de agua y la relacién de acetonitrilo a DMF.
La relacién de acetonitriio a DMF en peso/peso se relaja desde 1,4 6 1,8 a la
que sea necesaria para conseguir la separacién de fases antes de o durante
las etapas tempranas de la precipitacién de los cristales de clorhidrato maleato
de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna. Los equlvalentes molares de

Acido maleico con respecto a la S-{2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina
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‘ aumentan al menos a 2,2 desde 2,0, y el contenido de agua del sistema antes

| de la adicidn de acetonitrilo es de al menos un 2,83% en peso. El aumento de

'_Ios niveles de 4dcido maleico y agua potencia la solubilidad de la S-[2-[(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina en la solucién de disolvente y por lo tanto
ayuda a asegurar que la concentracién de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-
Lcistefna a un contenido de agua especifico, la potencia de 4cido maleico y
HCI en una solucién de composicién DMF-acetonitrilo dada no cae por debajo
de un nivel especifico necesario para que !a separacién de fases se manifieste
como una emulsién observable visual o0 microscépicamente o0 un “recubrimiento
oleoso™ observable o incluso no observable visual o microscéplcamente de
superficies, incluyendo las ofrecidas por el pequefio nimero de cristales que
podria formarse durante la adicién del antidisolvente. Los tres disefics implican
la adicién de la solucién de antidisolvente a la solucién de disolvente y se
realizan a niveles relativamente moderados de agitacién.

En el proceso de cristalizacibn sembrada externamente para dar
elclorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina, se
afade solucién de antidisolvente (acetonitrilo) a la solucién de disolvente
(descrita preferiblemente por la solucién secundaria en DMF de solucién de S-
[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metll-L-cistelna como se define anteriormente) de
manera controlada, de tal modo que el tiempo de adicion total es
preferiblemente de més de aproximadamente 30 minutos, y més
preferiblemente adn, de aproximadamente 90 minutos. La adicién de la
solucién de antidisolvente puede ser continua, por ejemplo utilizando una
bomba a una velocidad de adicién especifica, o preferiblements intermitente

cuando se afiade una pequeia alicuota del volumen de solucién total de
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antidisolvente a intervalos de tiempo dados. Estos intervalos son éptimos
cuando la duraclén entre las sucesivas adiciones de alfcuotas eas
suficlentemente larga para asegurar que la mayorla de Ila turbiglez
(manifestacion de una separacién de fases inestable) que se forma.
inmediatamente tras la adicién de una alicuota ha tenido el tiempo adecuado
para desaparecer. La solucién de antidisolvente se afiade hasta que ia turbidez
que resulta de la adiciébn de cada alicuota no desaparece totalments o
desaparece pero deja detras un recubrimiento oleocso muy fino v.isible sélo
sobre superficies tales como el eje de agitacién, la hoja de agitacién, las
paredes del reactor o los deflectores en el matraz de cristalizacién. En este
punto se afade una cantidad muy pequena de cristales simiente al sistema.
Los cristales simiente son preferiblemente cristales muy pequefios de
clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina, tales
como los preparados en los ejemplos 7 a 9. No es necesario habitualmente
més de un 1% de estos cristales simiente en peso de la masa original de S-[2-
[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina disuelta en la solucién de disolvente
con el fin de un proceso de cristalizacién con sembrado externo exitoso. Los
cristales simiente actian como sustrato para la fase no continua que se
manifiesta como una emulsién o recubrimiento oleoso. El proceso es a menudo
muy lento y lleva més de 48 horas antes de que el sistama esté completamente
desaturado. Sin embargo, el proceso puede acelerarse, por ejemplo
aumentando la cantidad de sembrado. Los aglomerados empaquetados
ordenadamente obtenidos a partir de este tipo de proceso de cristalizacién con
sembrado externo son a menudo de forma esférica y son muy similares de

tamario.
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' Los cristales simiente pueden crearse tamblén in sifu durante la adicién
| de solucién de antidisolvente. Esios cristales pueden actuar entonces como
.lsustrato para la fase no continua que se manifiesta como una emulsién o
recubrimiento oleoso tras la separacidn de fases. La nucleaclén de los cristales
simiente puede promoverse en la mezcla de disolvante y antidisolvente antes
cie la separacién de fases, por ejemplo reduciendo ligeramente el contenido de
agua de la solucién de disolvente o reduciendo ligeramente la cantidad de
acido maleico, o preferiblemente alterando la velocidad de generacién de la
sobresaturacibn manteniendo lo demés igual que para el proceso de
cristalizacién con sembrado extemo. Esto (ltimo podria conseguirse por
ejemplo alterando la velocidad de adicién de la ‘solucién de antidisolvente.
Podrfan utilizarse también modificaciones del historial térmico de las soluciones
de disolvente y antidisolvente, como alterar la cinética de cristalizacién, sin
cambiar la composicién global del sistema. La ventaja principal de la
cristalizacién por sembrado in situ parte del hecho de que los cristales simiente
no necesitan afadirse extenamente y su adicién no necesita ligarse tan
estrechamente a una separacién de fases observable, como es el caso en el
proceso de cristalizacién por sembrado externo. La complejidad afiadida surge
del hecho de que la desaturacidn del sistema causada mediante la formacién
de los cristales simiente debe controlarse a niveles suficientemente bajos para
asegurar que la concentracidn residual de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-
L-cisteina en una mezcla de soluciones de disolvente y antidisolvente de una
composicion dada no cae por debajo del nivel necesario para una separacién
de fases manifestada como una emulsidn observable visual o

microscdpicamente © un “recubrimiento oleosoc® observable o incluso
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inobservable visual o microscépicamente de superficies. Ademés, para un
diseiio 6ptimo de la cristalizacién por sembrado in situ, serfa preferible si los
cristales simiente in situ fueran de pequeiio tamaiic o tuvieran bajas relaciones
de aspecto. Esto ayuda a asegurar que la forma final del aglomera-ado.
empaquetado ordenadamente, que se parece en cierto grado a la forma de los
cristales simiente sustrato, es similar a la obtenida en el pr'oceso de
cristalizacién por sembrado externo en el que se utilizan cristales pequeﬁ_os
como simiente. A un nivel mas practico, esta preferencia por Lin tamafio
pequeiio 0 una baja relacion de aspecto de las simientes /n sifu necesita que la
baja extensién de la desaturacion citada anteriormente se consiga mediante un
proceso de nucleacién de cristal primario en contraposicién al cracimiento de
cristales de menos nicleos a tamafios mayores. Esto ultimo puede conducir a
la formacién de cristales simiente de tipo aguja grande, que tras el
recubrimiento con la fase no continua y la posterior cristalizacién controlada por
contradifusién para formar aglomerados empaquetados ordenadamente, podria
conducir a formas globales que son mas alargadas en contraposicién con la
esférica. Dirigir bajos niveles de desaturacién princialmente mediante la
nucleacién de un gran nimero de cristales pequefios es sin embargo dificil
para la cristalizacién de clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-
metil-L-cisteina. En consecuencia, es probable que se obtuvieran formas
globales diferentes de esferas a partir de un proceso de cristallzacién por
sembrado in situ para el clorhidrato maleato de S-{2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-
metil-L-cisteina. Dependiendo de la extensién de la desaturacién y de la
superficie de sustrato resultante, los tiempos de cristalizacién globales para el

proceso de cristalizacién por sembrado in situ pueden ser significativamente
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‘ mas cortos que el proceso de cristallzacién por QESD por sembrado extemno.

| Puesto que tanto los procesos de cristallzacién por sembrado in siu como

.. externo proporcionan cristales amplios como superficies para recubrimiento con
la fase no continua, la posibilidad de cristalizar e! clorhidrato maleato de S-[2-
[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina en forma de escamas sobre las
p'iaredes y otras superficies del matraz de cristalizacibn mediante la
solidificacion de la fase no continua adhiriéndose a ellas se reduce
significativamente mediante la reduccién de la fraccién de fase no continua
disponible para recubrir estas superficies no cristalinas.

El enfoque de disefio final para la cristalizacién de clorhidrato maleato de
S-[2-[(1-iminoetil)Jamino]etil]-2-metil-L-cisteina en forma de aglomerados
empaquetados ordenadamente es eliminar el sustrato cristalino (simiente)
antes, durante o después de la separacién de fases. Ademds de asegurar que
no tiene lugar cristalizacion durante el mezclado de las soluciones de
disolvente y antidisolvente, se genera una emulsin observable
microscépicamente o, preferiblemente, visualmente. Esto debe suceder incluso
si se observa un recubrimienio oleoso antes de conseguir el estado
emulsionado. El enfoque mds simple para obtener una emulsién visuaimente
observable para el sistema de clorhidrato maleato de S-[2-[(1-
iminoetil)amino]etil)-2-metil-L-cistelna es aumentar adicionalmente la relacién
de acetonitrilo a DMF. Los niveles de acetonitrilo superiores a 110% (en peso)
de la cantidad de acetonitrilo utilizada en los procesos de cristalizacién por
sembrado extemno o In situ descritos anteriormente han demostrado ser
adecuados para obtener una emulsién visualmente observable. Dicho estado,

sin embargo, estd acompaiado a menudo por un racubrimiento oleoso sobre
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‘ las paredes del matraz de cristalizacidn y otras superficles extermnas tales como

| el eje agitador, hojas y deflectores (si estdn presentes). Aunque pueden

| obtenerse aglomerados empaquetados ordenadamente de forma global

| esférica a partir de la suspensién de dicho proceso de cristalizacién después de
al menos 48 horas, el recubrimiento oleoso sobre las paredes del matraz de
éﬁstalizacién cristaliza habituaimente en forma de escamas sobre las paredes
que parecen aglomerados empaquetados aleatoriamente. Si la suspensién no
se extrae cuidadosamente del matraz de cristalizacién, podrian observarse
tanto aglomerados empaquetados aleatoriamente como empaquetados
ordenadamente en el producto. La extensién de la escamacién parece estar
relacionada, entre otras variables, con la cantidad de acetonitrilo extra utilizada
para generar una emulsién visualmente observable.

En resumen, los tres enfoques de disefio de cristalizacién son capaces
de producir aglomerados empaquetados ordenadeamente. Las diferenclas se
basan en la calidad de los aglomerados y también en la facilidad de
operabilidad y controlabilidad. Basédndose en estos tres factores, es preferible
el enfoque de cristalizacién por sembrado externo. A continuacién se dan

ejemplos que demuestran los tres enfoques.

Ejemplos de aglomerados empaquetados ordenadamente

Los ejemplos 20, 21 y 22 representan el sistama de cristalizacién por
sembrado externo descrito en la seccidbn precedente, mientras que los
ejemplos 23 y 24 representan el sistema de cristalizacién por sembrado /n situ
y el ejemplo 25 demuestra un proceso de cristalizacién sin sembrado. El

ejemplo 26 demuestra que podrian destruirse aglomerados empaquetados
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ordenadamente en ciertas condiciones de agitacidn. Los sdlidos después de
dicha operacién tienen muchos rasgos caracter(sticos de los aglomerados

empaquetados aleatoriaments.

Ejemplo 20 ,

En el ejJemplo 20, se afiadieron 54 g de S{2{(1 -iminoetil)arﬁlno]etll]-Z-
metil-L-cisteina liofilizada amorfa (que contiene aproximadamente 10% _do
agua), 57,5 g de acido maleico, 287 g de DMF y 10,1 g de HCI concentrado al
37% (acuoso) a un reactor con camisa de 1,2 |. La S-[2-(1-iminoetil)amino]etil}-
2-metil-L-cistelna se volvié una masa pegajosa densa tras agitacién a 350 rpm
y llevé 1 hora disolverla, a pesar de la buena solubilidad en el sistema de
disolvente. Se afadieron 750 ml de acetonitrilo a la solucién transparente en
allcuotas de 20 ml durante 45 minutos. Con la adicién de 710 ml, la solucién se
volvié turbla y permanecié asl; la carga de acetonitrilo se completé de todos
modos. Una hora después de la terminacién de la carga, la mayorfa de la
turbidez habia desaparecido, sin embargo se habia formado un residuo oleoso
sobre las paredes del reactor. Se afiadié 1 g de HCI concentrado al 37%
(acuoso) al reactor para ayudar a disolver el aceite. Esta adicién no tuvo éxito
en la reduccién de la extensidn del aceite y por lo tanto se afiadieron 27,2 g de
DMF al reactor para aumentar la solubilidad del sistema. Casi todo el residuo
oleoso de las paredes se redisolvid a los 15 minutos de la segunda adicién de
DMF. La solucién se agité durante una noche a 350 rppm. Durante el periodo de
equilibrado no cristaliz6, y por lo tanto se utilizaron 400 mg de cristales simiente
(es declr, clorhidrato maleato de S[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina

cristalino) para Inducir la nucleacién. El sistema se agité durante otras 48 horas
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' y después la suspensién se descargé en alicuotas de 300 ml en un embudo de
| vidrio sinterizado de frita fina de 350 ml.
| La filtracién fue extremadamente répida. La torta se aclard con 100 ml de
| acetonitrilo y se sect al aire durante una hora. Pesé 46,64 g. Los sélidos se
dispusieron en una estufa de vacio a 50°C y 94,8 kPa de vacio durante 24
Horas. Los sélidos secados en estufa pesaron 42,96 g.

Esto representaba una recuperacién de aproximadamente un 89% en
peso y un 65% en moles. El anilisis de la concentracién del I6n dipolar y el HC!
en el filtrado ayudé a completar el balance de masas y verificar que el HCI era
estequiométrico durante la cristalizacién. La Flg. 8 muestra diversas fotos de
SEM del producto. Resulta bastante evidente a partir de la Fig. 8 que este
experimento produjo una poblacién casl monodispersada de aglomerados
empaquetados ordenadamente de forma esférica. La Fig. 1 muestra la
comparacién por PXRD de los sélidos preparados en este elemplo y los
aglomerados empaquetados aleatoriamente resefiados anteriormente. El
patrén de difraccién de rayos X en polvo superior es del ejemplo 9, mientras
que el pairén de difraccién de rayos X en polvo inferior es del ejemplo 20.
Parece que las diferencias de forma entre los dos sélidos no tienen ninguna
influencia sobre la forma o la intensidad del pico. Le, Tabla 1 resume los datos
analiticos del producto de este ejemplo. La Fig. 5§ muestra el espectro Raman
del clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil}-2-metil-L-cisteina

cristalino obtenido de una muestra del ejemplo 20.

Ejemplo 21

El objetivo del ejJemplo 21 era racionalizar los protocolos de adicién de

v’é
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DMF y HCI e identificar las mejores condiciones de mezclado para disolver S-
[2-[(1-imInoetil)aminc]etil]-2-metil-L-cistelna durante las etapas tempranas del
proceso.

Se afiadleron 45,78 g de &cido maleico, 251 g de DMF y 8,82 g de HCI.
concentrado al 37% (acuoso) a un reactor con camisa de 1,2 |. El sistema se
agité a 275 rpm para dar una solucién transparente. Se aﬁadieroﬁ después
43,3 g de S{2-[(1-iminoetil)amino)etil]-2-metll-L-cisteina liofilizada amorfa (qpa
contenia aproximadamente 10% de agua) al reactor y se agitd Ia 50 mm
durante 2 horas para disolver completamente todos los sélidos. La agjitacién se
aumentd de nuevo a 275 rpm y se afiadieron 812 ml de acetonitrilo a la
solucion en allcuotas de 15 ml durante 90 minutos. La solucién permanecié
casi transparente tras la terminacién de la carga de acetonitrilo. Se afiadieron
429 mg de cristales simiente (es decir, clorhidrato maleato de S-[2-[(1-
iminoetillJamino]etil]-2-metil-L-cistelna cristalino} a la solucién y se agité durante
45 horas. La suspensién se descargd en allcuotas de 200 ml en un embudo de
vidrio sinterizado de frita fina de 350 ml.

La filtracién fue extremadamente rdpida. La torta se aclaré con 60 ml de
acetonitrlio y se sect al aire durante 1,5 horas. Pesé 36,50 g. Los sélidos se
dispusieron en una estufa de vacio a 50°C y 94,8 kPa de vacio durante 24
horas. Los sélidos secados en estufa pesaron 36,42 g. Esto representa
aproximadamente un 49% de recuperacién en peso y un 70% en moles. El
andlisis de la concentracién para el i6n dipolar y el HCI del filtrado ayudé a
completar el balance de masas y verificar que el HCl era estequiométrico
durante la cristalizacién. El tamafio global de los cristales fue el mismo que el

observado en el ejemplo 20. La tabla 1 resume los datos analiticos en el
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|
. Ejemplo 22

El objetivo del elemplo 22 era establecer el limite superior de los
equivalentes de HCI que el sistema podria tolerar sin perder el control sobre la
f;:rmacién de aglomerados empaquetados ordenadamente. El contenido de HCI
total del sistema fue aproximadamente de 0,73 equivalentes molares en
contraposicién con los 0,5 equivalentes molares tipicos.

Se afiadieron 55,97 g de 4cido maleico, 307 g de DMF y 10,78 g de HCI
concentrado al 37% (acuoso) a un reactor con camisa de 1,2 I. El sistema se
agité a 275 rpm para dar una solucién transparente. La agitacién se redujo a 50
rPm y después se anadieron 52,5 g de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-
cisteina liofilizada amorfa que contenla 0,23 eq. de HClI (que contenfa
aproximadamente 10% de agua) al reactor. Toda la S[2-(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna se disolvié en 20 minutos, y la velocidad
del agitador se aumenté de nuevo a 275 rpm. De los 750 ml de acetonitrilo a
anadir, 695 ml se afiadieron en alicuotas de 20 ml durante 90 minutos antes de
que la solucién se volviera turbia hasta el punto en que la turbldez no
desaparecia facilimente. Tras agitacién durante 1 hora, la turbidez se redujo,
pero se formé un residuo oleoso marrén en el fondc del reactor. Se afiadieron
10,2 g de DMF al reactor para disolver el residuc oleoso y después el sistema

sa sembrd con 533 mg de cristales simiente {es decir, clorhidrato maleato de S-

- [2-[(1-iminostil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina cristalino). Se agité durante 24

horas. Durante este tiempo, habfa tenido lugar una precipitacién significativa.

Los restantes 55 ml de aceionitrilo de la carga original mds 30 ml para
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compensar la DMF extra se afiadieron al reactor, y se agitd durante otras 20
horas. Se encontré que la concentracién de las aguas madre en esta etapa del
proceso era un 45% mayor que el valor tipico para cristalizacién a gran escala
a 0,5 equivalentes de HCI. Se afiadieron 70 ml de acetonitrilo a la suspensién y.
se agitd durante otras 4 horas. La suspensién se descargdé después en un
embudo de vidrio sinterizado de frita fina de 350 ml en allcuotas de éoo ml. La
fitraciébn fue extremadamente rdpida. La torta se aclaré con 80 ml de
acetonitrilo y se secé al aire durante 1,5 horas. Pesé 38,10 g. Los .sélidos se .
dispusieron en una estufa de vacio a 50°C y 94,8 kPa de vacio durante 24
horas. Los sdlidos secados en estufa pesaron 36,75 g. Esio representaba
aproximadamente un 78% de recuperacion en peso y 56% en moles. El andlisis
de concentracién en las muestras de las aguas madre antes de la tercera carga
de acetonitrilo y 4 horas después de ella indicé una reduccién neta de un 15%
en la concentracién de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna en
solucién. El analisis del i6n cloruro en el filtrado ayudé a verificar que el
equivalente de HCI al inicio era de 0,73, con 0,23 equivalentes acompafantes
de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna.

La forma global de los cristales parecia similar a la observada en los
experimentos precedentes, sin embargo, la densidad aparente del polvo
parecfa ligeramente menor. La Tabla 1 resume los datos anallticos en el
producto de este ejemplo.
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: Tabla 1: Datos de caracterizaclén en estado sélido para los ejemplos 20-
| 22

Ejlemplo[C H N S Cl Tm |AHTusJ[RMN [RMN
DMF |acido

Teorico (40,64 [6,65 [14,22 |[10,85 [600 [WA™ |[N/A~ 0,000 {0,500 |
20 40,29 (6,53 [14,03 [10,79 |[6,06 |193,97|140,18[0,019 |0,525 |
21 40,41 (6,77 [14,31 |10,86 [6,11 [199,77|NVA— [0,027 |0,490

22 40,42°15,87 (1426 |10,77 |8,10 [199,50|130,48|N/A~ |N/A

Ejemplo 23

El objetivo principal del ejemplo 23 era entender y establecer las
condiciones de cristalizacién primarias apropiadas para la formacién de
simiente in situ ulilizada como sustrato para los aglomerados empaquetados
ordenadamente y reducir el tiempo total de cristalizacién. Se aumenté el
acetonitrilo un 10% en las cantidades utilizadas en los ejemplos 19 y 20, y no
se realizé ningun sembrado tras la terminacién de la carga de acetonitrilo.

Se aifladieron 15,00 g de la solucién primaria en DMF de S{2-(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna, 233,3 mg de 4cido maleico y 413 ul de
agua desionizada a un Erlenmeyer de 50 ml, y se agité para dar una solucién
transparente antes de afadirla a un reactor con camisa de 50 ml. El reactor se

* agité a 153 rpm. Se afiadieron 18,2 ml de acetonitrilo (de un total de 27,7 ml) a
la solucién en alicuotas de 1,3 ml durante 39 minutos. Con la adicién de esta

cantidad de acetonitrilo, se observaron en el reactor crisiales de tipo aguja
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(tamafio y cristalinidad verificados mediante microscopia de luz polarizada).
Los 9,5 ml restantes de acetonitrito se afiadieron en allcuotas de 1,5 ml durante

3 minutos. 60 minutos después de la adicién de 27,7 ml de acetonitrilo, se

anadieron otros 2,77 ml de acetonitrilo (representando esto el 10% extra de las.

cantidades ulilizadas en los ejemplos 19 y 20). La agitacién se aumentd, a 254
rpm durante 2 horas y después se redujo de nuevo a 150 rpm. El sllstema )
agité durante un total de 24 horas y después la suspensién se descargd en un
embudo de vidrio sinterizado de frita fina de 30 ml. |

La filtraclén fue répida. La torta se aclar6 dos veces cori 6 ml de
acetonitrilo y se secé al aire durante 1,5 horas. Los sélidos pesaron 1,05 g. Los
cristales tenfan la mayorfa de los rasgos principales de los aglomerados
empaquetados ordenadamente cuando se analizaron mediante microscopla de
barrido electrénico, pero la forma global parecla cilindrica (Flg. 9) en
contraposicién con la forma esférica observada en los ejemplos 20, 21 y 22,
Esta diferencia se atribuyé a la forma de los cristales simiente que actlian como

cristales sustrato, que para esta ejemplo eran de tipo aguja.

Ejemplo 24

El objetivo principal del ejemplo 24 era realizar el ejemplo 23 a gran
escala en un reactor de 50 |.

Se afadieron 9,5 kg de la solucién secundaria en DMF de S-[2-[(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina a un reactor con camisa de 50 I. El
reactor se agitd a 125 rpm, se afiadieron 11,04 | de acetonitrilo (de un total de
18,45 |) a la solucién en alicuotas de 840 ml durante 36 minutos. Durante la

adicion de esta cantidad de acetonitrilo, se observaron cristales de tipo aguja

b
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: (forma y cristalinidad verificadas mediante microscopla de luz polarizada) en el
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| reactor. Se afiadieron 4,97 | de acetonitrilo en allcuotas de 1,65 | durante 9

: minutos y los 2,42 | restantes se afadieron después de 48 minutos desde el
inicio de la carga original de acetonitrilo. El sistema se agitd durante un total de
6 horas y después la suspensién se descargé en el filtro.
| La filtracién fue rapida y llevé sélo 8 minutos. La torta se aclaré dos
veces con 2,0 kg de acetonitrilo y se seco al aire durante 24 horas. Los sdlidos
pesaron 1,08 kg. Los cristales tenfan la mayorfa de los rasgos principales de
los aglomerados empaquetados ordenadamente cuando se analizaron
mediante microscopla de barrido electrénico, pero la forma global parecla
similar a la obtenida en el ejemplo 23 y diferente de la forma esférica
observada en los ejemplos 20, 21 y 22. Esta diferencia se atribuyd a la forma

de los cristales sustrato, que para este ejemplo eran de tipo aguja.

Elemplo 25

El objetivo principal del ejemplo 25 era' aumentar la cantidad de
acetonitrilo en un 20% de las cantidades utilizadas en los ejemplos 20y 21 y
estudiar la posiblidad de eliminar el sembrado tanto extemo como in situ con
clorhidrato maleato de S-[2-[(1-Iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna antes,
durante o justo después de la separacién de fases. Se afadieron 25,01 g de la
solucién primaria en DMF de solucién de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil}-2-metil-L-
cisteina y 687 mg de agua deslonizada a un reactor con camisa de 125 ml. Se
anadieron 348 mg de acido maleico al reactor y el sistema se agité a 173 rpm
para dar una solucién transparente. Se afiadieron 56 ml de acetonitrilo a la

solucién en dlicuotas de 3 ml durante 60 minutos. La solucién se volvié muy
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turbla con la adicién de la dltima alicuota de acetonitrilo, sin embargo, la
mayoria de la turbidez desaparecié a los 15 minutos, dejando detr4s un fino
recubrimiento oleoso sobre las paredes del reactor. El reactor se calenté a
55°C (temperatura de la camisa) para determinar si el recubrimiento oleoso.
podia disolverse. La operacién no tuvo éxito y el reactor se enfrié de nuevo a
temperatura ambiente. El sistema se agité durante 48 horas y d'espués la
suspensién se descargd en un embudo de vidrio sinterizado de frita fina de 150
ml.

La filtracién fue rdpida. La torta se aclaré con 10 ml de acetohitrilo y se
seco al alre durante 1,5 horas. Los sélidos pesaron 1,57 g y tenian todos los
rasgos principales de los aglomerados empaquetados ordenadamente cuando
se analizaron mediante microscopia de barrido electrénico.

Se observaron algunos sélidos depositados sobre las paredes del
reactor. Se retiré esta escama mediante suspensién en 25 ml de acetonitrilo y
después se filtré en un embudo de vidrio sinterizado de frita fina de 150 ml. Los
sélidos se secaron al aire durante 1 hora y pesaron 1,01 g. Estos sélidos tenian
rasgos de forma similares a los de los aglomerados empaquetados

aleatoriamente.

Ejemplo 26

El objetivo del ejemplo 26 era determinar si los aglomerados
empaquetados ordenadamente podfan convertirse en cristales pequefios que
se compactarfan después en forma de aglomerados empaquetados
aleatoriamente.

Se anadieron 200 mg de aglomerados empaquetados ordenadamente
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' de cristales de clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-
| cisteina preparados en el ejemplo 20 a un vial de 8 ml. Se afiadieron 3,95 g del
: fitrado del ejemplo 23 y una perla magnética al vial y la suspensién resultante
se agité mediante una placa magnética a velocidad maxima durante 4 dias. Se
extrajoron muestras de suspensibn cada dla para comprobar por
f;:tomicroscopia sl los aglomerados empaquetados ordenadamente se estaban
moliendo en el muy estrecho espacio entre la perla magnética y el fondo del
vial.
El andlisis por fotomicroscopla indicé que eran necesarias al menos 72
horas (0o 3 dias) para moler completamente los cristales empaquetados
ordenadaments. Estos cristales molidos se compactaron en aglomerados

empaquetados aleatoriamente tras la filtracién.
SISTEMAS DISOLVENTES ALTERNATIVOS

EJEMPLO 27: Cristalizaclén con metanol/acetona

El metanol es uno de los pocos disolventes orgdnicos en los que los
cristales de clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetillamino]etil}-2-metil-L-
cisteina exhiben una moderada solubilidad (6,2% en peso). Ademés, la
presencia de acido maleico en exceso aumenta drasticamente la solubilidad.
Se encontr6 que los cristales de clorhidrato maleato de S{2-[(1-
Iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna se disolvian facilmente a tan sélo 4 g de
metanol por gramo de clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-
metil-L-cisteina en presencia de 1,5 eq. de 4cido maleico en exceso. Haciendo

solo ajustes menores al proceso de DMF/acetonitrilo demostrado, se desarrollé
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el proceso de cristalizacién en metanol/acetona descrito a continuacién y se
demostrd a escala de 1 1.

Se cargd acido maleico (23,57 g — 1,5 eq.) en un matraz de fondo
redondo de 500 ml. Se afiadié metanol (160 g — 4 g por gramo) y el matraz se.
agité para formar una solucién transparente. Se cargé después clorhidrato
maleato de S-[2-[(1-Iminoetil)amino]etil}-2-metll-L-cisteina (40,00 'g) en el
matraz de fondo redondo y se disolvi6é, formando una solucién transparente.
Esta solucién se cargé en un reactor de 1 | con camisa que fuﬁcionaba a
temperatura ambiente. La agitacién se fijé a 225 rpm. )

Se pes6 acetona (544 g — 17 ml por gramo) y se calibré una bomba
peristaltica para suministrar aproximadamente 9 mi por minuto. A los 15
minutos del comienzo de la adicibn de acetona, la solucién se volvid
ligeramente turbia pero se clarificé tras aumentar la agitacién. Después de 1
hora 20 minutos de adicién (quedaban por afiadir 44,68 g de acetona), la
mezcla de cristalizacién estaba distintamente turbia. Se detuvo la adicién de
acetona y se afiadieron 400 mg de simiente. La agitacién se fijé a 240 rpm y se
agit6é durante una noche. La mezcla de cristalizacién era una suspensién densa
después de 17 horas. Los sélidos se filtraron y se lavaron dos veces con

acetona y se secaron en el filtro. El rendimiento fue de 74,8%.

EJEMPLO 28: Cristalizaclén con butanol/acetona

Se seleccioné 1-butanol como el mejor disolvente para explorar la
posibilidad de utilizar un disolvente de alto punto de ebullicién que puede
intercamblarse facilmente por agua de la etapa de purificacibn por

cromatografia acuosa aguas arriba. Aunque el clorhidrato maleato de S-[2-[(1-



10

15

20

25

\G/

iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina no exhibe una alta solubilidad en 1-
| butanol (0,05% en peso), la adicién de 4cido maleico en exceso aumenta en’
| gran medida su solubilidad. Este proceso se diseiié de nuevo para ser muy
| similar al proceso con DMF/acetonitrilo. A continuacién se da una descripcién
del proceso Iniclal realizado a escala de 11.
| Se afiadieron clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino)etil}-2-metil-
L-cistelna (38 g), agua DI (200 ml), 1-butanol (500 ml) y dcido maleico (29,46 g
- 1,5 eq.) a un reactor de 1 | con camisa. La mezcla se agité para formar una
solucion transparente. Esta soluclén se destild a vacio (18 kPa) y a una
temperatura de 53-67°C hasta 200 ml. Se cargd 1-butanol (250 ml) y se
continué la destilacién a 18 kPa y 70°C hasta que el volumen se redujo a 200
ml. La temperatura se ajusté a 50°C. Se cargaron agua DI (2,5 ml) y 1-butanol
(475 ml). Se aifladieron cristales simiente de clorhidrato maleato de S-[2-[(1-
iminoetif)amino]etil]-2-metil-L-cisteina (1,5 g) y se lavaron en el reactor con 1-
butanol (25 ml). Se afadié acetona (300 ml) a la mezcla de cristalizacién
durante 3 horas mediante una bomba de jeringuilla. Una hora después de
completar la adicién, la mezcla de cristalizacién se enfri6 a 10%C durante 10
horas. La mezcla de cristalizacién se filtrd durante 14 horas después de
completar la adiciébn de acetona. La mezcla de cristalizaclén se filtr6 muy
facilmente y no se observé agrietamiento de la torta. Se cargé un lavado con
acetona (300 ml) en el reactor y se aclaré en la torta. Los sélidos se secaron en
una estufa de vacfo a 50°C, 81,3 kPa durante una noche. La masa del producto
fue de 40,45 g, representando un rendimiento de un 78%.
El analisis por DSC mostr6 que la forma de estado sélido para ambos

productos era clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-



10

15

W

cistelna cristalino. El contenido de disolvente de cada producto, después de

secar durante una noche a vacfo a 50%C, se muestra en la tabla 2.

Tabla 2: Contenido de disolvente residual

N¥ ejemplo Metanol Butanol Acetona

27 (metanol/ acefona) 0,64% N/A 1.37%
28 (butanol/ acetona) N/A 0,39% 1.10%

El sistema 1-butanol/acetona puede ser preferible, ya que ambos son
disolventes de clase Ill.

La pendltima etapa es una purificacién mediante cromatografia SMB,
que se realiza mas faciimente en una soluciébn acuosa. El intercambio de
disolvente entre agua y 1-butanol puede conseguirse faciimente, pero la
eliminacién completa del agua de un sistema con metanol no serfa posible.
Esto favorece también al sistema 1-butanol/acetona frente al sistema

metanol/acetona.

Desarrollo del proceso

De forma similar a la cristalizacion con DMF/acetonitrilo, la cristalizacién
con 1-butanol/acetona tiene diversos parametros que pueden afectar a la
cristalizacién. Los parametros intrinsecos incluyen: 1) temperatura, 2)
contenido de &cido clorhidrido, 3) contenido de dcido maleico, 4) contenido de
agua, 5) carga de compuesto y 6) cantidad de acetona. Los pardmetros

extrinsecos incluyen: 1) sembrado, 2) geometria del reactor, 3) protocolo de
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. adicién de acetona y 4) mezclado. Cada uno de estos pardmetros se discute

| con mas detalle a continuacién.

Paridmetros Intrinsecos
1. Temperatura
EJEMPLO 29

Se pesé acido maleico (0,59 g — 1,5 eq.) en un matraz de fondo redondo
de 50 ml, se cargd 1-butanol (8 g) y la mezcla se agitdé para formar una solucién
transparente. Se cargd clorhidrato maleato de S-{2-[(1-iminoetil)amino]etif}-2-
metil-L-cisteina (1,00 g) y agua (1000 pl) y la mezcla se agité para formar una
solucién incolora transparente. La solucién se sometié a rotavapor a 50°C. Se
cargd 1-butanol (6 g) y continud en rotavapor. Se afiadié 1-butanol (8 g) para
preparar una solucién fluida. Se cargaron 1-butanol (2,89 g) y agua (130 pl)
para llevar la solucién a las condiciones iniciales deseadas: 0,56 eq. de HCI, 2,0
eq. de 4cido maleico, 14 volimenes de 1-butanol’kg de clorhidrato maleato de
S2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina, KF= 1,5%. Se cargd gota a gota
acetona (6 ml). No se observé nucleacién durante la carga de acetona. Se
cargaron simientes cristalinas de clorhidrato maleato de S-[2-[(1-
iminoetil)amino]etil}-2-metil-L-cisteina (10 mg) seguidas de una cantidad
adicional de acetona (0,5 mli). La mezcla de cristalizacién se agitd a
temperatura ambiente y parecié ser una suspensién densa después de varias

horas. La cristalizacion parecla comportarse de manera muy similar a la

- cristalizacién con DMF/acetonitrilo. La suspensién se filtrd en un embudo de

vidrio sinterizado de frita fina de 15 ml. La torta se lavé dos veces con 15 ml de

acetona y se secd por succion.
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Los microandlisis, DSC y PXRD muestran que los sdlidos son clorhidrato
maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina cristalino. Los datos

microanaliticos y de DSC se resumen en la tabla 3.

Tabla 3: Datos de cristallzaclén isotérmica a temperatura amblente

Microandlisis DSC
Ejemplo [Descripcidn| C H N CI [ Temp.| Entalpia
C) |
29 Temp. 40,4 13,90 6,81 5,856 200,15 148,1J/g

ambiente

Teorico 4054 | 1422 | 6,65 6,00

La cristalizacién en 1-butanol/acetona procedié a temperatura amblente
como se esparaba, sin ocurrir nucleacién antes de la carga de las simientes. E!
producto fue clorhidrato maleaio de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil}-2-metil-L-

cisteina cristalino.

2.  Acldo clorhidrico

El HCl desempefia un papel en el comportamiento de la cristalizaclén.
Se desea tener una cantidad estequiométrica (0,5 eq.) de HCI en el sistema.
Por debajo de este objetivo, podria resultar un rendimiento reducido, ya que el
HCI se convierte en el reactivo limitante, o resultar una mezcla de clorhidrato
maleato de S-{2-{(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina y la sal maleato 1:1
(maleato de S-{2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna, forma II). El HCI en

exceso en el sistema darfa probablemente como resultado rendimientos

b(d
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: reducidos debido a un aumento de la solubilidad y sélidos con peores

| propiedades fisicas.

| 3. Acido malelco
EJEMPLO 30
| Es sabido que es necesario un exceso de dcido maleico baséndose en
el trabajo realizado con la cristalizacién con DMF/acetonitrilo, y la cantidad
objetivo para el experimento inicial fue de 2,0 equivalentes. Se llevé una
mezcla de cristallzacién con 1,75 equivalentes de 4cido malelco a las
condiciones iniciales: 0,5 eq. de HCI, 1,75 eq. de 4cido maleico, 14 volimenes
de 1-BuOH/g de clorhidrato maleato de S-{2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-
cisteina, 1,5% por KF.

Tras un almacenamiento en frio durante una noche de esta solucién, se
observaron precipitar sélidos. Parece por lo tanto que tener sélo 1,75
equivalentes de acido maleico da como resultado una solucién supersaturada
inestable que puede precipitar facilimente.

Se realizaron tres cristalizaciones simultdneamente (ejemplos 30A, 30B
y 30C) con 2,0, 2,25 y 2,50 eq. de &cido maleico, respectivamente, para
evaluar el efecto sobre la cristalizacién. Se cargd dcido malelco (1,78 g — 1,6
€q.) en un matraz de fondo redondo de 100 ml. Se cargé 1-butanol (34,0 g - 14
volimenes) y se agité para disolverio. Se carg6 clorhidrato maleato de S-{2-[(1-
iminoetiljamino]etil]-2-metil-L-cisteina (3,00 g) en la solucién. Se cargd agua
(3.200 ul) y la mezcla se agité para formar una solucién transparente. La

solucién se sometié a rotavapor a 55°C a vaclo. Se cargé de nuevo 1-butanol

\P
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(24 g) en la mezcla y continué en el rotavapor hasta que el valor por KF fue de
un 1,00%. Se afiadieron butanol (23,29 g) y agua (0,434 g) para llevar la
solucién a 14 volimenes de 1-butanolclorhidrato maleato de S-[2-(1-
iminoetil)amino]etif]-2-metll-L-cisteina y un valor por KF de un 1,5%. La solucién.
se dividi6 en 3 porciones (12,9 g cada una) y se marcé "A", “B" y “C". Se
cargaron 98 mg de acido maleico (0,25 eq.) en el matraz B, se cari;aron 197
mg (0,5 eq.) de acido maleico en el matraz C, y se agité cada uno para formar
una solucién transparente. |

Se cargd gota a gota acetona (6 ml) en cada matraz en alfcuotas de 1 mi
durante 35 minutos. Se observd nuclear cada experimento durante la carga de
acetona; se observaron mas soélidos con el contenido menor de 4cido maleico
(2,0 eq.) y menos con el contenido més alto de 4cido maleico (2,50 eq.). Al final
de la adicién de acetona, se cargaron 10 mg de simientes en cada matraz y los
experimentos se mantuvieron a temperatura ambiente durante un fin de
semana. Se filtré6 cada experimento en un embudo de vidrio sinterizado de frita
fina de 15 ml y la torta se lavé dos veces con 15 ml! de acetona. Las tortas se
secaron por succién en el filtro.

Los datos microanaliticos y de DSC de los sélidos aislados de cada
experimento se resumen en la Tabla 3. En los tres experimentos, los datos
microanallticos coinciden con los predichos por la teorla para el clorhidrato
maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina. Los resultados de
DSC para todos los lotes muestran también un gran evento endotémico
cercano a 200°C, correspondiente al punto de fusién del clorhidrato maleato de
S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina. En el ejemplo 30A, existe un

evento muy pequeiio a 54°C que podria corresponder a una pequefia cantidad
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. de maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna, forma Hi. Esto es

i muy probablemente debido a la considerable cantidad de nucleacién

incontrolada que ocurrié durante la carga de acetona en este ejemplo

particular. Puesto que la nucleacién ocurrié durante la carga de acetona incluso

en presencia de 2,50 eq. de 4cido maleico, aunque en un menor grado, parece

que la velocidad de adicién de acetona fue demasiado répida. La pequefia

cantidad de maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina, forma I,

formada en presencia de sdlo 2,0 eq. de écido maleico no es debida por lo

tanto, probablemente, directamente a los bajos niveles de 4cido maleico, pero

podria evitarse probablemente con una velocidad de adicién de acetona més

lenta.

Tabla 4: Datos microanaliticos y de DSC. Variaclén de dcido malelco

Microandlisis DSC
Ejemplo [Descripcién| C H N Cl" | Temp. (®C) [ Entalpla
[ 30A | 20eq.de | 40,27 | 1395 [ 6,64 (593 5428 | 7.3J0g
maleico 199,52 |156,9 J/g
[ 30B (2, 25eq.de| 40,50 | 13,98 [ 6,70 [ 591 201,11 1484 Jlg |
maleico
[ 30C |[250eq. de| 40,47 | 1391 | 6,61 [584 | 199,75 |159,4J7g]
maleico
Teorico 40,64 | 1422 16,65 [6,00

E! anélisis de las aguas madre de cada experimento resumido en la tabla
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como se esperaba, Ila
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concentraclon de S-[2-(1-

iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina aumentaba al aumentar el 4cido maleico.

Por lo tanto, se espera que aumente el rendimiento un contenido menor de

acido maleico en el sistema de cristalizacion.

Tabla 5: Anélisls de las aguas madre

Ejemplo Descripcién m
iminoetil)amirio]etil)-2-
metil-L-cistelna
~ 30A 2.0 eq. de &cido maleico 0,84%
308 2,25 eq. de acido maleico 0,90%
30C 2,50 eq. de acido maleico 1,09%

Basdndose en este ejemplo, un contenido de 4acido maleico en el

intervalo de 2,0-2,5 dard como resultado la formacion de clorhidrato maleato de

S-[2-[(1-iminoetil)Jamino]etil]-2-metil-L-cistelna, a condicién de que !a velocidad

de adicién de la acetona no cause una nucleacién considerable durante la

carga. Tan sélo 1,75 eq. de Acido maleico puede dar como resultado una

solucién supersaturada inestable que podria descomponerse faciimente en el

caso de tiempos de equilibrado prolongados. Resulta deseable, por lo tanto,

dirigir el intervalo de 4cido maleico de 2,0 a 2,25 eq. en el sistema de

cristalizacion.

4. Contenido de agua
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A niveles de agua de o por debajo de un 4% a 25%C, el clorhidrato

!
| maleato de S-[2-[(1-Iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna es la forma estable.
| Por encima del 4%, se observan mezclas de clorhidrato maleato de S-{2-[(1-
' iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina y maleato de S-[2-[(1-iminostil)amino]etil}-
2-metil-L-cisteina, fooma ll. Resulta preferible, por lo tanto, dirigir el contenido
cie agua del sistema para que sea menor de un 4% para la formacién de

clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna cristalino.

5. Carga de compuesto

Operar a 14 volimenes de 1-butanol parece dar como resultado la
cristalizacién mas controlada, y el aumento de volumen no parece afectar
adversamente al rendimiento. Por lo tanto, es preferible utilizar 14 volimenes
de 1-butanol por g de clorhidrato maleato de S-[2-[(1-Iminoetil)amino]etil}-2-

metil-L-cistefna.

6. Cantidad de acetona

Tipicamente se han utilizado 8 volimenes de acetona por gramo de
clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminocetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina. Al final de
esta adicién, pueden observarse las apariciones de sdlidos blancos que
proceden de la solucién con la adicién de cada gota de acetona. Los sélidos
caracteristicamente se disipan, pero la solucién a menudo esté ligeramente
turbia tras la adiclén de los seis volimenes completos. Estas observaciones
sugieran que el sistema esta altamente sobresaturado en este punto y que
afiadir significativamente méds de 6 volimenes de acetona podrfa dar como

resultado una sobretensién en la separacién de fases. Afiadir significativamente
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menos acetona, como alternativa, puede no permitir al sistema alcanzar ia
separacion de fases. Esto podria no sélo comprometer la morfologla de

aglomerado esférico sino influir también negativamente sobre el rendimiento.

Pardmetros extrinsecos
1. Slembra

Brevemente, la adicién de simientes en el momento de separacién de

fases puede ayudar a controlar la cristalizacién. Tener sélidos presentes en la

masa en el momento de separacién de fases proporciona un sustrafo sobre el
cual la fase dispersada puede depositarse y cristalizar en aglomerados.
Controlar el tamafio y forma del sustrato mediante una adicién controlada de
simiente frente a la nucleacién en la masa puede ser también importante para
controlar la forma global del aglomerado. A lo largo del desarrollo del proceso,
la cantidad de simiente anadida al sistema 1-butanol/acetona ha variado desde
1 a 3% del clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna
total en el lote. No se observé una diferencia drastica en el comportamiento de
la cristalizacién.

En el proceso con 1-butanol/acetona iniclal utilizado, se cargaron
simientes (3%) antes de la adicién de acetona. Para asegurar una distribucién
de tamafio de particula monodispersada, resulta preferible cargar las simientes
tan cerca del momento de separacién de fases como sea posible. Cargar las
simientes antes de iniciar la adicién de acetona puede causar la nucleacién en
diferentes momentos durante la carga, dando como resultado una distribucién
multimodal.

Puede ser preferible un protocolo similar al utilizado en la cristalizacién
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: con DMF/acetonitrilo en la cristalizacién con 1-butanol/acetona. Después de la
| carga de la mayoria del disolvente (~90%), se cargarfa una suspensién de
_simiente de aproximadamente la mitad del 10% restante. El disolvente restante

se utilizaria como aclarado del recipiente de simiente y las lineas de carga.

i.;. Caracteristicas del reactor

Basindose en la experiencia con el sistema DMF/acetonitrilo, la
geometria del reactor puede afectar también a la actuacién de la cristalizacién,
lo mas diractamente en términos de rendimiento. No es favorable realizar la
cristalizacién en un cristalizador con una alta relacién de aspecto y una alta
relacién de superficle a volumen, tal como en un vial cilindrico bequeﬁo. En el
momento de la separacién de fases, la fase dispersada puede depositarse
sobre las paredes en lugar de sobre los cristales simiente. En caso extremo, las
cristalizaciones a pequena escala realizadas sin sembrado en viales estrechos
han dado como resultado la cristalizacién enteramente sobre las paredes,
vituaimente sin sdlidos en la masa. Ya que la cristalizacién con 1-
butanol/acetona es también un sistema separador de fases, se espera que sea
6ptimo un reactor con una relacién relativamente pequefia de aspecto y una

relacién superficie a volumen pequeiia.

3. Adiclén de acetona

El protocolo de adicién de acetona ha variado desde tan sélo 35 minutos
hasta del orden de 3 horas y 45 minutos. Como se observa en la seccién 4.1.3.,
la adicion de acetona demasiado rapidamente puede dar como resultado la

nucleacién prematura de sélidos pegajosos en la masa, que puede conducir a
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una mezcla de sales en el producto final. La carga de acetona durante 3 horas
y 45 minutos no mostré virtualmente ninguna ventaja frente a un tiempo de
carga de 2 horas o 1 hora. Al final de la adiclén, la solucién estaba turbia en
todos los casos y todas las cristalizaciones procedieron como se esperaba,.
dando como resultado un clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-
metil-L-cisteina de alta calidad. Parece, por lo tanto, que aunq'ue cargar
acetona demasiado répido puede dar como resultado un tiempo de induccion
acortado y la nucleacién prematura de sélidos durante la adicién dé acetona,
no hay un limite obvio para el tiempo méximo de adicién. Puede préferirse un
tiempo de adicién diana de dos horas, ya que estd a la mitad del intervalo

encontrado aceptable.

4, Mezclado

El mezclado es un parametro importante con respecto a las
cristalizaciones con separacién de fases liquido-liquido. La agitacion deberla
ser suficiente de modo que los aglomerados densos formados no se aslenten
en una “zona muerta® por debajo del agitador. A gran escala, puede ser (til
soplar nitrégeno suavemente a través de la vélvula inferlor para minimizar la
zona muerta.

Parece que los aglomerados esféricos son bastante robustos y no se
degradan faciimente durante periodos de agitacién prolongados, y los
aglomerados parecen estar intactos después de 11 dias de agitacién.

En el caso de incorporar cromatograffa al proceso sintético del
clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil}amino]etil]-2-metll-L-cisteina, se

recomienda que el producto cromatografiado se caracterice bien antes de
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' proceder a la cristalizacién final. En la preparacién para la cromatografia, se

| disuelve el producto bruto clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-

I_ metil-L-cisteina en agua con un ligero exceso (~0,2 eq.) de 4cido maleico. La
solucién acuosa purificada es el materlal de partida para la cristalizacién final
con 1-butanol/acetona.
| Se recomienda que la solucién acuosa purlficada se caracterice bien en
términos de concentracién, contenido de écido maleico, asl como contenido de
HCI antes del uso en la cristalizacién con 1-butanolacetona. Se desconoce si
pueden eliminarse porciones de HCl en la cromatograffa. En trabajos
anteriores, se midié la concentracién de ién cloruro mediante cromatografia
ibnica. Si el contenido de cloruro es significativamente menor de 0,5 eq.
(<0,45), se recomienda anadir HCI para dirigirse al valor deseado.

La cromatogratfa se realiza con sélo un ligero exceso de acido maleico.
Por lo tanto, puede anadirse 4cido maleico a la solucién purificada para
conseguir los 2,0 equivalentes objetivo. Ademés, la concentracién de S-[2-[(1-
iminoetillJamino]etil]-2-metil-L-cisteina (base libre) deberia cuantificarse
exactamente como base de las adiciones de écido. Las concentraciones tanto
de 4cido maleico como de base libre de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-
cistefna se han cuantificado utilizando HPLC.

Si la cromatografia se elimina de la sintesis, el intercambic de
disolventes para conseguir las condiciones Iniclales apropiadas puede
simplificarse utilizando 1-butanol como disolvente primario de disolucién, y
anadiendo el agua justa suficiente (~8% por KF) para obtener una solucién
incolora transparente. Esta solucién se destila después durante un corto

periodo para conseguir un valor por KF menor de 1,5%.
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| CARACTERISTICAS EN POLVO DE AGLOMERADOS ESFERICOS
' EMPAQUETADOS ORDENADAMENTE DE CRISTALES DE CLORHIDRATO
MALEATO DE S-[2-[(1-IMINOETIL)AMINO]ETIL}-2-METIL-L-CISTEINA

Se estudiaron aglomerados empaquetados ordenadamente de cristales
de clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-clsteina
preparados en el ejemplo 20 para determinar sus caracteristicas en polvo que
son relevantes para el desarrollo de una composicion farmacéutica con
clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)Jamino]etil]-2-metil-L-cisteina junto con
un vehfculo farmacéuticamente aceptable. Antes dal ensayo, los sélidos se
pasaron a través de un tamiz de malla 80 correspondiente a una abertura de
177 micrémetros para fragmentar algunos agregados sueltos muy grandes de
los aglomerados empaquetados ordenadamente. Las propiedades ensayadas
incluian las caracteristicas de flujo del polvo, la distribucién del tamafio de
particula de polvo, la densidad aparente y aparente compactada del polvo y la
compresibilidad y compactacién del poivo.

Se evalué el flujo del polvo utilizando un medidor de flujo de abertura,
medido como la menor abertura a la que el polvo fluye libremente a su través.
El ensayo de flujo de polvo fue repetidamente exitoso a través de una abertura
de 6 mm. Un flujo de polvo de 8 mm se considera bueno para el desarrollo de
una formulacion de cristales de clorhidrato maleato de S-[2-(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina. La repeticién exitosa del flujo a través de
un abertura mas esirecha de 4 mm dependla, sin embargo, de cémo se

introdujera el polvo en el medidor. El indice de comprasibilidad calculado de
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17,8% indicé también caracteristicas de flujo de buenas a aceptables para
estos aglomerados empaquetados ordenadamente de cristales de clorhidrato
maleato de S-[2-[(1-Iminoetil)amino]etil]-2-metil-L<cisteina.

La distribucién del tamafio de particula del polvo se midié utilizando.
andlisis de tamices. La distribucién del tamafio medio de particula se calculé
utilizando el procedimlento de la media geométrica. Los datos de distribucién
del tamafo de particula se presentan en la Fig. 12. Estos aglomeradps
empaquetados ordenadamente presentaron un tamafio medio de particula de
134 micrémetros (designados en adelante como pm). Sélo un 1,63% del
material se considerd como finos, menos de 75 um, con més de un 90% en el
intervalo 105-250 pm. Mas de un 75% del material estaba en 105-150 pm. El
estrecho intervalo en la distribucién del tamafio de particula de polvo para los
aglomerados empaquetados ordenadamente esta entre 100 y 200 ym, que es
altamente deseable para el desarrollo de una composicién farmacéutica con
clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina junto con
un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La densidad aparente del polvo se evalué como la masa del material en
un cilindro graduado de 50 ml. La densidad aparente compactada del polvo se
calculé en el punto de equilibrio, en el que la compactacién adicional no alteré
el volumen del polvo. Los aglomerados empaquetados ordenadamente
exhibieron una densidad aparente del polvo de 0,41 g/ml, con una densidad
aparente compactada de 0,50 g/ml.

El polvo se evalud por compresién directa sin ningin excipiente. Se
fabricaron productos compactos de 100 mg de peso utilizando una herramienta

céncava redonda de 6,35 mm. Los comprimidos se comprimieron a diversas
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ifuerzas de compresién y se evalud la resistencia, grosor y disgregacién. El
| perfil de compresién directa de aglomerados empaquetados ordenadamente de
I. los cristales de clorhidraio maleato de S-[2-{(1-Iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-
cisteina se presenta en la Flg. 13. Los aglomerados empaquetados
ordenadamente de cristales de clorhidrato maleato de S[2-{(1-
irlninoetil)amlno]etil]-2-metil—L—cisteina presentan un buen perfil de
compresibilidad sin el uso de excipientas. Son posibles comprimidos pequefios
relativamente resistentes (6,35 mm) del orden de 11 kP de dureza con una
fuerza de compresién entre 900 y 1.000 kg. La resistencia del comprimido
alcanza un méaximo aparente entre 900 y 1.000 kg de fuerza de compresién. Se
observé una menor adhesién a las paredes de la boquilla y el punzén durante
los experimentos de compresién. Sin embargo, la adhesividad se considerd
que era un problema menor y pudo resolverse ficiimente utilizando un
lubricante adecuado. El efecto del grosor del comprimido en funcién de la
fuerza de compresién se presenta en la Fig. 14. Se evaluaron también los
tiempos de disgregacidn de comprimido para productios compactos de
aglomerados empaquetados ordenadamente de cristales de clorhidrato
malealo de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina. Se comprimieron
tres comprimidos con fuerzas de compresion entre 500 y 600, correspondientes
a una dureza de comprimido de 8 kP para este material. Todos los
comprimidos presentaron tiempos de disgregacién rdpidos de menos de 2
minutos y bastante por debajo del objetivo de 10 minutos (véase la Fig. 15).
En resumen, los aglomerados empaquetados ordenadamente de
cristales de clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-

cisteina muestran propiedades altamente deseables para el desarrolio de una
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composiclén farmacéutica, tales como comprimidos, con clorhidrato maleato de
S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina junto con un vehiculo

farmacéuticamente aceptable.

COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

Se comprende también en esta invencién una clase de com;':osiciones
farmacéuticas que comprende clorhidrato maleato de S-[2-[(1-
iminoetil)Jamino]etil]-2-metil-L-cisteina cristalino en asociacién con u.no 0 méas
vehiculos y/o diluyentes y/o coadyuvantes no tdxicos farmacéulticamente
acepiables (designados colectivamente en la presente memoria como
materiales “vehiculo®) y, sl se desea, otros ingredientes activos. Los cristales de
clorhidralo maleato de S-[2-[(1-iminoetillamino]etil]-2-metil-L-cisteina de la
presente invencién pueden administrarse mediante cualquier via adecuada,
preferiblemente en forma de una composicién farmacéutica adaptada a dicha
via, y en una dosis eficaz para el tratamiento pretendido. El clorhidrato maleato
de S-2-[(1-iminoetil)aminao]etil]-2-metil-L-cistelna activo y sus composiciones
pueden administrarse, por ejemplo, por via oral, intravascular, intraperitoneal,
subcuténea, intramuscular o tépica.

Para administracién oral, la composicién farmacéutica puede estar en
forma, por ejemplo, de un comprimido, cdpsula, suspensién o liquido. La
composicién farmacéutica se prepara preferiblemente en forma de una unidad
de dosificacién que contiene una cantidad particular del ingrediente activo. Son
ejemplos de dichas unidades de dosificacién comprimidos o cédpsulas. El
ingrediente activo puede administrarse también mediante inyeccién en forma

de una composicién en la que, por ejemplo, puede utilizarse solucién salina,

s
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‘ dextrosa 0 agua como vehiculo adecuado.

| La cantidad de compuesto terapéuticamente activo que se administra y

: el régimen de dosificacién para tratar una afeccién patolégica con el compuesto
y/o las composiciones de esta invencién depende de una serie de factores,
incluyendo la edad, el peso, el sexo y el estado médico del sujeto, la gravedad
da la enfermedad, la via y frecuencia de administracién y el compuesto
particular empleado, y por tanto puede variar ampliamente. Las composiciones
farmacéuticas pueden contener ingredientes activos en el intervalo de
aproximadamente 0,4 a 2.000 mg, preferiblemente en el intervalo de
aproximadamente 05 a 500 mg, y lo méas preferiblemente entre
aproximadamente 1 y 100 mg. Puede ser apropiada una dosis diaria de entre
aproximadamente 0,01 y 100 mg/kg de peso corporal, preferiblemente entre
aproximadamente 0,5 y aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal, y lo més
preferiblemente entre aproximadamente 0,1 y 10 mg/kg de peso corporal. La
dosis diaria puede administrarse en una a cuatro dosis al dia.

El clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil}-2-metil-L-cisteina
cristalino puede administrarse también mediante un dispositivo transdérmico.
La administracién topica preferible se realizard utilizando un parche de tipo
depdsito y membrana porosa o de la variedad de matriz sélida. En cualquier
caso, el agente activo se libera continuamente del depdsito 0 microcipsulas a
través de una membrana al adhesivo permeable al agente activo, que esté en
contacto con la piel o la mucosa del receptor. Si el agente activo se absorbe a
través de la piel, se administra un flujo controlado y predeterminado del agente
activo al receptor. En el caso de microcapsulas, el agente encapsulante puede

funcionar también como membrana.
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La fase oleosa de las emulsiones de esta invencidn puede estar
constituida por ingredientes conocidos de manera conocida. Aunque la fase
puede comprender simplemente un emulsionante, puede comprender una
mezcla de al menos un emulsionante con una grasa o un aceite o tanto con.
una grasa como con un aceite. Preferiblemente, se incluye un emuisignante
hidréfilo junto con un emulsionante lipSfilo que actiia como estabili'zador. Se
prefiere también incluir tanto un aceite como una grasa. Con]untamente._el
emulsionante © emulsionantes con © sin estabilizante o estabilizantes
constituyen la denominada cera emulsionante, y la cera junto con el ‘aceite y la
grasa constituyen la denominada base de ungdento emulsionante que forma la
fase dispersada aceitosa de las formulaclones de crema. Los emulsionantes y
esiabilizantes de emulsibn adecuados para uso en [a formulacién de la
presente invencién incluyen Tween 80, Span 80, alcohol cetoestearilico,
alcohol miristilico, monoestearato de glicerilo y laurilsulfato de sodio, entre
otros.

La eleccién de los aceites o grasas adecuados para la foomulacién esta
basada en conseguir las propiedades cosméticas deseadas, puesto que la
solubilidad del compuesto activo en la mayoria de los aceites que se utilizan
probablemente en formulaciones de emulsién farmacéutica es muy baja. Por
tanto, la crema deberfa ser preferiblemente un producto no graso, que no
manche y lavable con una consistencia adecuada para evitar derrames de los
tubos u otros envases. Pueden utllizarse ésteres alquilicos mono- o dibasicos
de cadena lineal o ramificada tales como diisoadipato, estearato de isocetilo,
diéster de propilenglicol de acidos grasos de coco, miristato de isopropilo,

oleato de decilo, paimitaio de isopropilo, estearato de butilo, palmitato de 2-
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' etilhexilo o una combinacién de ésteres de cadena ramificada. Estos pueden

b utilizarse solos 0 en combinacién, dependiendo de las propiedades necesarias.

II Como alternativa, pueden utilizarse lipidos de aito punto de fusién tales como
parafina suave blanca y/o parafina liquida u otros aceites minerales.

Las formulaciones adecuadas para administracién tépica al ojo incluyen
fambién gotas oculares en las que los ingredientes activos se disuelven o
suspenden en un vehiculo adecuado, especialmente un disolvente acuoso para
los ingredientes activos. Los ingredientes activos estdn preferiblemente
presentes en dichas formulaiones en una concentracién de 0-5 a 20%,
ventajosamente de 0,5 a 10% y particularmente de aproximadamente 1,5% p/p.

Con fines terapéuticos, se combina habitualmente el clorhidrato maleato
de S-[2-[(1-iminoetiljamino]etil}-2-metil-L-cisteina con uno o0 mas coadyuvantes
apropiados para la via de administracién indicada. Si se administra por via oral,
el compuesto puede mezclarse con lactosa, sacarosa, almidén en polvo,
ésteres de celulosa de 4cidos alcanoicos, ésteres alquilicos de celulosa, talco,
acido estedrico, estearato de magnesio, 6xido de magnesio, sales de sodio y
calcio de acidos fosférico y sulftrico, gelatina, goma arédbiga, alginato de sodio,
poli(vinilpirrolidona) y/o poli(alcohol vinflico), y después comprimirse o
encapsularse para una administracion conveniente. Dichas cédpsulas o
comprimidos pueden contener una formulacién de liberacién controlada que
puede proporcionarse en una dispersibn de compuesto activo en
hidroxipropilmetilcelulosa. Las formulaciones para administracién parenteral
pueden estar en forma de soluciones 0 suspensiones de inyeccion estériles
isoténicas acuosas 0 no acuosas. Estas soluciones y suspensiones pueden

prepararse a partir de polvos o granulos estériles que tienen uno o més de los
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vehlculos o diluyentes citados para uso en las formulaciones para
administracién oral. El clorhidrato maleato de S-[2-(1-Iminoeti)amino]etil}-2-
metil-L-cisteina cristalino puede disolverse en agua, polietilenglicol,
propilenglicol, etanol, acelte de maiz, acelte de semilia de algodén, aceite de.
cacahuete, aceite de sésamo, alcohol bencflico, cloruro de sodio y/o diversos
tampones. Otros coadyuvantes y modos de administraclén so'n bien y
ampliamente conocidos en la técnica farmacéutica. _
Habléndose descrito asi la invencién, resulta evidente quo' la misma
puede variarse de muchas maneras. Dichas variaciones no han de
considerarse como una desviacién del espiritu y alcance de la presente
invencioén, y todas dichas modificaciones y equivalentes, como seria obvio para
un experto en la técnica, se pretende que se incluyan en el aicance de las

siguientes relvindicaciones.
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| Habiendo descrito la invencion como antecede se declara como propiedad lo

I contenid en las siguientes:
REIVINDICACIONES

1. Una forma cristalina de clorhidrato maleato de S-[2-[(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina caracterizada por al menos uno de: un
patrén de rayos X en polvo sustancialmente como se muestra en la Fig. 1; una
pérdida de masa de aproximadamente un 1% en un Intervalo de temperatura
de aproximadamente 40°C a aproximadamente 180°C; un espectro Raman
sustancialmente como se muestra en la Fig. 5; y un andlisis elemental

sustancialmente como en la Tabla 1.

2. La forma cristalina del clorhidraio maleato de S{2-[(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina de la reivindicacidn 1, en la que se

acumula una pluralidad de cristales en forma de aglomerados.

3. La forma cristalina de los aglomerados de clorhidrato maleato de
S[2-[(1-Iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina de la reivindicacién 2, en la que
dicha pluralidad de cristales se acumula generalmente en forma de

aglomerados empaquetados ordenadamente.

4. Una composiciéon farmacéutica que comprende el clorhidrato
maleato de S-[2-[(1-iminoetil)lamino)etil]-2-metil-L-cistelna cristalino de Ila

reivindicacién 1 junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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5. Un procedimiento de tratamiento de una afeccién de la que forma
parte la produccién patolégicamente alta en un sujeto necesitado de dicho
tratamiento, que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz del.
clorhidrato maleato de S-[2-[(1-imincetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna cristalino

de la reivindicacién 1.

6. Un procedimiento de preparacién de aglomerados gerlneralmente
empaquetados ordenadamente de clorhidrato maleato de' S{2-[(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina de la relvindicacién 3, que utiliza un
procedimiento de cristalizacién que comprende anadir un antidisolvente a una
solucién de disolvente en la que se disuelve clorhidrato maleato de S-[2-[(1-
iminoetil)amino]etil]-2-metil-Lcistena; formando asi un sistema que comprende
dos fases, y precipitando el aglomerado generalmente empaquetado
ordenadamente de clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-

L-cisteina cristalino.

7. El procedimiento de la reivindicacién 6, en el que la solucién de
antidisolvente se afade a la solucién de disolvente en la que se disuelve
clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna, seguido

de la adicion de cristales simiente al sistema.

8. El procedimiento de la reivindicacion 6, en el que el antidisolvente

comprende acetona.
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9. El procedimiento de la reivindicacién 8, en el que la solucién de
disolvente comprende 1-butanol y clorhidrato maleato de S-[2-{(1-

iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina.

10. El procedimiento de la reivindicacién 6, en el que el antidisolvente
comprende acetonitrilo, y la solucion de disolvente compreﬁde N,N-
dimetilformamida y cIorhidraio maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-
L-cisteina.

11.  El procedimiento de 1a reivindicacién 6, en el que el antidisolvente
comprende acetona, y la solucion de disolvente comprende 1-butanol y

clorhirdato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistefna.

12. El procedimiento de la reivindicacién 7, en el que no menos de
aproximadamente un 1% en peso del clorhidrato maleato de S-[2-[(1-
iminoetil)Jamino]etil]-2-metil-L-cisteina total en el sistema se introduce en forma

de cristales simiente afadidos.

13. El procedimiento de la reivindicacién 6, en el que se afiade una
cantidad suficiente de antidisolvente a una solucién de disolvente que
comprende clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-
cisteina en un recipiente de reaccién para formar un sistema de reaccion hasta
que resulta visualmente evidente uno de a) turbidez o b} un recubrimiento
oleoso sobre una superficie ‘de dicho recipiente de reaccién, y se afiaden

cristales simiente a dicho sistema.
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14.  El procedimiento de la reivindicacién 7, en el que los cristales
simiente se crean in situ mediante al menos uno de: reducir el contenido de
agua de la solucién de disolvente; reducir la cantidad de dcido maleico; o

alterar la velocidad de generacidn de la sobrasaturacion.

16. El procedimiento de la reivindicacion 6 en el que no se afiaden
cristales simiente al sistama y la relacién de antidisolvente afiadido al sistema
supera la relacién de solucién de disolvente en la que se disuelve clorhidrato
maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cistelna en aproximadamente
un 110% en peso de Ia relacién de antidisolvente a disolvente utillzada en un
sistema en el que se aiiaden cristales simiente, para precipitar el aglomerado
generalmente empaquetado ordenadamente de clorhidrato maleato de S-[2-[(1-

iminoetil)amino]etil]-2-metll-L-cisteina cristalino.
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RESUMEN

Se describe una nueva sal mixta de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-
L-cisteina. La nueva sal mixta, clorhidrato maleato de S{2-(1-
iminoetil)aming]etil}-2-metil-L-cisteina, puede producirse para formar cristales.
que pueden disponerse en forma de aglomerados generalmente empaquetados
ordenadamente que son particulammente dtiles en la prapar'acidn de
composiciones farmacéuticas. Se describen también dichas composiciones
farmacéuticas, asi como procedimientos para preparar clorhidrato tﬁaleato de
S{2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina cristalino, y procediniientos de
tratamiento de afecciones caracterizadas por una sobreexpresiébn de dxido
nitrico por la Isoforma inducible de la éxido nitrico sintasa utilizando el

clorhidrato maleato de S-[2-[(1-iminoetil)amino]etil]-2-metil-L-cisteina.
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TRATAD DE COOPERACION DE PATENTES
PCT
NOTIFICACION DE TRANSMISION DEL REPORTE DE EXAMEN
PRELIMINAR INTERNACIONAL
(PCT Regla 71.1)
De: AUTORIDAD DE REVISION PRELIMINAR INTERNACIONAL

Para:

LUMB, J. Trevor

PFIZER INC

P.O. Box 1027

St. Louis, MO 63006
Estados Unidos de América.

Sello de recibido 17 de marzo de 2005 PHARMACIA - Departamento
Global de Patentes, St. Louis MO.

Fecha de expedicion: 07.03.2005

Referencia del expediente del solicitante o mandatario: 3300/8
Solicitud Internacional No.: PCT/IB2004 /000678

Fecha de presentacién internacional: 04.03.2004

Fecha de prioridad: 11.03.2003

Solicitante: PHARMACIA CORPORATION

1. Se notifica al solicitante que la Administracién Encargada del
Examen Preliminar Internacional ha emitido el informe de examen
preliminar internacional para la solicitud internacional y se lo
transmite adjunto, acompafiado, si procede, de sus anexos.

2. Se transmite una copia del presente informe y, si procede, de sus
anexos, a la Oficina Internacional para comunicacién a todas las
Oficinas elegidas.

3. Si alguna Oficina elegida lo exige, la Oficina Internacional realizard
una traduccién en inglés del informe (con exclusién de sus anexos) y
la transmitird a las Oficinas interesadas.

4. RECORDATORIO

Para iniciar la fase nacional ante cada Oficina elegida, el solicitante
debe cumplir ciertos actos (presentacién de la traduccién y pago de
las tasas nacionales) en el plazo de 30 meses desde la fecha de
prioridad (o méas tarde por lo que respecta a ciertas oficinas) (Articulo
39.1) (véase también el recordatorio enviado por la Oficina
Internacional en el formulario PCT/IB/301).

Cuando deba entregarse una traduccién de la solicitud internacional
o una oficina elegida, se incluird la traduccién de cualquier anexo de



informe de Examen Preliminar Internacional. Corresponde al
solicitante preparar la traduccibn en cuestion y entregarla
directamente a cada Oficina elegida interesada

Para més amplios detalles en lo relativo a los plazos aplicables y las
exigencias de las oficinas elegidas, véase el Volumen II de la guia del
solicitante PCT.

Se llama la atencién del solicitante sobre el Articulo 33(5) que prevé
que los criterios de novedad, actividad inventiva y de aplicacion
industrial definidos en el Articulo 33(2) a (4) sdlo servirdn a los
efectos del examen preliminar internacional, y que "todo Estado
contratante puede aplicar criterios adicionales o diferentes al objeto
de decidir, en ese Estado, si la invencién es patentable o no" (véase
también el Articulo 27(5)). Tales criterios adicionales pueden afectar,
por ejemplo, a las excepciones de patentabilidad, requisitos
especificos relativos a la divulgacién, la claridad de las
reivindicaciones.

Nombre y direccién postal de la Administracién encargada del Examen
Preliminar Internacional:

Oficina de Patentes Europea P.B. 5818 Patentlaan 2

NL-2280 HV Rijswijk — Pays Bas

Tel: +31 70 340-2040, Tx : 31 651 epo nl

Fax: +31 70 340-3016

Funcionario Autorizado: Cardenas, C
Tel: + 31 70 340-3370



TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES I\S
PCT
INFORME PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD
(Capitulo II del Tratado de Cooperacién en materia de Patentes)
(PCT Articulo 36 y Regla 70)

Referencia del expediente del solicitante o mandatario: 3300/8
Solicitud Internacional No.: PCT/IB2004 /000678

Fecha de presentacion internacional: 04.03.2004

Fecha de prioridad: 11.03.2003

Clasificacién Internacional de Patentes (IPC) o la vez clasificacién
nacional e IPC: C07C323/59, A61K 31/198, A61P29/00, CO7C319/28
Solicitante: PHARMACIA CORPORATION

1. El presente informe preliminar internacional sobre patentabilidad,
se establece por esta Administracion encargada del examen preliminar
internacional segan el Articulo 35 y se transmite al solicitante conforme
el Articulo 36.

2. Este INFORME consta de un total de 7 hojas, incluida la presente
hoja de portada.

3. Este informe también contiene ANEXOS, que comprenden.
a. [1 (remitido al solicitante y a la oficina internacional) un
total de ___ hojas, descritas a continuacién:

[ hojas de la descripcién, las reivindicaciones y/o
los dibujos que han sido modificadas y que sirven de
base al presente informe, y/o de hojas que contienen
rectificaciones autorizadas por esta Administracién
(véase la Regla 70.16 y la Instruccién Administrativa
607 del PCT).

[0 hojas que reemplazan a otras hojas anteriores,
pero que eata Administracién considera que contienen
modificaciones que se extienden més alli de Ia
divulgacién de la invencibn tal como fue
originalmente presentada, seglin se indica en el punto
4 del Reglamento I y en el Recuadro Suplementario.

b. [0 (remitido Gnicamente a la Oficina Internacional) un
total de (indicar tipo y soporte(s) electrénico(s)) ,
que contienen una lista de secuencias y/o tabla(s)
relativa(s), solo en formato legible por ordenador,
como se indica en el Recuadro Suplementario relativo
a Listas de Secuencias (ver Instruccién
Administrativa 802).

4, El presente informe contiene indicaciones relativas a los
siguientes puntos:



Recuadro I Base de este informe

Recuadro II Prioridad

Recuadro I Ninguna formulacién de opinién sobre la
novedad, la actividad inventiva y la
aplicacion industrial

Recuadro IV Falta de unidad de Invencion

Recuadro V Declaracion motivada segin el Articulo
35(2) sobre la novedad, la actividad
inventiva y la aplicacion industrial, citas y
explicaciones en apoyo de esta declaraciéon

KO OOX

] Recuadro VI Ciertos documentos citados
[[] Recuadro VII Defectos en la Solicitud Internacional
] Recuadro VIII Observaciones relativas a la solicitud
internacional
Fecha de radicacién de la demanda: 27.09.2004

Fecha de elaboracion de este reporte: 07.03.2005

Nombre y direccién postal de la Administracién encargada del Examen
Preliminar Internacional:

Oficina de Patentes Europea P.B. 5818 Patentlaan 2

NL-2280 HV Rijswijk — Pays Bas

Tel: +31 70 340-2040, Tx : 31 651 eponl

Fax: +31 70 340-3016

Funcionario Autorizado: English, R
Tel: + 31 70 340-2860

Recuadro 1. Base de este informe

1. Por lo que respecta al idioma, este informe se ha establecido
sobre la base de la solicitud internacional en el idioma en el cual se
depositd, salvo indicacién en contra sefialada a continuacién.

[[] Este informe est4 basado en una traduccion del idioma
original al siguiente idioma____, que es el de una
traduccién proporcionada a los fines de:

bisqueda internacional (segiin Reglas 12.3 y 23.1 (b))
[0 publicacién de la solicitud internacional (segin Regla
12.4)
[[] examen preliminar internacional (segiin Reglas 55.2
y/o 55.3)

2. Por lo que respecta a los elementos de la solicitud internacional,
esta opinion se ha establecido sobre la base de (las hojas de reemplazo
que hayan sido enviadas a la Oficina receptora en respuesta a un

A\



requerimiento segun el Articulo 14 se las denomina en este informe como
“inicialmente presentadas” y no se anexan al informe):

Descripcibn, Piginas

1-66 tal como se presentaron inicialmente
Relvindicaciones, NGameros

1-15 tal como se presentaron inicialmente
Dibujos, hojas

111-11/11 tal como se presentaron inicialmente

[ una lista de secuencias y/o tabla(s) relativa(s) — ver Recuadro
Suplementario relativo a Listas de Secuencias

3. Las modificaciones ha ocasionado la cancelaci6én de:

la descripcién, paginas

las reivindicaciones, Nos.

loa dibujos, hojas/fig.

la lista de secuencias (especificar):

tabla(s) relativa(s) a la lista de secuencias (especificar):

OO0

'S
]

El presente informe ha sido establecido como si no se
hubiesen presentado (algunas de) las modificaciones anexadas a
este informe y listadas abajo, ya que se ha considerado que iban
més alla de la divulgacion de la invencion tal como fue
presentada, como se indica en el Recuadro Suplementario (Regla
70.2(c)).

[] la descripcién, paginas

[ las reivindicaciones, Nos.

[] los dibujos, hojas/Sg.

[] 1alista de secuencias (especificar):

[[] tabla(s) relativa(s) a la lista de secuencias (especificar):

* Si se utiliza el punto 4, algunas o todas estas paginas pueden llevar el
sello de “sustituida®.

Recuadro No. III. Ninguna formulacién de opinién sobre la
novedad, la actividad inventiva y 1a aplicacién industrial




1. Las preguntas con respecto a 8i el invento reivindicado parece ser
novedoso, implica una actividad inventiva (no ser evidente), o ser
susceptible de aplicacién industrial, por lo que respecta.

[C] al conjunto de la solicitud internacional,
B4 alas reivindicaciones Nos. 5
debido a que:

X 1a solicitud internacional, o las reivindicaciones Nos. 5 en
cuestién se refieren al objeto, respecto del cual no requiere
examen preliminar internacional (especifique):

[ a descripcién, reivindicaciones, o los dibujos (indiquese
cuales a continuacion) o tales reivindicaciones Nos. en
cuestion no son claras, de manera que no es posible
formular una opinion significativa (especifique):

ver hoja separada

[[] las reivindicaciones, o las reivindicaciones Nos. en cuestion
no son claras, de manera que no es posible formular una
opinién significativa.

] no se ha emitido informe de busqueda internacional para
dichas reivindicaciones Nos.

[[] 1alista de de secuencias nucleétidas y/o de aminoécidos no
cumplen la norma estfindar prevista en el Anexo C de las
Instrucciones Administrativas por que:

La lista en papel O no se presentd

[0 nocumple con la norma estandar

La lista en formato legible por ordenador

[0 no se presentd
[0 no cumple con la norma estéandar

las tablas relativas a las listas de secuencias de nuclebtidas
y/o de aminodcidos, si unicamente se han presentado en
formato legible por ordenador, no cumplen con Ios
requisitos técnicos previstos en el Anexo C-bis de las
Instrucciones Administrativas.

Ver recuadro suplementario para més detalles.



Recuadro No. V Declaracién razonada seghin el Articulo 35(2)
con respecto a la novedad, nivel inventivo o aplicacién industrial:
anterioridades y explicaciones que soportan tal declaracién

1. Declaracién

Novedad (N) Si: Reivindicaciones 1-15
No: Reivindicaciones

Nivel Inventivo (NI} Si: Reivindicaciones

No: Reivindicaciones 1-15

Aplicacion Industrial (Al) Si: Reivindicaciones 1-4, 6-15
No: Reivindicaciones

2, Citas y explicaciones (Regla 70.7)

ver hoja separada.



REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL - HOJA ANEXA
Solicitud Internacional No. PCT/IB2004/000678

ftem M
No formulacién de opinién con respecto a la novedad, nivel
inventive y aplicacién industrial

1. La reivindicacion 5 se relaciona con temas, considerados por esta
Autoridad, cubiertos por provisiones de la Regla 67.1(iv) del PCT. De
manera que no se formulara ningin concepto con respecto a la
aplicacién industrial de los temas encontrados en estas reivindicaciones
(Articulo 34(a)(i) del PCT).

ftem V

Declaracién razonada con respecto a la novedad, nivel inventivo y
aplicacién industrial; citas y explicaciones sustentando dicha
declaracibn

Se hace referencia al siguiente documento:
D1: US 6 403 830 B2 (R.K. Webber, et al.} 11 de junio de 2002

2. Materia

La presente solicitud se relaciona con una forma cristalina de
hidrocloruro de 8-[2-[(1-iminoetiljamino]-etil]-2-metil-L-cisteina maleato
caracterizada por al mmenos una entre varias propiedades fisicas
(reivindicaciones 1-3) y el uso farmacéutico de este compuesto como
inhibidores de la 6xido nitrico reductasa inducible (reivindicaciones
4,5). También se relaciona con un método de producir un hidrocloruro
de S-[2-[(1-iminoetil)amino]-etil]-2-metil-L-cisteina maleato cristalino,
aglomerado, compactado y generalmente ordenado (reivindicaciones 6-
15).

3. Novedad

El documento D1 describe la S-[2-[(1-iminoetil)amino}-etil]-2-
metil-L-cisteina (ejemplo 20) y varias de sus sales, incluyendo varios
hidrocloruros {ejemplos 1, 21-23, 32, 58, tabla 5) y un hidrato de
maleato (tabla 8, linea 7). Sin embargo, no se menciona la sal de
hidrocloruro de maleato mezclada en D1 o en ninguna otra parte del
estado de la técnica anterior. De manera consecuente, la materia
encontrada en la reivindicacion 1 es considerada novedosa y por lo
tanto cumplen con los requisitos establecidos en el Articulo 33(2) del
PCT.

La materia de las reivindicaciones independientes 4-6 se relacionan con
el uso y preparacion de la sal de la reivindicacién 1 y por lo tanto



también es novedosa y cumple con los requisitos establecidos en el r\/
Articulo 33(2) del PCT.

4, Nivel Inventivo

4.1 D1 es considerado como la anterioridad més cercana a la materia
encontrada en las reivindicaciones 1, 4 y 5, y divulga la S-[2-[(1-
iminoetiljamino]-etil]-2-metil-L-cisteina (ejemplo 20) y varias de sus
sales (ver el parrafo 3 arriba). Estos compuestos demuestran ser
inhibidores de la éxido nitrico sintasa inducible (iNOS, sigla en inglés)
(columna 2, lineas 40-50; tabla 9). En particular, la sal hidrato de
maleato esatd descrita en D1 (tabla 8, linea 7).

El compuesto de la presente solicitud difiere del compuesto del estado
de la técnica anterior debido a que el agua en la estructura cristalina de
la Gltima ha sido reemplazada por hidrocloruro. No es posible
determinar cual es el efecto técnico de este reemplazo, puesto que no se
proporciona ningin dato farmacoldgico u otro tipo de dato para
ninguno de los compuestos. El problema a resolverse por las presentes
reivindicaciones 1, 4 y 5 es por lo tanto el suministro de sales alternas
de S-[2-[(1-iminoetilJamino]-etil]-2-metil-L-cisteina que inhiban dxido
nitrico sintasa inducibles.

El solicitante resuelve este problema por medio de la sal de hidrocloruro
de maleato de la reivindicacién 1. Puesto que varias otras sales de S-[2-
[(1-iminoetiljamino]-etil]-2-metil-L-cisteina demuestran en D1 ser
inhibidores de las éxido nitrico sintasa inducibles (iNOS), aquel experto
en el estado de la técnica esperaria que la sal de hidrocloruro de
maleato también seria un inhibidor de las iNOS. De manera
consecuente, la materia de las reivindicaciones 1, 4 y 5 no pueden
considerarse en tener nivel inventivo y no cumple con los requisitos
establecidos en el Articulo 33(3) del PCT.

Las reivindicaciones dependientes 2 y 3 no contienen ninguna
caracteristica la cual, al combinarse con las caracteristicas de cualquier
reivindicacién al cual se refieren, cumplen con los requisitos
establecidos por ¢l Articulo 33(3) del PCT con respecto al nivel inventivo,
puesto que el experto en el estado de la técnica esperaria que la sal de
hidrocloruro de maleato en forma de cristales aglomerados seria un
inhibidor de las iNOS.

4.2. La reivindicacién independiente 6 se refiere a un método para
producir un aglomerado generalmente compactado de manera ordenada
de hidrocloruro de S-[2-[(1-iminoetiljamino]-etil]-2-metil-L-cisteina
maleato cristalino mediante una cristalizacién en un sistema de dos
solventes. Este método es considerado normal en el estado de la
técnica. De manera consecuente, la materia de la reivindicacién 6 no
puede considerarse en tener nivel inventivo y no cumple con los
requisitos establecidos en el Articulo 33(3) del PCT.



El reconocimiento de nivel inventivo para el proceso de la reivindicacién
6 depende del establecimiento del nivel inventivo en el producto final.

5. Aplicacién Industrial

Para la evaluacion de la reivindicacion 5 de la presente, sobre si
es industrialmente aplicable, no existen criterios unificados en los
Estados pertenecientes al PCT. La patentabilidad también puede
depender de la formulacién de las reivindicaciones. La EPO, por
ejemplo, no reconoce como industrialmente aplicable aquella materia
que reivindique el uso de un compuesto en tratamiento médico, pero
permite, sin embargo, reivindicar sobre un compuesto conocido para
primero uso en tratamiento médico y el uso de tal compuesto en la
manufactura de un medicamento para un nuevo tratamiento médico.
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1. With regard to the language, this report is based on the Intemational application in the language in which it was
filed, unless otherwise indicated under this item.

O

This report is based on translations from the original language into the following language ,
which is the language of a translation fumished for the purposes of:

O international search {under Rules 12.3 end 23.1(b))

O publication of the intemational application (under Rule 12.4)

O imemational preliminary examination (under Rules 55.2 andibr 55.3)

2. With regard to the elementa* of the international application, this report is based on (replacement sheets which
have been fumished to the receiving Office in response 1o an invitation under Article 14 are referred to in this
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1-68 as originally flled
Claims, Numbers

1-15 as originally filed
Drawinge, Shests
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Box-No. Il Non-esiablishment of opinion with regard to novelty, Inventive step and Industrial
applicablility

1. The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non-
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of:

(W
|

O o

the entire international application,
claims Nos. 5
because:

the sald international application, or the sald claims Nos. 5 relate to the following subject matter which does
not require an intemational praliminary examination (specify):

see separate sheot

the description, claims or drawings (indicate particular elernents beiow) or said claims Nos. are 8o unclear
that no meaningful opinion could be formed (specify):
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could be formed. ) ..

no intemational search report has baen established for the said claims Nos.

the nucleotide andbr amino acid sequence listing does not comply with the standard provided for In Annex
C of the Administrative Instructions In that:

the written form O has not been fumished
O does not comply with the standard
the computer readable form O has not been fumished
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the tables related to the nucleotide andbr amine acid sequence listing, If in computer readable form only, do
not comply with the technical requirements provided for In Annax C-bis of the Administrative Instructions.

See saparate sheet for further details
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Box No.V Resasoned statement under Article 35(2) with regard 1o novelty, inventive step or Industrial
applicablility; citations and explanations supporting such statement

1. Statement
Novelty (N) Yes: Claims 1-15
No: Claims
Inventive step (IS) Yes: Claims
No: Claims 1-15
Industrial applicability (1A} Yas: Claims 1-4,6-15
No: Claims

2. Citations and explanations (Rule 70.7):
see separate sheet

Form PCTAPEA/ 409 (January 2004)



) ® L\DO

INTERNATIONAL PRELIMINARY International application No.
REPORT ON PATENTABILITY :

(SEPARATE SHEET) PCT/IB2004/000678
Be ltem Il

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and Industrial
applicabllity— -~ — —-

1. Claim 5 relates to subject-matter considered by this Authority to be covered by the
provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be formulated with
respect to the industrial applicability of the subject-matter of this claim (Article
34(4)(a)(1) PCT).

Be tem V

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or Industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

Reference is made to the following document:
D1: US 6 403 830 B2 (R.K. Webber, et al.) 11 June 2002

2. Subject-matter
The present application concems a crystalline form of S-[2-[(1-Iminoethyl)amino]-
ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride characterised by at least one of
a number of physical properties (claims 1-3) and the pharmaceutical use of this
compound as inhibitors of inducible nitric oxide reductase (claims 4,5). It also
concemns a method of making a generally ordered packed agglomerate crystalline
S-[2-{(1-iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cysteine maleate hydrochloride (claims
6-15).

3. Novelty
Document D1 describes S-[2-](1-iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine
(example 20) and a number of its salts, including various hydrochlorides
(examples 1,21-23,32,58, table 5) and a maleate hydrate (table 8, 7th entry).
However, there is no mention of the mixed maleate hydrochloride salt in D1 or
anywhere else in the prior art. Consequently, the subject-matter of claim 1 is
considered to be new and to satisfy the requirements of Article 33(2) PCT.

The subject-matter of independent claims 4-6 concem the use and preparation of

the salt of claim 1 and is therefore also new and satisfies the requirements of
Article 33(2) PCT.

Form PCT/Separate Shest/408 (Sheet 1) (EPO-January 2004)



® L O[\}/\

INTERNATIONAL PRELIMINARY Intemational application No.
REPORT ON PATENTABILITY - _
(SEPARATE SHEET) PCT/1B2004/000678

4. Inventive step

4.1 The document D1 is regarded as being the closest prior art to the subject-matter
of claims 1,4,5, and discloses S-{2-[(1-iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-cystein
and a number of its salts (see paragraph 3, above). These compounds are shown
to be iINOS inhibitors {column 2, lines 40-50; table 8). In particular the maleate
hydrate salt is described in D1 (table 8, 7th entry).

The compound of the present application differs from the prior art compound in
that the water in the crystal structure of the latter has been replaced by hydrogen
chloride. !t is not possible to determine what the technical effect of this
replacement is, since no pharmacological or other data are provided'for either
compound. The problem to be solved by the present claims 1,4,5 is therefore the
provision of altemative salts of
S-[2-[(1-iminoethyl)amino]ethyl}-2-methyl-L-cysteine which inhibit iNOS.

The applicant solves this problem by means of the maleate hydrochloride salt of
claim 1. Since various other salts of S-[2-[(1-iminoethyl)amino]ethyl]-2-methyl-L-
cysteine are shown in D1 to be inhibitors of INOS, the person skilled in the art
would expect that the maleate hydrochloride salt would also be an inhibitor of
INOS. Consequently, the subject-matter of claims 1,4,5 cannot be considered to
involve an inventive step and does not satisfy the requirements of Article 33(3)
PCT.

Dependent claims 2,3 do not contain any features which, in combination with the
features of the claim to which it refer, meet the requirements of the PCT In respect
inventive step, since the person skilled in the art would also expect that the
maleate hydrochloride salt in the form of agglomerated crystals would be an
inhibitor of INOS.

4.2 Independent claim 6 concems a method for meking a generally orderly packed
agglomerate of crystalline S-[2-[(1-iminoethyl)amino]-ethyl]-2-methyl-L-cysteine
maleate hydrochloride by crystallisation in a two-solvent system. This method is
considered to be nomal in the art. Consequently, the subject-matter of claim 6
cannot be considered to involve an inventive step and does not satisfy the
requirements of Article 33(3) PCT.

Recognition of inventive step for the process of claim 6 depends on the

Form PCT/Separate Sheel409 (Sheet 2) (EPO-January 2004)
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" establishment of inventive step for the end product.

5 Industrial applicability

For the assessment of the present claim 5 on the question whether it is industrially
applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting States. The
patentability can also be dependent upon the formulation of the claims. The EPO,
for example, does not recognize as industrially applicable the subject-matter of
claims to the use of a compound in medical treatment, but may allow, however,
claims to a known compound for first use in medical treatment and the use of such
a compound for the manufacture of a medicament for a new medical treatment.

Form PCT/Separate Sheet/400 (Shest 3) (EPO-January 2004)
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