CZ 2014 - 502 A3

PRIHLASKA VYNALEZU

Zverejnéna podle §31 zakona &. 527/1990 Sb.

(22) Prihlaseno: 17.07.2014
El 9) (40) Datum zvetejnéni prihlasky vynalezu: 27.01.2016
o KA (Véstnik & 4/2016)

URAD ,
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

(21) Cislo dokumentu:

2014-502

(13) Druh dokumentu: A3

(51) Int. CL:
CO7H 19/10 (2006.01)
CO7H 1/00 (2006.01)

(71)  Prihlagovatel:
Zentiva, k.s., Praha 10, CZ

(72)  Pavodce:
Martin Stefko, 85101 Bratislava, SK
Ondfej Dammer, Hostivice, CZ
Lukas Krejéik, Praha 9- Vinof, CZ
Stanislav Man, Nezdenice, CZ

(74)  Zastupce:
Rott, Rtizicka & Guttmann, Advokatni, patentové a
znamkové kancelare, Ing. Ivana Jirotkova,
patentova zastupkyné, Vinohradska 37, 120 00
Praha 2

(54) Nazev prihlasky vynalezu:
Novi forma sofosbuviru a zpiusob jeji
pFipravy

(57) Anotace:
Krystalick4 forma sofosbuviru Z-1, charakterizovana
difrakénimi piky 8,0; 12,3; 17,1; 19,9 2 20,8 £ 0,2° 2-
theta za pouziti CuKa zéfeni, a zptisob jeji pfipravy.



—
seceze

-

.

.
esee
eve

.

.

X

Nové forma sofosbuviru a zptsob jeji piipravy

Oblast techniky
Vynalez se tyka nové krystalové formy SOFOSBUVIRU vzorce 41, chemicky isopropy! ((S)-
- (((2R,3R,4R,5R)-5-(2,4-dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1 (2H)-y1)-4-fluor-3-hydroxy-4-

—methyltetrahydrofuran-2-yl)methoxy)(fenoxy)fosforyl)-L-alaninét a zpiisobu jeho pfipravy.
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Dosavadni stav techniky

Sofosbuvir je latka uréend pro 1é¢bu Hepatitidy typu C. Latka byla prvn¢ popsana
v patentové pfihlaSce W(ﬁ008h21634, obecny postup pripravy této a fady dalSich latek
s obdobnym sloZenim je uvedena v citované piihla3ce na strance 668 az 671. Syntéza je dale
dokumentovéna v ptikladech 13 aZ 66. Reprodukci téchto postupl byl ziskdn sofosbuvir
v amorfni form& (forma pény, nebo oleje).
SOFOSBUVIR je tzv. proléivo, které je snadno enzymaticky transformovano ptimo v jatrech
na u&inu latku 2'-deoxy-2'"-a-fluoro-B-C-methyluridine-5'"-triphosphate, ktery slouzi jako inhibitor
RNA polymerazy ( NS5B protein) a inhibuje tak syntézu virdlni RNA. Sofosbuvir pfedstavuje
prvi neinterferonovu 1é¢bu chronicky hepatitidy C s uspéSnosti 1é¢by dosahujici 9(;‘%.

Patentova pfihlaska WOPOlO/ 135569 popisuje piipravu a charakterizaci péti polymorfi a

v

amorfu Sofosbuviru zatimco ptihlaska WO£201 1/123645 rozsifuje tento seznam o formu VI
Forma VI se piipravuje krystalizaci z vodného roztoku, prekvapive je viak nehydroskopicka a
stabilni na vzduchu. Formy V a IV se ptipravuju krystalizaci s anizolu a acetonitrilu. Obé v8ak
ptechazeji na Formu I uZ pouhou filtraci. Forma III je popsand jako 1:1 solvats chloroformgm,
zatim co forma II jako 1:1 solvéat s dichlormethanom. Nesolvatovanou formu Sofosbuviru
reprezentuje Forma L. Patent dale popisuje Single krystal X-ray kystalografické data Forem 1, II,
ML

Podstata vynalezu

Podstatou vynélezu je nové polymorfni forma Sofosbuviru Z-1, jeji pfiprava a charakterizace.
Ptipravena polymorfni forma vykazuje vysokou fyzikalni stabilitu, ¢imz se stava vhodnym

kandidatem pouZiteInym ve farmaceutické kompozici.
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Obrizek 1.: IR spektrum sofosbuviru, forma Z-1.
Obrazek 2.: RAMANOVE spektrum sofosbuviru, forma Z-1.

Obrazek 3.: C ssNMR na pevné faze SOFOSBUVIRU, Forma Z-1.
Obrazek 4.: '°F ssNMR pevné faze formy Z-1 Sofosbuviru.
Obriazek 5.: RTG pragkovy zdznam formy Z-1 sofosbuviru.

Obrazek 6.: DVS kiivka Formy Z-1 Sofosbuviru.

Podrobnyv popis vynalezu

Podstatou vynalezu je nova polymorfni forma Sofosbuviru oznacend jako Z-1 které nebyla dosud
v literatufe popséana. Hlavni vyhodou této nové polymorfni formy jsou lepsi &istici schopnosti ve
srovnani s dosud popsanou formou 1 (WO?OI 1/123645). Tato forma je bezvoda,
nehygroskopicka a ukazuje se chemicky a polymorfné stabilni. Forma Z-1 byla charakterizovana
nésledujicimi analytickymi metodami: RTG praskova difrakce (XRPD Ramanova spektroskopie,
IC spektroskopie, NMR spektroskopie a dynamické sorpce par (DVS).

Sofosbuvir &Iy ziskany podle patentu WqVZOI 1/123645 (FORMA 1) vykazuje ¢istotu
nejvice 98,0 % (dle HPLC). Krystalizaci ze smési DCM/Toluen podle této patentové piihlasky se
latka jiz prakticky nedisti stejné jako opakovanou krystalizaci z této smési. Je patrmé, Ze
opakovan4 krystalizace nevede ke sniZeni necistot pod stanovené limity (0,10 a 0,15 %). Takova

surovina poté neni vhodna pro farmaceutickou vyrobu.

Forma Z-1 Sofosbuviru podle tohoto vyndlezu je charakterizovina nésledujicimi
reflexemi v RTG praskovém zéznamu: 8,0; 12,3; 17,15 19,9 a 20,8 + 0,2° 2-theta za pouZiti
CuKo. zafeni. V RTG pragkovém zdznamu mohou byt nalezeny jest¢ dalsi difrakcni piky: 10,3;
13.4; 16,1; 17,9; 19,3; 23,6; 24,8 a 27,0 + 0,2° 2-theta. Polohy difrakénich pikd a jim
odpovidajici mezirovinné vzdélenosti a relativni intenzity jsou shrnuty v Tabulce 1. RTG

pragkovy zdznam této polymorfni formy je uveden na obrazku 5.
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Tabulka 1. Typické difrakéni piky odpovidajici formé Z-1 Sofosbuviru

mezirovnna

Pos. vzdalenost
[°2Th.] [A) Rel. Int. [%]

8,01 11,033 100,0
10,30 8,584 54,4
12,34 7,168 83,1
13,38 6,614 15,1
16,12 5,495 11,2
16,72 5,298 32,1
17,13 5,172 97,5
17,90 4,950 20,0
18,57 4,773 12,1
19,29 4,597 61,2
19,93 4,451 71,1
20,75 4,277 36,9
21,89 4,056 12,0
23,22 3,828 21,7
23,55 3,774 13,9
24,82 3,585 16,3
25,21 3,530 19,0
27,02 3,297 18,7
27,87 3,198 12,6
28,46 3,134 8,1
31,20 2,864 8,7

Forma Z-1 Sofosbuviru podle tohoto vynalezu je charakterizovana nasledujicimi pasy
reflexi v FTIR spektru: 3251, 1719, 1669, 1265, 1092 a 945 + 4 cm™ (obr. 1).

Forma Z-1 Sofosbuviru podle tohoto vynalezu je charakterizovana nasledujicimi pasy
maxim intenzit v FT-Ramanové spektru: 2987, 1718, 1671, 1373, 1217, 1007, 774 £ 4 cm’! (obr.
2).

Forma Z-1 Sofosbuviru podle tohoto vynalezu je dale charakterizovana B¢ a F ssNMR
na pevné faze. 13C ssNMR spektrum pevné féze této polymorfni formy je uveden na obrazku 3.
19F ssNMR spektrum pevné faze této polymorfni formy je uveden na obrazku 4.

'H NMR spektra vroztoku a BC ssNMR nepotvrdila ptitomnost solvétu, rovnéz
ptitomnost co-krystalu nebyla potvrzena pomoci ssNMR spektroskopie.

F ssNMR  podéva dalsi charakteristiku nove krystalické formy jedinym pikem pfi chemickém

posunu & 154,66 ppm.



Zaznam dynamické sorpce par ukazuje stabilitu polymorfu v rozmezi 0 az 70 % relativni
vlhkosti, kdy nariist obsahu vody ve vzorku byl vrozmezi 0-0,4 %. V intervalu relativnich
vlhkosti 70-90 % dochazi k vyrazné sorpci vody z 0,4 na 6,4 %. Néslednym obracenim cyklu
(desorpee) a snizovanim relativni vlhkosti z 90 % se obsahu vody neméni a zlistdva na hodnote
6,4 %. Po dosaZeni 60 % relativni vihkosti dochazi ke skokové desorpci vody jejiZ obsah klesne
pi 50 % relativni vihkosti na 0,4 % a nadéle pozvolna klesa aZ k 0 % pti 0% relativni vlhkosti.

Nasledny opakovany cyklus sorpce/desorpce kopiruje ptedesly pribeh.
Forma Z-1 je na vzduchu stabilni a odolna vii¢i vihkosti.

Vynalez rovnéZ zahrnuje postup pfipravy nové formy Z-1. Forma Z-1 lze ziskat krystalizaci
sofosbuviru z esteru C3 aZ C5 alkoholu a C1 az C4 kyselin. Vyhodné je ester volen tak, aby
celkovy pocet uhlikt byl 5 az 8. Vyhodny se tedy jevi naptiklad propyl ester kyseliny butanove,
& pentyl ester kyseliny mravendi. Ester miZe byt sloZen z primérnich, sekundarnich nebo

tercialnich alkoholt. Stejné tak uhlikovy skelet kyseliny miZe byt linearni €i rozvétveny.
Nejlepsim fedenim se jevi ester kyseliny octové s n-butanolem (n-butylacetat)

Vy3e popsané estery mohou byt pouZity bud’ ¢isté nebo ve smési s dalSim rozpoustédlem tak
zvanym ko-solventem. Ko-solventem jsou voleny mén€ polarni rozpoustédla. OsvédCily se
napiiklad C6 aZ C9 aromaty popiipadé C6 az C9 alicyklické uhlovodiky, popiipadé¢ Cl1 az C4
chlorované uhlovodiky, substituované jednim nebo vice atomy chloru. Piikladem miZe byt

cyklohexan, toluen nebo DCM

Nova polymorfni forma Z-1 sofosbuviru vykazuje Cistotu 99,8 % jiz po prvni krystalizaci ze
smési n-butylacetat/toluen, nésledna re-krystalizace pak poskytuje produkt s &istotou 99,9 %
pfi¢emz viechny detekované necistoty jsou pod hodnotami stanovenych limiti (0,10 a 0,15 %).
Takto pFipravena API vyhovuje svou kvalitou poZadavkiim pro farmaceutické pouZiti.

Dal§i vyhodou je pouZiti n-butylacetitu jako rozpoustédla v pfipravé této nove
polymorfni formy Z-1 Sofosbuviru. Toto rozpoustédlo je netoxické s limitem 5000 ppm pro
findlni API, netékavé (teplota varu 126\1,’C), netvo¥{ vybu$né pary. Stava se tak vhodnym

rozpoustédlem pro moznou technologickou vyrobu Sofosbuviru.



Vynélez je blize objasnén v nésledujicim pfikladu provedeni. Pfiklad ilustrujici zlepSeni postupu
podle vyndlezu ma vyhradn& ilustrativni charakter a rozsah vyndlezu v 74dném ohledu

neomezuji.

Experimentalni ¢ast:

Analytické metody:
RTG praskova difrakce
Difraktogramy byly ziskany na praskovém difraktometru X'PERT PRO MPD PANalytical,

pouzité zafeni CuKo, (A=1,542 A), excitaéni napéti: 45 kV, anodovy proud: 40 mA, meéfeny
rozsah: 2 - 40° 20, velikost kroku: 0,01° 20 pii setrvani na reflexi 50 s. Méfeni probihalo na
plochém praskovém vzorku naneseném na Si desti¢ku. Pro korekei primarniho svazku byly uZzity
0,02 rad Sollerovy clonky, 10 mm maska a 1/4° fixni protirozptylova clonka. Ozatena plocha
vzorku byla 10 mm, byly uZity programovatelné divergenéni clonky. Pro korekei sekundarniho

svazku byly uzity 0,02 rad Sollerovy clonky a 5,0 mm protirozptylova clonka.

IR
ATR(ZnSe)-FTIR spektra byla méfena na FTIR spektrometru Nicolet Nexus (Thermo, USA). Na

jedno spektrum bylo akumulovano 12 skend s rozliSeni 4 cm",

Raman:
FT-Ramanova spektra byla m&fena na FTIR spektrometru RFS 100/S (Bruker, Germany). Na
jedno spektrum bylo akumulovéno 128 skent s rozliSenim 4 cm™. Jako zdroj budiciho zéfeni byl

pouzit laser s vinovou délkou 1064 nm a vykonem 250 mW.

Nuklearni magnetické rezonance (NMR)

NMR spektra byly naméfeny na piistroji Avance 500 od firmy Bruker. 'H spektra byly m&feny
pfi frekvenci 500.13 MHz, BC pti frekvenci 125,8 MHz. Vzorek byl méfen v deuterovaném
rozpoustédle uvedeném u konkrétni analyzy, standartn€ pfi ZQ%C (pokud neni u konkrétni
analyzy uvedeno jinak). Chemicky posun 3 je udavén v ppm jednotkach, interakéni konstanty J v

Hz. Spektra byla standartné referencovana na zbytkovy signél rozpoustédla.



Solid state NMR spektra byla m&fena na spektrometru Bruker Avance 111 400 WB. Bc CcP MAS
experimenty byly méfeny na 4 mm sond¢ s rychlosti rotace 13 kHz, kontaktni ¢as 2 ms

'F MAS experimenty byly m&feny na 2.5 s rychlosti rotace 30 kHz . Pro CP/MAS experiment
byl kontaktni ¢as 1 ms.

HPLC

Reakee byly rutinng sledovany pomoci HPLC Agilent 1100 s UV (PDA) detektorem vybavené
kolonou Ascentis Express C18 (2,7 um) (100 x 4,6 mm), pii pritoku 1 ml/min, mobilni fazi A:
fosfatovy pufr (pH ~ 3) a fézi B: acetonitril (0 —2 min 10 % MeCN, 2 - 18 min gradient 10 ->
90 % MeCN).

Dvnamicka sorpce par (DVS)

Z4aznamy dynamické sorpce par (DVS) byly naméfeny na pfistroji DVS Advantage 1 od firmy
Surface measurement systems. Navazka vzorku do kfemenné misticky byla 20,2 mg a teplota v
piistroji byla 25,4 °C. Méfici program, ktery byl pouZit: vzorek byl zatizen dvéma cykly, které
maji prib&h od relativni vlhkosti 0% po 90% (sorpee) a poté od 90% do 0% RH (desorpce).
Tento priibéh byl v druhém cyklu zopakovén. Jako nosny plyn byl pouZit 4.0 N2 o pratoku 200

scem.,
Pfiklad 1
Piprava krystalické formy Z-1
Isopropyl ((S)-(((2R,3R,4R,5R)-5-(2,4-dioxo-3 4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-4-fluoro-3-

-hydroxy-4-methyltetrahydrofuran-2-yl)methoxy)(phenoxy)phosphoryl)-L-alaninét
(SOFOSBUVIR) pfipraveny dle postupu popsaného v patentové pfihlaSce WO‘?Ollfl23668
v mno¥stvi 1,5 g (2,83 mmol) bylo za tepla rozpusténo v 8 ml n-butylesteru kyseliny octove
(nBuOAc). Ciry roztok byl pozvolna ochlazen na laboratorni teplotu a michan po dobu 3 h. Po
pfidani 20 mL toluénu byla bila suspenze piefiltrovana, produkt promyt toluenem (5 mL) a
krystalicka forma Z-1 suena za vakua pfi laboratorni teploté.

Vytézek: 1,33 g (87 %)



'H NMR (500 MHz, DMSO) & 11,50 (s, 1H), 7,53 (d, J = 7,0 Hz, 1H), 7,33-7,36 (m, 2H), 7,18-
2721 (m, 2H), 7,117-7,20 (m, 1H), 6,03 (dd, J = 12,7, 10,4 Hz, 1H), 5,83 (d, J = 4,3 Hz, 1H),
5,51 (dd, J = 8,1, 1,6 Hz, 1H), 5,51 (dd, J = 8,1, 1,6 Hz, 1H), 4,85 (hept, J = 6,3 Hz, 1H), 4,33
(dd, J= 11,1, 5,7 Hz, 1H), 4,20 (dt, J = 11,6, 6,0 Hz, 1H), 3,97 (dd, J=9,1, 4,7 Hz, 1H), 3,85 -
-3,76 (m, 1H), 1,25 (d, J= 22,6 Hz, 1H), 1,22 (d, J = 6,8 Hz, 1H), 1,15 (dd, J= 6,3, 0,8 Hz, 1H).
13C NMR (126 MHz, DMSO) & 172,64 (d, J = 5,1 Hz), 162,78 (s), 150.71 (d, J = 6,3 Hz), 150,47
(s), 129,67 (s), 124,63 (s), 120.09 (d, J = 4,9 Hz), 102,28 (s), 101,04 (s), 99,60 (s), 79,47 (s),
71,51 (s), 68,02 (s), 64,66 (s), 49,79 (s), 26,86 (s), 21,42 (d, J = 4,3 Hz), 19,81 (d, J = 6,5 Hz),
16,56 (d, J = 25,2 Hz).*'P NMR (101 MHz, DMSO) 8 3,80 (s). "°C ssNMR (100 MHz,) 3
171,36; 164,12; 151,077; 149,765; 139,370; 123,829; 102,506; 100,263; 88,946; 81,439; 71,358;
68,353; 63,067; 52,396; 21,224; 18,303; 17,781 ppm. "°F ssNMR § = -154.66 ppm
HPLC (210 nm): R, = 9,853 min.

Ptiklad 2
Ptiprava krystalické formy Z-1

Isopropyl ((S)-(((2R,3R 4R, 5R)-5-(2,4-diox0-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-4-fluoro-3-

«hydroxy-4-methyltetrahydrofuran-2-yl)methoxy)(phcnoxy)phosphoryl)-L-alaninét
(SOFOSBUVIR) piipraveny dle postupu popsaného v patentové pfihlasce W02011123668
v mnoZstvi 0,9 g (1.70 mmol) byl za tepla rozpustén v smési nBuOAc/Toluene 10 mL (1:1).

Ciry roztok byl pozvolna ochlazen na laboratorni teplotu a michan po dobu 3 h. Po ptidani 20
mL toluénu byla bila suspenze piefiltrovana, produkt promyt toluenem (5 mL) a krystalicka
forma Z-1 sudena za vakua pfi laboratorni teploté.
Vytézek: 0,73 g (81 %)
'H NMR (500 MHz, DMSO) § 11,50 (s, 1H), 7,53 (d, J = 7,0 Hz, 1H), 7,33-7,36 (m, 2H), 7,18-
-721 (m, 2H), 7,117-7,20 (m, 1H), 6,03 (dd, J = 12,7, 10,4 Hz, 1H), 5,83 (d, J = 4,3 Hz, 1H),
5,51 (dd, J = 8,1, 1,6 Hz, 1H), 5,51 (dd, J = 8,1, 1,6 Hz, 1H), 4,85 (hept, J = 6,3 Hz, 1H), 4,33
(dd, J = 11,1, 5,7 Hz, 1H), 4,20 (dt, J = 11,6, 6,0 Hz, 1H), 3,97 (dd, J=9.1, 4,7 Hz, 1H), 3,85 -
~3,76 (m, 1H), 1,25 (d, J = 22,6 Hz, 1H), 1,22 (d, J = 6,8 Hz, 1H), 115 (dd, J = 6,3, 0,8 Hz, 1H).
13C NMR (126 MHz, DMSO0) § 172,64 (d, J= 5,1 Hz), 162,78 (s), 150.71 (d,J=6,3 Hz), 150,47
(s), 129,67 (s), 124,63 (s), 120.09 (d, J = 4,9 Hz), 102,28 (s), 101,04 (s), 99,60 (s), 79,47 (s),
71,51 (s), 68,02 (s), 64,66 (s), 49,79 (s), 26,86 (s), 21,42 (d, J = 4,3 Hz), 19,81 (d, J = 6,5 Hz),
16,56 (d, J = 25,2 Hz).*'P NMR (101 MHz, DMSO) 8 3,80 (s). BC ssNMR (100 MHz,) &



171,36; 164,12; 151,077; 149,765; 139,370; 123,829; 102,506; 100,263; 88,946; 81,439; 71,358;
68,353; 63,067; 52,396; 21,224; 18,303; 17,781 ppm. F ssNMR & -154,66 ppm HPLC (210
nm): R; = 9,853 min.
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Patentové naroky:

1. Krystalick4 forma sofosbuviru Z-1, charakterizovana difrak¢nimi piky 8,0; 12,3;17,1;
19,9 a 20,8 + 0,2° 2-theta za pouziti CuKa zafeni.

2. Krystalicka forma podle naroku 1, které je dale charakterizovana difrakénimi piky 10,3;
13,4; 16,1; 17,9; 19,3; 23,6; 24,8 a 27,0 £ 0,2° 2-theta.

3. Krystalick4 forma sofosbuviru Z-1, charakterizovana FTIR spektry s pasy 3251, 1719,
1669, 1265, 1092 2 945+ 4 cm™ .

4. Krystalicka forma sofosbuviru Z-1, charakterizovana FT-Ramanovym spektrem
s maximy: 2987, 1718, 1671, 1373, 1217, 1007, 774 £ 4 cm’”.

5. Krystalicka forma sofosbuviru Z-1, charakterizovana 19 F ss NMR spektry vykazujicimi
jediny pas odpovidajici chemickému posunu & — 154,66 ppm.

6. Zpisob piipravy krystalické formy SOFOSBUVIRU Z-1 podle kteréhokoli z pfedchozich

narokd, vyznadujici se krystalizaci z rozpoustédla nebo rozpoustédlové smesi ester C3 aZ
C5 alkoholu a C1 az C4 kyseliny.

7. Zpasob podle naroku 6, vyznadujici se tim, Ze se jedna o ester s celkovym poctem uhliki
5az8.

8. Zpusob podle narokii 6 nebo 7, vyznadujici se krystalizaci z rozpoustedla nebo
rozpoustédlové smé&si obsahujici n-butyl acetat.

9. Zptisob podle narokd 6 az 8, vyznadujici se tim, Ze se provadi z ¢istého nBuOAc.

10. Zpiisob podle naroki 6 a7 8, vyznadujici se tim, Ze se provadi ze smési
obsahujici nBuOAc a ko-solventu.

11. Zpiisob podle naroku 10, kde ko-solvent je toluen.

12. Zptisob podle naroku 10, kde ko-solvent je hexan.

13. Zpisob podle naroku 10, kde ko-solvent je DCM.
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Obriazek 1.: IR spektrum formy Z-1 Sofosbuviru
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Obrazek 2.: RAMANOVO spektrum formy Z-1 Sofosbuviru
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Obrazek 3.: 1°C ssNMR pevné faze formy Z-1 Sofosbuviru
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Obrazek 4.: '°F ssNMR pevné faze formy Z-1 Sofosbuviru
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Obriazek 5. RTG praskovy zdznam formy Z-1 Sofosbuviru.
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Obriazek 6. DVS kiivka Formy Z-1 Sofosbuviru.
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