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Zpusob pFipravy glykopyrronium bromidu

Oblast techniky

Vynélez se tyka nového zplsobu ptipravy glykopyrrontum bromidu, (3RS)-3-[(2SR)-(2-
cyklopentyl-2-hydroxy-2-fenylacetyl)oxy]-1,1-dimethylpyrrolidinium bromidu (I). Konkrétné se
jednd o rozdéleni smé&si &tyf izomer( krystalizaci z novych rozpoustédel, pficemZ Zadouci je

smés [2S, 3R]- a [2R, 3S]-izomerQ.

[2S. 3R]-stereoisomer [2R. 3S]-stereoisomer

0y

Glykopyrronium bromid se vyznaCuje anticholinergnimi bronchodilatanimi ucinky. To
znamend, Ye roz§ifuje dychaci cesty tim, Ze blokuje urCité receptory ve svalovych burkéach
v plicich, tzv. muskarinové receptory, které kontroluji stahy svall. Po inhalaci 1éCivé latky,
obsahujici glykopyrronium bromid, dochézi k uvolnéni svali dychacich cest, coZ napoméha
udrzet dychaci cesty prichozi a umoZiluje pacientovi snéaze dychat. Glykopyrronium bromid je
indikovan jako inhala¢ni anticholinergikum u spolupracujicich nemocnych s diagnézou CHOPN
(chronické obstrukéni plicni nemoc). CHOPN je definovéna jako preventabilni a IéCitelné
onemocnéni, jeZ je charakterizovdno perzistujicim omezenim priitoku vzduchu v priduskéach
(bronchiélni obstrukei), kterd obvykle progreduje a je spojena se zesilenou zanétlivou odpovedi
dychacich cest na kodlivé &stice nebo plyny. Hlavnim cilem lé¢by CHOPN je zlepSeni
soutasné kontroly, tj. odstranéni piiznakii, zlepSeni tolerance fyzické ndmahy, zlepSeni
zdravotniho stavu a sniZeni budouciho rizika, tj. prevence a lécba exacerbaci, prevence progrese

nemoci a snizeni mortality.



Dosavadni stav techniky

V patentu EP 1 856 041B1 je popsan postup pifpravy smési dvou mozZnych diastereomernich
part glykopyrronium bromidu, [R.S] a [S,R] par a [R,R] a [S,S] par. Rozdéleni té&chto dvou
diastercomernich parG glykopyrronium bromidu krystalizaci je zde popsano ze smeési
rozpoustédel, methanolu a methylethylketonu, v pomérech pohybujicich se v rozmezi 1:5 az 1:8.
Z patentu vyplyvé, Ze pfi pouziti t€chto rozpoustédel je k dosazeni vyhovujici optické Cistoty
produktu poteba trojnasobna krystalizace, pficemZ celkovy vyt&zek t&chto tif krystalizaci je zde
uveden 33%. Podle patentovych udajii by se mél produkt vyznacovat velikosti ¢astic maximalng
do 100 mikrometrt, které se naslednd vyhodn& mikronizuji pro pouZiti do lékove formy, nejsou
zde viak uvedeny 74dné bliz¥i informace k distribuci velikosti &astic, pouZité analytické metodé
atd. Reprodukei postupu piipravy podle patentu viak bylo zjiit&no, Ze velikost ¢astic ziskanych

touto metodou, se pohybuje v rozmezi 15 az 240 pm.

Podstata vynalezu

Podstatou tohoto vynélezu je proces krystalizace, pfi kterém je s vysokym vytéZkem ziskan
y4douci diastereomerni par, [R.S] a [S,R], glykopyrronium bromidu o vysoké diastereomerni
&istotd. Produkt se dale vyzna&uje tizkou distribuci ¢astic, které se v nékterych provedenich daji

s vyhodou pouZit pro pfipravu lékové formy bez potieby nasledné mikronizace.

Podrobnv popis vynalezu

Podstatou tohoto vynalezu je proces krystalizace, kdy se ze smési dvou diastereomernich pard
glykopyrronium bromidu, [R,S] a [S,R] par a [R,R] a [S,S] par, odkrystaluje pomoci vhodného
rozpoustédla Zadouci [R.S] a [S,R] par. Jako vhodné rozpoustédlo byl pouZit 2-propanol,
1-propanol, 1-butanol a ferc.butanol. Ve vyhodném provedeni podle tohoto vynélezu se smés
dvou diastereomernich parti glykopyrronium bromidu rozpusti za horka ve vybraném
rozpoustédle a roztok se nasledné ochladi, pfi¢emZ Zadouci par [R,S] a [S,R] z rozpoustédla
vykrystaluje. Toto ochlazeni je vyhodné provadét fizenym teplotnim gradientem, ktery zajistuje
vyhovujici distribuci velikosti &éstic. Oproti pouziti soustavy rozpoustédel (rozpoustédlo -
antirozpoustédlo) je tedy vyhodné pouzit pouze jedno rozpoustédlo, kdy se pak lépe kontroluje

teplotni gradient chlazeni a fidi se tak samotna krystalizace.
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V patentu EP1 856 041B1, pfi pouZiti methanolu a 2-butanonu jako antirozpoustédla, jsou
popsané tii rekrystalizace potiebné k dosaZeni vyhovujici optické &istoty, pfitemz celkovy
vytézek t&chto ti krystalizaci je zde uveden 33 %. Velikost &astic, ziskanych touto metodou, se
pohybuje v rozmezi 15 aZz 240 pm.

V pripadé krystalizaci z 2-propanolu, 1-propanolu, 1-butanolu a ferc.butanolu staci k dosazeni
vyhovujici diastereomerni &istoty (ne mén€ nez 99,9%) pouze dvé krystalizace a celkovy vytézek
se pohybuje v rozmezi 40 az 45 %. V ptipad¢ 2-propanolu se ziskaji &astice o velikosti 8 az
170 pm, v piipadé 1-propanolu &astice o velikosti 2 az 11 pm, v ptipadé 1-butanolu se ziskaji
&astice o velikosti 2 aZ 14 pm a v piipad@ ferc.butanolu &astice o velikosti 2 aZ 30 pm. V ptipadé
1-propanolu, 1-butanolu vznikaji krystaly s uzkou distribuci &astic, pohybujici se pod 20 pm,
které jsou s vyhodou pouzitelné pro lékovou formu bez potieby mikronizace. Pfi vSech
krystalizacich byl ziskan glykopyrronium bromid v krystalické form& A, charakterizovany
spektrem XRPD na obr. 1 a uhlikovym NMR spektrem v pevném stavu na obr. 2.
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Priklady provedeni

Vychozi surovd smé&s dvou diastereomernich pari glykopyrronium bromidu pro rekrystalizace
byla pripravena podle patentu EP 1856 041B1. Chemicka Sistota takto pfipravené smési byla
98,1 % (HPLC). Smés obsahovala [R,S] a [S,R] par a [R,R] a [S,S] par v poméru 60 : 40 (CE).

Ptiklad 1 - referenéni

Rekrystalizace glykopyrronium bromidu z methanolu a 2-butanonu podle patentu
EP1856041B1, krok 3

Prvni rekrystalizace:

Surové smés glykopyrronium bromidu (4 g, 10,1 mmol) byla zahfivana ve 3,5 ml methanolu a
24 ml 2-butanonu k 80 °C. Nasledn& bylo ptidéno daldich 36 ml 2-butanonu a zahfivano
30 minut pfi 80 °C. Pak byla sm&s ochlazovana tempem 30 °C / hod na kone¢nych -10 °C.
Vzniklé krystaly byly odsaty a promyty chladnym 2-butanonem (12 ml). Bylo ziskéno 1,9 g
produktu, chemicka &istota 99,1 % (HPLC), diastereomerni ¢istota 94,2 % (CE).

Druhd rekrystalizace:

Produkt z prvni rekrystalizace (1,9 g, 4,8 mmol) byl zahiivan ve 2,8 ml methanolu a 12,2 ml
2-butanonu k 80 °C. Nésledng bylo p¥idano dalsich 17,6 ml 2-butanonu a zahfivano 30 minut pfi
80 °C. Pak byla smés ochlazovéna tempem 30 °C / hod na koneénych -10 °C. Vzniklé krystaly
byly odséty a promyty chladnym 2-butanonem (8 ml). Bylo ziskano 1,4 g produktu, chemicka
gistota 99,9 % (HPLC), diastereomerni Cistota 99,7 % (CE).

Treti rekrystalizace:

Produkt z druhé rekrystalizace (1,4 g, 3,5 mmol) byl zahfivan v 1,1 ml methanolu a 8,7 ml
2-butanonu k 80 °C. Nasledn& bylo pfidano dalsich 12,4 ml 2-butanonu a zahfivano 30 minut pii
80 °C. Pak byla smés ochlazovana tempem 30 °C / hod na koneénych -10 °C. Vzniklé krystaly
byly odsity a promyty chladnym 2-butanonem (5 ml). Bylo ziskano 1,3 g (celkovy vytézek tfi
krystalizaci 33 %) &ist& bilé krystalické latky s chemickou &istotou 99,95 % (HPLC) a
diastereomerni &istotou 99,9 % (CE). 'H NMR (500 MHz, D,0): 8 1,24 (m, 1H); 1,50-1,72 (m,
7H); 2,13 (m, 1H); 2,69 (m, 1H); 3,02 (s, 3H); 3,15 (qui, J = 8,5 Hz, 1H); 3,18 (s, 3H); 3,56 (m,
2H); 3,73 (d, J = 13,9 Hz, 1H); 3,83 (dd, J = 13,9 Hz, J = 6,0 Hz, 1H); 5,50 (m, 1H); 7,38 (m,
1H); 7,45 (m, 2H); 7,63 (m, 2H). 13C NMR (125,8 MHz, D,0): & 28,4; 28,7; 28,8; 29,3; 32,6;
47,6; 51,5; 55,6; 56,2; 67,5; 72,8; 76,7; 83,4; 128,7; 131,0; 131,4; 143,3; 177,1. XRPD:
krystalicka forma A.

PSD (microscope): 15 - 240 pm — Viz. tabulka 1.
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Tabulka 1: Distribuce velikosti &astic (PSD) — procentudlni zastoupeni &astic o urdité velikosti ve

vzorku
GLP6_ME_BU_K2
Velikost | V(%) V (%)
{um) v kategorii kumulativni
15 0,58% 0,58%
20 2,85% 3,43%
30 12,45% 15,91%
50 29,52% 45,43%
60 13,42% 58,85%
80 19,05% 77,80%
100 10,31% 83,21%
120 4,78% 93,00%
140 3,45% 96,45%
160 1,50% 97,95%
180 0,76% 98,70%
200 0,78% 99,48%
220 0,27% 99,75%
240 0,25% 100,00%
Piiklad 2

Rekrystalizace glykopyrronium bromidu z 2-propanolu

Prvni rekrystalizace:

Surova smés glykopyrronium bromidu (4 g, 10,1 mmol) byla zahfivana v 60 ml 2-propanolu

k 80 °C a pfi této teploté michdna 30 minut. Nasledn& byl roztok ochlazovan tempem 20 °C /

hod na konetnych -10 °C, pii 50 az 60 °C bylo naotkovano krystaly zadouctho

diastereoisomerniho paru. Pii -10 °C byla smés udrzovéana 15 minut a vzniklé krystaly byly pak

odsaty a promyty chladnym 2-propanolem (10 ml). Byly ziskany 2 g produktu, chemicka Cistota

99,3 % (HPLC), diastercomerni Cistota 94,6 % (CE).

Druhd rekrystalizace:

Produkt z prvni rekrystalizace (2 g, 5 mmol) byl zahtivan 30 minut ve 35 ml 2-propanolu pii

80 °C. Nasledn& byl roztok ochlazovan tempem 20 °C / hod na kone¢nych -10 °C, pfi 50 az
5



60 °C  bylo naotkovéno krystaly Zadouciho diastereoisomerniho paru. Pii -10 °C byla smés
udr¥ovéana 30 minut a vzniklé krystaly byly odsaty a promyty chladnym 2-propanolem (10 ml).
Bylo ziskdno 1,75 g (celkovy vytézek dvou krystalizaci 44 %) Ciste bilé krystalické latky
s chemickou &istotou 99,95 % (HPLC) a diastereomerni Cistotou 99,9 % (CE). 'H NMR (500
MHz, D,0): & 1,24 (m, 1H); 1,50-1,72 (m, 7H); 2,13 (m, 1H); 2,69 (m, 1H); 3,02 (s, 3H); 3,15
(qui, J = 8,5 Hz, 1H); 3,18 (s, 3H); 3,56 (m, 2H); 3,73 (d, J = 13,9 Hz, 1H); 3,83 (dd, J=13,9
Hz, J = 6,0 Hz, 1H); 5,50 (m, 1H); 7,38 (m, 1H); 7,45 (m, 2H); 7,63 (m, 2H). 13C NMR (125,8
MHz, D,0): & 28.4; 28,7; 28,8; 29,3; 32,6; 47,6; 51,5; 55,6; 56,2; 67,5; 712,8; 76,7, 83,4; 128,7;
131,0; 131,4; 143,3; 177,1. XRPD: krystalicka forma A. PSD (microscope): 8 - 170 pm.

Ptiklad 3

Rekrystalizace glykopyrronium bromidu z 2-propanolu

Prvni rekrystalizace:

Surova smés glykopyrronium bromidu (2 g, 5 mmol) byla zahtivana ve 30 ml 2-propanolu
k 80 °C a pfi této teploté michdna 30 minut. Nasledné byl roztok ochlazovan tempem 20 °C/hod
na koneénych -10 °C, pi 50 az 60 °C bylo naockovano krystaly Zadouciho diastereoisomerniho
paru. Pii -10 °C byla smés udrzovana 15 minut a vzniklé krystaly byly pak odsity a promyty
chladnym 2-propanolem (5 ml). Bylo ziskano 0,95 g produktu, chemicka ¢istota 99,3 % (HPLC),

diastereomernt &istota 95,9 % (CE).

Druhd rekrystalizace:

Produkt z prvni rekrystalizace (0,95 g, 2,4 mmol) byl zahiivan 30 minut v 17 ml 2-propanolu pfi
80 °C. Nasledné byl roztok ochlazovan tempem 20 °C / hod na koneénych -10 °C, pfi 50 aZ
60 °C bylo naotkovéno krystaly Zadouciho diastereoisomerniho paru. Pfi -10 °C byla smés
udr¥ovana 30 minut a vzniklé krystaly byly odsaty a promyty chladnym 2-propanolem (4 ml).
Bylo ziskdno 0,80 g (celkovy vytézek dvou krystalizaci 40 %) Cisté bilé krystalické latky
s chemickou &istotou 99,95 % (HPLC) a diastereomerni &istotou 99,95 % (CE). "H NMR (500
MHz, D,0): § 1,24 (m, 1H); 1,50-1,72 (m, 7H); 2,13 (m, 1H); 2,69 (m, 1H); 3,02 (s, 3H); 3,15
(qui, J = 8,5 Hz, 1H); 3,18 (s, 3H); 3,56 (m, 2H); 3,73 (d, J = 13,9 Hz, 1H); 3,83 (dd, J= 13,9
Hz, J = 6,0 Hz, 1H); 5,50 (m, 1H); 7,38 (m, 1H); 7.45 (m, 2H); 7,63 (m, 2H). BC NMR (125,8
MHz, D,0): & 28,4; 28,7; 28,8; 29,3; 32,6; 47,6; 51,5; 55.,6; 56,2; 67,5; 72,8; 76,7; 83,4; 128,7;
131,0; 131,4; 143,3; 177,1. XRPD: krystalicka forma A.

PSD (microscope): 6 - 160 um. — viz. tabulka 2.



Tabulka 2: Distribuce velikosti &astic (PSD) — procentudlni zastoupeni €astic o urdité velikosti ve

vzorku
GLP7_IP_K2
Velikost | V(%) V(%)
(um) v kategorii kumulativni
8 0,54% 0,54%
10 0,95% 1,48%
20 19,02% 20,51%
30 26,85% 47,36%
40 17,72% 65,08%
50 13,25% 78,37%
60 7,24% 85,61%
80 9,04% 94,65%
100 2,80% 97,45%
120 1,43% 98,88%
140 0,57% 89,45%
160 0,37% 99,83%
170 0,17% 100,00%
Ptiklad 4

Rekrystalizace glykopyrronium bromidu z 1-propanolu

Prvni rekrystalizace:

Surova smés glykopyrronium bromidu (2 g, 5 mmol) byla zahtivédna ve 15 ml 1-propanolu
k 80 °C a pfi této teploté michdna 30 minut. Nasledn& byl roztok ochlazovéan tempem 20 °C/hod
na laboratorni teplotu, pti 50 az 60 °C bylo naockovano krystaly Zzadouciho diastereoisomerniho
paru. Za pomalého michéni nechana smés krystalovat za laboratorni teploty do druhé¢ho dne.
Nasledujici den byly vzniklé krystaly odsaty a promyty chladnym 1-propanolem (2 ml). Bylo
ziskano 0,9 g produktu, chemicka &istota 99,4 % (HPLC), diastereomerni &istota 94,6 % (CE).
Druhd rekrystalizace:

Produkt z prvni rekrystalizace (0,9 g, 4.5 mmol) byl pfi 80 °C michdn 30 minut ve 13 ml
1-propanolu. Nésledné byl roztok ochlazovéan tempem 20°C/hod na laboratorni teplotu, pfi 50 az
60 °C byla naotkovéana krystaly yadouciho diastereoisomerniho paru. Za pomalého michani
nechana smés krystalovat za laboratorni teploty do druhého dne. Nasledujici den byly vzniklé

krystaly odsaty a promyty chladnym 1-propanolem (2 ml). Bylo ziskano 0,86 g (celkovy vytéZek
7
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dvou krystalizaci 43 %) &ist& bilé krystalické latky s chemickou ¢istotou 99,9 % (HPLC) a
diastereomerni &istotou vyssi nez 99,9 % (CE). "H NMR (500 MHz, D,0): 8 1,24 (m, 1H); 1,50-
1,72 (m, 7TH); 2,13 (m, 1H); 2,69 (m, 1H); 3,02 (s, 3H); 3,15 (qui, J = 8,5 Hz, 1H); 3,18 (s, 3H);
3,56 (m, 2H); 3,73 (d, J = 13,9 Hz, 1H); 3,83 (dd, J = 13,9 Hz, J = 6,0 Hz, 1H); 5,50 (m, 1H);
7,38 (m, 1H); 7,45 (m, 2H); 7,63 (m, 2H). 3C NMR (125,8 MHz, D,0): & 28,4; 28,7; 28,8; 29,3;
32,6; 47,6; 51,5; 55,6; 56,2; 67,5; 72,8; 76,7; 83,4; 128,7, 131,0; 131,4; 143,3; 177,1. XRPD:
krystalickd forma A.

PSD (microscope): 2 - 11 pm — viz. tabulka 3.

Tabulka 3: Distribuce velikosti &astic (PSD) — procentualni zastoupeni Eastic o urcité velikosti ve

vzorku
GLP3_NP_K1
Velikost | V(%) V (%)
(um) v kategorii kumulativni
2 5,32% 5,32%
3 30,48% 35,75%
4 37,96% 73,75%
5 19,33% §3,08%
6 4,64% 97,73%
8 1,97% 99,69%
10 0,15% 99,84%
11 0,16% 100,00%
Piiklad 5

Rekrystalizace glykopyrronium bromidu z 1-butanolu

Prvni rekrystalizace:

Surova smés glykopyrronium bromidu (4 g, 10,1 mmol) byla zahfivana ve 30 ml 1-butanolu
k 80 °C a pii této teploté michéna 30 minut. Nasledn& byl roztok ochlazovéan tempem 20 °C/hod
na laboratorni teplotu, pfi 50 aZ 60 °C bylo nao¢kovano krystaly Zadouciho diastereoisomerniho
paru. Za pomalého michani nechana smés krystalovat za laboratorni teploty do druhého dne.
Nasledujici den byly vzniklé krystaly odsaty a promyty chladnym 1-butanolem (4 ml). Bylo
ziskéno 1,85 g produktu, chemicka &istota 99,5 % (HPLC), diastereomerni Cistota 94,4 % (CE).

8



[ ]
sess®
XX R
-
»
.
' TEEE X
ssece
asee
ssavee
[ X2 BJ
.
PEX Y
v

Druhd rekrystalizace:

Produkt z prvni rekrystalizace (1,85 g, 4,7 mmol) byl pii 80 °C michén 30 minut ve 15 ml
1-butanolu. Nasledn® byl roztok ochlazovan tempem 20 °C / hod na laboratorni teplotu, pii 50 aZ
60 °C byla naockovana krystaly Zadouciho diastereoisomerniho paru. Za pomalého michéni
nechéna smés krystalovat za laboratorni teploty do druh¢ho dne. Nasledujici den byly vzniklé
krystaly odsaty a promyty chladnym 1-butanolem (2 ml). Bylo ziskano 1,65 g (celkovy vytézek
dvou krystalizaci 41 %) &ist& bilé krystalické latky s chemickou &istotou 99,9 % (HPLC) a
diastereomerni ¢istotou 99,9 % (CE). 'H NMR (500 MHz, D,0): 8 1,24 (m, 1H); 1,50-1,72 (m,
7H); 2,13 (m, 1H); 2,69 (m, 1H); 3,02 (s, 3H); 3,15 (qui, J= 8,5 Hz, 1H); 3,18 (s, 3H); 3,56 (m,
2H); 3,73 (d, J = 13,9 Hz, 1H); 3,83 (dd, J= 13,9 Hz, J = 6,0 Hz, 1H); 5,50 (m, 1H); 7,38 (m,
1H); 7,45 (m, 2H); 7,63 (m, 2H). 3¢ NMR (125,8 MHz, D,0): 8 28,4; 28,7; 28.8; 29,3; 32,6;
47,6; 51,5; 55,6; 56,2; 67,5; 72,8; 76,7; 83,4; 128,7; 131,0; 131,4; 143,3; 177,1. XRPD:
krystalicka forma A.

PSD (microscope): 2 - 14 pm — viz. tabulka 4.

Tabulka 4: Distribuce velikosti &astic (PSD) — procentudlni zastoupeni Castic o urcité velikosti

ve vzorku
GLP4_NB_K1
Velikost V (%) V (%)
(um) v kategorii kumulativni

2 5,85% 5,85%
3 41,05% 46,94%
4 28,77% 75,72%
5 12,67% 88,38%
6 6,50% 94,89%
8 3,51% 98,39%

10 1,02% 99,42%

14 0,58% 100,00%
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Priklad 6

Rekrystalizace glykopyrronium bromidu z ferc.butanolu

Prvni rekrystalizace:

Surova smés glykopyrronium bromidu (2 g, 5 mmol) byla zahfivana v 15 ml terc.butanolu
k 80 °C a pti této teplot& michdna 30 minut. Nasledng byl roztok ochlazovén tempem 20 °C/hod
na laboratorni teplotu, p¥i 50 az 60 °C bylo naockovano krystaly Zadouciho diastereoisomerniho
paru. Za pomalého michani nechana smé&s krystalovat za laboratorni teploty do druhého dne.
Nasledujici den byly vzniklé krystaly odsaty a promyty chladnym terc.butanolem (1 ml). Bylo
ziskano 0,85 g produktu, chemicka &istota 99,3 % (HPLC), diastereomerni Cistota 94,9 % (CE).
Druhd rekrystalizace:

Produkt z prvni rekrystalizace (0,85 g, 2.1 mmol) byl pti 80°C michan 30 minut v 6 ml
terc.butanolu. Nasledn& byl roztok ochlazovan tempem 20 °C/hod na laboratorni teplotu, pfi 50
aZ 60 °C byla naotkovana krystaly Zadouciho diastereoisomerniho paru. Za pomalého michéni
nechéna smés krystalovat za laboratorni teploty do druhého dne. Nasledujici den byly vzniklé
krystaly odsaty a promyty chladnym ferc. butanolem (1 ml). Bylo ziskéno 0,8 g (celkovy vytézek
dvou krystalizaci 40 %) &ist& bilé krystalicke latky s chemickou &istotou 99,8 % (HPLC) a
diastereomerni Eistotou 99,9 % (CE). "H NMR (500 MHz, D;0): 8 1,24 (m, 1H); 1,50-1,72 (m,
7H); 2,13 (m, 1H); 2,69 (m, 1H); 3,02 (s, 3H); 3,15 (qui, J = 8,5 Hz, 1H); 3,18 (s, 3H); 3,56 (m,
2H); 3,73 (d, J = 13,9 Hz, 1H); 3,83 (dd, J = 13,9 Hz, J = 6,0 Hz, 1H); 5,50 (m, 1H); 7,38 (m,
1H); 7,45 (m, 2H); 7,63 (m, 2H). 3C NMR (125,8 MHz, D;0): & 28,4; 28,7; 28,8; 29.3; 32,6;
47,6; 51,5; 55,6; 56,2; 67,5; 72,8; 76,7, 83.4; 128,7; 131,0; 131,4; 143,3; 177,1. XRPD:
krystalickd forma A.

PSD (microscope): 2 - 30 pm — viz. tabulka 5.

10
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Tabulka 5: Distribuce velikosti ¢astic (PSD) — procentuélni zastoupeni &astic o urité velikosti

ve vzorku
GLP5_TB_K1
Velikost V (%) V (%)
{um) v kategorii kumulativni
2 1,45% 1,45%
3 16,95% 18,48%
4 22,94% 41,42%
5 16,76% 58,18%
6 13,40% 71,58%
8 17,28% 38,86%
10 6,66% 95,51%
15 3,35% 98,86%
20 0,85% 99,76%
25 0,11% 99,87%
30 0,00% §9,87%
31 0,13% 100,00%

Seznam analytickvch metod

Mgétici parametry XRPD: Difraktogramy byly naméfeny na difraktometru X'PERT PRO MPD
PANalytical, pouZité zafeni CuKa (3=0,1542 nm (1,542 A)), excitatni napéti: 45 kV, anodovy
proud: 40 mA, méfeny rozsah: 2 - 40° 26, velikost kroku: 0,01° 26, méfeni probihalo na plochém
praskovém vzorku, ktery byl nanesen na Si desti¢ku. Pro nastaveni primarni optiky byly pouZity
programovatelné divergenéni clonky s ozatenou plochou vzorku 10 mm, Sollerovy clonky 0,02
rad a protirozptylové clonka %°. Pro nastaveni sekundarni optiky byl pouZit detektor X'Celerator
s maximalnim otevienim detekéni térbiny, Sollerovy clonky 0,02 rad a protirozptylova clonka

5,0 mm.

Chemicka4 Sistota byla méFena kapalinovou chromatografii (HPLC):

Pristroj: Waters Acquity UPLC, PDA detekce
Priprava vzorku: 10,0 mg zkouseného vzorku rozpustit v 10,0 ml 50% acetonitrilu R
Kolona: -rozmér: 1=0,10m, &= 4,6 mm

- staciondrni faze: Waters CSH Phenyl-Hexyl, 2,5 pm &astice

- teplota kolony: 35 °C.
11
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Mobilni faze: A: 0,2% roztok trifluoroctové kyseliny ve vodé
B: acetonitril R
Gradientova eluce:
Cas (min) Pritok % A % B
(ml/min)
0 0,7 75 25
9 0,7 40 60
10 0,7 75 25
11 0,7 75 25
Detekce: spekrofotometr 220 nm
Ndstrik: 2l
Teplota vzorku: 20 °C
Koncentrace vzorku: 1 mg/ml

Diastereomerni &istota byla méfena kapilarni elektroforézou (CE):

Zarizeni:

Kapildra:

Teplota kapildry:
PouZité napéti:
Detekce:
Nastrik:

P#iprava roztokii:

Zdkladni elektrolyt:

Separacni elektrolyt.

kapilarni elektroforéza s vestaveénym detektorem (DAD) a datovou
stanici

kfemennd, vnitini primér 50 um, celkova délka 48,5 cm, Glinna délka
40,0 cm

30°C

-10kV

UV pfi 192 nm

hydrodynamicky, 4 s, 50 mbar pietlaku

1,08 g dihydrogenfosforecnanu draselného (KH,PO,) se rozpusti v 90 ml
vody pro chromatografii R, ptidavkem 85% kyseliny fosforecné R se
upravi pH na hodnotu 3,0£0,05 a roztok se zfedi vodou pro
chromatografii R na 100 ml.

55 mg sulfatovaného y-cyklodextrinu (HS-y-CD) (Cyclolab) se rozpusti
v 0,8 ml zakladniho elektrolytu. Pozndmka: separacni elektrolyt must byt

vzdy pripraven Cerstvy — v den analyzy.

12
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Porovndvaci roztok: 5 mg kazdého diastereoisomeru se navaZzi do 5 ml odmérné barnky,
rozpusti se ve 3 ml vody pro chromatografii R a doplni vodou pro
chromatografii R na 5 ml.

ZkouSeny roztok: obsah jedné kapsle se rozpusti se 3 ml vody pro chromatografii R a

doplni vodou pro chromatografii R na 5 ml.

Kazdodenni kondiciovani kapildry:
Kapilara se promyje 5 min vodou pro chromatografii R, 5 min IM hydroxidem sodnym, 5 min

vodou pro chromatografii R a 5 min separatnim elektrolytem (vie za pfetlaku 950 mbar).

Postup méreni:
Pted kazdou analyzou se kapildra promyje 2 min separaénim elektrolytem (pfetlak 950 mbar).
Potom se nastifkne vzorek (50 mbar, 4 s do néstfikové vialky). Oba konce kapilary se ponoii do

separaéniho elektrolytu a aplikuje se nap&ti -10 kV.

Migracni éasy:  Diastereoisomer 1: kolem 13,0 min
Diastereoisomer 2: kolem 14,3 min
Diastereoisomer 3: kolem 14,7 min

Diastereoisomer 4: kolem 15,2 min

Spektra nuklearni magnetické rezonance (NMR) byla nam&fena na piistroji Avance 500 od
firmy Bruker. 'H spektra byla m&fena pfi frekvenci 500,13 MHz, *C pti frekvenci 125,8 MHz.
Vzorek byl méfen v deuterovaném rozpoustédle uvedeném u konkrétni analyzy, standardné pfi
25°C (pokud neni u konkrétni analyzy uvedeno jinak). Chemicky posun 8 je vyjadien jako ppm,
interakéni konstanty J jsou uvedeny v Hz. Spektra byla standardng vztahovéana ke zbytkovému

signalu rozpou§tédla. V piipadé DO byl jako interni standard pouZit DSS.

Uhlikova spektra nukledrni magnetické rezonance v pevném stavu (ssNMR) byla méfena na

piistroji Avance 400 WB Bruker metodou CP/MAS v rotoru 4 mm pi otafkach 13 kHz,
standardné pfi 25 °C.

Distribuce velikosti &4stic (PSD) byla zm&fena na optickém mikroskopu Nikon eclipse N80i,
objektiv LU PLAN Fluor 10x, okular CFI10/22x, pouZité suspendacni médium - parafinovy

olej.

13
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Patentpvé naroky

Zptsob piipravy glykopyrronium bromidu ve formé& [R,S] a [S,R] diastereoisomerd,
vyznadujici se tim, Ze spociva v odkrystalizovani téchto zadoucich diastereoisomertt ze
smési  diastereoisomert [R,S], [S.R], [R.R] a [S.S] dvéma nebo vice fizenymi
krystalizacemi z roztoku rozpoustédla voleného ze skupiny 1-propanol, 2-propanol, 1-

butanol, terc.butanol.

Zptisob ptipravy podle néroku 1, vyznadujici se tim, 7e diastereoisomerni Cistota produktu

je alespoii 99,9 % R,S/ S,R.

. Zptsob pipravy podle nroku 1 az 2, vyznadujici se tim, Ze fizend krystalizace spociva
v rozpusténi smési diastereoisomerd za horka a nasledném ochlazovani roztoku na

laboratorni teplotu rychlosti 20 °C/h.

Zpuisob piipravy podle naroku 3, vyznalujici se tim, Ze se smés diastereoisomert rozpusti

v rozpoustédle pfi teploté 50 °C aZ teploté varu daného rozpoustédla.

Zpisob ptipravy podle néroku 1 az 4, vyznadujici se tim, Ze se pouZije rozpoustédlo 1-

propanol nebo 1-butanol.

Zpusob ptipravy podle naroku 5, vyznadujici se tim, Ze velikost viech &astic produktu je

men3i neZ 20 pm, pti méfeni pomoci optického mikroskopu.

Krystalicky ~glykopyrronium bromid ve form& [R,S] a [S,R] diastereoisomerd,
piipravitelny zpisobem podle naroki 1 az 6, s velikosti viech tastic menSich nez 20 pm,
pfi mé&feni pomoci optického mikroskopu, a diastereoisomerni &istotou produktu alespoii

99,9 % R,S/S,R.

14
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Obr. 8

SEM HV: 5.00 kV
View field: 433.4 ym
SEM MAG: 500 x

" WD: 8.000 mm

Det: BSE
Date(m/dfy): 05/13/14
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Obr. 9
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Obr. 10

; ok &

- o o Gy B> 78 - s g 2
SEM HV: 7.00 kV WD: 8.281 mm ORI I W S T B MIRAW TESCAN
View field: 43.34 ym  Det: BSE 10 pm 7
SEM MAG: 5.00 kx Date(m/dAy): 05/27/14 Zemivan



