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Anotace

Papisuje se krystalicky polvmorf ritonaviru. nebaoli (28, 38,
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thizzoly imethoxykarbonyllamine)-1,6-difenyl-3-

hydrosvhexanu, a zptisoby jeho pfipravy.
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Krystalicky polymorf ritonaviru a zpasob jeho pFipravy

Oblast techniky

Tento vynalez se tyka nového krystalického polymorfu (28,35,58)}5-(N(N—{(N-methyl-N—{(2-
izopropyl-4-thiazolyl)methyl)aminokarbonyl)-L-valinyl)amino }-2—(N—((5-thiazolyl)methoxy-
karbonyl)amino)-1.6-difenyl-3-hydroxyhexanu, a zpisobl jeho pfipravy, jeho pouziti jako
farmaceutickeho piipravku a farmaceutické kompozice obsahujiciho novy krystalicky polymorf.

Dasavadni stav techniky

[nhibitory proteaz viru lidské imunodeficience (HIV) jsou jiz nékolik let schvaleny pro ié¢cbu
infekce HIV. ZvIaste ucinny inhibitor protedz HIV je (25.35,55)-5-(N{N—{(N-methyl-N—((2-
izopropyl—-4- lhlamlyi)methyl)qmmo)karbon)1) L vaImyl)am1110)—”—(N—{(>—thmzolyI)metho‘cy-
karbonyl)amino)-1.6-difenyl-3-hvdroxyhexan (ritonavir), ktery je znacen Jako NORVIRY,
Je snamo, Ze ritonavir ma inhibicni G¢inek na protedzu HIV. inhibuje infekci HIV. inhibujc
monooxygendzu cytochromu P450 a zvysuje farmakokinetiku slougenin, kieré jsou metabolizo-
vany monooxygenazou cytochromu 1430, Ritonavir je zv1a$té d¢inny jako inhibitor HIV infekee.
a to je-li pouzit samotny nebo v kombinaci s jednim nebo vice inhibitory reverzni transkriptazy
a/nebo s jednim nebo vice dalsimi inhibitory HIV protedz,

Ritonavir a zpisoby jeho pfipravy jsou popsany v patentu US 3 541 206, vydaném 30. cervence
1996. Tento patent popisuje postupy pripravy ritonaviru, klery produkuje krystalichy polymorf
ritonaviruy, IIEbOUCI oznaceni krystalicka forma 1. Podstatné ¢ista forma | méa praskovy difrakéni
rentgenogram, 'C nuklearni magnetické rezonanéni spektrum pevného stavu. FT blizké infra-
Cervené spektrum a FT stfedni infraCervené spektrum, kieré jsou na obr. 1. 4, 6 a 8. Uhlové
pozice (2 theta) charakteristickych pikd praskového difrakénibo rentgenogramu podstatng Gisté
formy I v Obr. | jsou 3,33° £ 0,1°, 6 T76% £ 0,1°, 833° £ 0,19, 14,61° + 0,1°, 16,33 = 0,1°, 16,76°
£0,1° 17,037+ 0.1, 18 02°=0.1° 18.62° £ 0.1° 19.47°+0,1° 19.86°L 0.1°, 20.25° + (.1°,
21,46° + 0,19, 23.46° £ 0.1° 2 24,36° + 0,1°,

Dalsi postupy pFipravy ritonaviru jsou popsany v patentu US 5 567 823, vydaném 22. fijna 1996,
Postupem popsaném v tomto patentu sc také produkuje ritonavir jako krystalicka forma 1.

Farmaceutické prostredky obsahujici ritonavir nebo jeho farmaccuticky prijatelné soli, jsou po-
psany v patentech US 5 541 206. vydancém 30. ¢ervence 1996; US 5 484 801, vydaném 16. ledna
i996; US 5 725 878, vydaném {0, biezna 1998; a US 5 559 158, vydaném 24. 7aF{ 1996 a v me-
zinarodni piihlasce WO 98/22106, publikované 28, kvéma 1998 (odpovidajici US patentové
pfihlasce 08/966 495, ze 7. listopadu 1997).

Pouziti ritonaviru pro inhibici infekce [V je popsano v patentu US 53541206, vydaném
30. ¢ervence 1996, Pouiti ritonaviru v kombinaci s jednim nebo vice inhibitory reverzni trans-
kriptazy pro inhibici infekee HIV je popsano v patentu US 5 635 523, vydaném 3. Cervna 1997,
Pouziti ritonaviry v kombinaci s jednim nebo vice inhibitory HIV proteaz pro inhibici infekee
HIV je popsano v patentu US 5 674 882, vydaném 7. fijna 1997. Pouzili ritonaviru pro inhibici
moneoxygenazy cytochromu P430 a zvyieni farmakokinetiky sloueniny metabolizovanych
monooxygenazou cytochromu P430 je pepsano ve spisu WO 97/01349, publikovaném 16. ledna
1997 (odpovidajici US ptihlasce 08/687 774, ze 26. dervna 1996).

Neocekavane se zjistilo, Ze ritonavir mize byt pfipraven jako novy krystalicky polymorf, ktery
nese oznaceni krystalicka forma I1.

Vsechny publikace, vydan¢ patenty a patentové prihlasky jsou zde zaclenény formou odkazu.
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Prehled obrazku na vykresech

Obr. 1 je praskovy difrakéni rentgenogram podstatné Gisté formy | krystalického polymorfu rito-
naviru.

Obr. 2 je praskovy difrakeni rentgenogram podstatné Gisté formy I krystalického polymorfu rito-
naviru.

Obr. 3 je 400 MHz "'C nuklearni magnetické rezonanéni spektrum pevné podstatné ¢isté formy [
krystalického polymorfu ritonaviru (za G&elem porovnani).

Obr. 4 je 400 MMz "C nuklearni magnetické rezonanén{ spektrum pevné podstatné isté formy 11
krystalického polymorfu ritonaviru.

Obr. 5 je FT biizké infracervené spektrum podstatné isté formy | krystalického polymorfu
ritonaviru.

Obr. 6 je FT blizké infracervené spektrum podstatné ¢isté formy I krystalického polymorfu
ritonaviru.

Obr. 7 je T stfedni infracervené spektrum podstatné &isté formy | krystalického polymorfu rito-
naviru (za (celem porovnani).

Obr. 8 je F'T stfedni infracervené spektrum podstatné €isté formy 19 krystalického polymortu rito-
naviru,

Podstata vvnalezy

Ve shodé s timto vyndlezem se uvadi novy podstatné ¢isty krystalicky polymorf (25.38.58)}-3-
(N(N~{N-methyl-N~H(2~izopropyl-4- thiazolyl)methylYamino)karbonyl}-L—valinylJamino} -2—
(N~{(5-thiazolyl)methoxykarbonyDamino)-1.6-difenyl-3-hydroxyhexanu (ritonavir). V zajmu
identifikace je tento krystalicky polymorf nazyvan jako forma 11 krystalického polymorfu ritona-
viru,

Podstatné ¢ista forma Il ma praskovy difrakéni rentgenogram. “C nuklearni magnetické rezonan-
¢ni spektrum pevného stavu, FT blizké infracervené spektrum a FT stiedni infracervené speki-
rum, které jsou uvedeny v obr. 2, 4, 6 a §. 2—theta Ohlové pozice charakteristickych piki prasko-
vého difrakéniho rentgenogramu podstatné Cisté formy 11 uvedené na obr. 2 jsou: 8,67° + 0,1°,
9.88° £0.1° 16,11°40,1° 16.70°£0.1° 1736°£0,1°, 17.78°£0,1°, 18,40°+(,1°, 18,93°
£0.17,20,07°+0,1°,20,65° £ 0,1°,21.71°+ 0,1°a 25.38° £ 0, | °.

Prednostnéi. podstatné Cista forma Il je charakterizovana piky praskového difrakéniho rentge-
nogramu majicich 2--theta uhlové pozice uvedené na obr, 2: 8.67°+0.1°, 9.51° 4 (,1°, 9.88°
0,170 10,977 £0,1°, 13.74° £0.1° 16.11° £ 0,1°, 16,70°+ 0,1°, 17,36+ 0,1°, 17.78° % 0.1°.
18,40° + 0.1°, 18,93° 2 0,1° 19,529 0.1°, 19.80°+ 0.1°, 20.07° £ 0.1°, 20.65° + 0.1°, 21.49°
+ 0,19 21,7172 0,1°,22.23° £ 0,1°, 25.38°  0,1°,26.15° £ 0,1° 2 28.62° + 0.1°.

Podstatné Cista forma I1 krystalického polymorfu ritonaviru méze byt pfipraven z amorfniho rito-
naviru kontakiem amorfniho ritonaviru s C1- C3 alkoholem. Metoda kontaktu mize byt bud’
nasycenim amorfni slou¢eniny v rozpoustédie pfi teploté mistnosti a naslednym stanim smési po
delsi dobu (napfiklad, pies noc). nebo rozpusténim amorfni slou¢eniny v rozpoustédle za zvysené
teploty. nejlépe pod refluxem, naslednym zchlazenim na teplotu mistnosti a izolaci formy [1.
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V dalSim provedeni podstatné Cistd forma 1l krystalického polymorfu ritonaviru miize byt pii-
pravena zamorfniho ritonaviru ptipravou saturovaného roztoku amorfniho ritonaviru v C,—C,
alkoholu pii teploté mistosti a izolaci formy 11 kterd vznikne. V praxi to mize byt provedeno
rozpusténim dostateéného mnoZstvi amorfniho ritonaviru v C,—C; alkoholu za zvySené teploty
(pod refluxem) tak. ze ochlazenim roztoku na teplotu mistnosti vznikne nasyceny roztok, ze kte-
rého precipituje forma Il a maZe byt izolovana. Preferovanym rozpoustédlem na pfipravu formy
Il je bezvody ethanol. izolace vysledné pevné latky poskytne pozadovanou formu II.

Podstatné ¢isty amorfni ritonavir je pfipraven z formy 1 krystalického polymorfu ritonaviru tanim
formy I ritonaviry a naslednym rychlym zchlazenim roztaté latky. [zolace vysledné pevné latky
poskytne amorfni ritonavir.

Podstatn¢ Cisty amorfni ritonavir moze byt také pripraven pomalym pfidavanim roztoku ritona-
viru formy 1 ve vhodném rozpoustédle (methylenchlorid a podobné: nejlépe methylenchlorid)
0 koncentraci nejlépe okolo | g ritonaviru na 1.5 az 2.0 ml rozpoudtédla (nejlépe okolo 1 g rito-
naviru/ na ptiblizné 1.3 ml methylenchloridu) do anti-rozpoustédla (napiiklad hexan nebo heptan
a podobné; nejlépe viak hexan) na koncentraci okolo 60 az 110 ml antirozpoustédla/g ritonaviru:
nejlépe okolo 85 az 90 ml hexanu/g ritonaviru, a naslednou izolaci (naptiklad filtraci) vzniklé
pevne latky.

Podobné, podstatné ¢isty amorfni ritonavir mize byt také pripraven pomalym pridavanim roztoku
ritonaviry formy | ve vhodném rozpoustédle. jako je methanol nebo podobné. o koncentraci oko-
lo 1 g ritonaviru na piiblizné 1.5 az 2.0 ml rozpoustédla (nejlépe okolo g ritonaviry/ 1.5 ml
methanolu) do antirozpoustédia, jako je methyl 7 butyl ether (MTBL) nebo podobné. na koncent-
ract okolo 60 az 150 ml antirozpoustédla/g ritonaviru, ncjlépe okolo 90 az 110 ml MTBE/g rito-
naviru a jesté lépe okolo 100 ml MTBE/g ritonaviru, a naslednou izolaci (naptiklad filtraci)
vzniklé pevné latky.

Podstatné ¢isty amorfni ritonavir mize byt také pfipraven pomalym pridavanim roztoku ritona-
viru formy I ve vhodném rozpoustédle (napf. methanolu a podobné: preferovany je ncthanol)
o koncentraci okolo 1 g ritonaviru na 1,5 az 2.0 mi rozpoustédla (nejlépe okolo | g ritonaviru/pri-
blizné 1.6 ml methanolu) do vody o teploté okolo 0 °C na koncentraci 400 az 500 ml vody/g rito-
naviru (nejlépe okolo 400 ml vody/g ritonaviru). naslednou izolaci (napiiklad filtraci) a suscnim
vysledné pevne latky.

Podstatné cisty amorfni ritonavir mize byt také piipraven lyofilizaci 7 roztoku ritonaviru formy |.
Preferovand rozpoustédla jsou C,—C, alkoholy. Nejpreferovanéjsim rozpoustédlem je izobutanol.

Nebo alternativni preferovany postup: podstatné &ista forma I miize byl ptipravena naockovanim
roztoku ritonaviru formy [ ve vhodném rozpoustédle (nejlépe C,—C5 alkohol: jesté lépe ethanol)
nerozpustnym (2SFNAH(IS) 1 benzyl-2—-(45.58)4-benzyl-2 oxo-13-oxazolidin-5-yl)-
cthyl) 2 ((((2—izopropyl-1.3-thiazol-4—y)methyl)amino)karbonylamino)}-3-methylbutan-

amidem. V preferované metodé je ritonavir formy | rozpudtén v ethanolu (nejlépe 200 proof

cthanol, proof = jednotka stupnovitosti lhu, asi 0.3 %) na koncentraci od okolo 150 ¢/l do kon-
centrace okolo 200 ¢/1, nejlépe okolo 160 g/l. Do roztoku se pridaji ofkovaci krystaly (2S)-N—
((1S)-1-benzyl-2~(48.554-benzyl-2 oxo-1.3-oxazolidin—5—yl)ethyl}-2((({(2-izopropyl-
[3-thiazol-4-yl)methyl)amino)karbonyl)amino)-3-methylbutanamidu v mnozstvi od asi 0,02 g
do asi 0,10 g ockovacich krystall/g ritonaviru. Pouzité mnozstvi ockovacich krystali je takove,
Ze pevySuje saturaéni mnoZzstvi v pouzitém rozpoustédle, coz ma za nasledek ptitomnost neroz-
pustnych oCkovacich krystall v roztoku ritonaviru. Smés se ponecha stat pii teploté od asi 0 do
asi 15 °C (nejlépe okolo 5 °C) po dobu od asi 12 hodin do asi 48 hodin (nejlépe okolo 24 hodin).
Vysledny krystalicky ritonavir formy 11 je izolovan filtraci.

V dal3i alternativni upfednostiiované metodé. podstainé ¢istd forma 11 mize byt pfipravena
rekrystalizaci formy 1 neho smési formy | a formy Il z roztoku ve vhodném rozpoustédle (napri-
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klad ethylacetat nebo izopropylacetat nebo chloroform a jina rozpoustédla s podobnou dielektric-
kou konstantou; nejlépe vak ethylacetat). naotkovanim krystali formy 11 a naslednym piidanim
anti-rozpoustédla s podobnou dielektrickou konstantou: preferovany je heptan). Mnozstvi pfida-
nych otkovacich krystald je takové, Ze prevysuje saturaéni mnozstvi v pouZitém rozpoustédle. co
ma 7a nasledek stalou pfitomnost nerozpustnych oékovacich krystalii v roztoku ritonaviru, V pre-
ferovaném postupu se ritonavir (forma | nebo smés formy I a formy I1) rozpusti v ethylacetatu
{od 4.0 do okolo 6.0 I/kg ritonaviru) za zvysené teploty (pfi teploté od asi 65 do teploty okolo
70 °C). Roztok se pomalu zehladi na teplotu asi 55 az asi 50 °C. nejlépe na teplotu okolo 52 °C.
Pidaji se ockovaci krystaly ritonaviru formy 11 (od 0,5 ¢ ockovacich krystal formy [I/kg ritona-
viru do 10,0 ¢ ofkovacich krystalii formy I/kg ritonaviru, ncjlépe piiblizne 1,23 ¢ o¢kovacich
krystald formy 1l/g ritonaviru) a smés se micha po dobu 1 hodiny pFi teploté od asi 55 do asi
50 °C. nejlépe pfi teploté priblizng 52 °C. Mnozstvi pridanych ockovacich krystald je takové, z¢
prevysujc saluraCni mnozstvi v pouzitém rozpoustédle, co ma za nasledek stalou piitomnost
nerozpustnych ofkovacich krystald v roztoku ritonaviru. Prida se heptan (priblizné 1.0 kg rito-
naviru az asi 4.0 kg ritonaviru: nejlépe viak okolo 2.8 kg ritonaviru) za stdlého michani a smés
se necha pomalu chladit na priblizng 25 °C, poté se micha po dobu nejméné |2 hodin pii teploté
asi 25 °C. Produkt sc izoluje filtraci/centrifugaci a susi se za tepla pod vakuem. Ve vyrobnim
méfitku (300 az 400 kg davek). se zjistilo, Ze izolace filtraci/centrifugaci je znadné rychlejsi pro
formu 1l nez pro odpovidajici mnoZstvi formy 1 (16 hodin oproti 24 az 30 hodinam).

Bylo také z}isténo, 7e forma Il nebo smési formy 11 a formy | mohou byt prevedeny na podstatné
Cistou formu I rozpusténim za tepla formy [l nebo smési formy 11 a formy | ve vhodném rozpous-
tedle (napfiklad cthylacetat nebo izopropylacetat a podobné: nejlépe viak ethylacetat) na kon-
centraci | kg ritonaviru/4 | rozpoustédla (ncjlépe ethylacetat). Horky roztok ritonaviru se pomalu
piidd (nejlépe pres filtr) do kasovité suspenze ockovacich krystald ritonaviru formy I (asi 0,5 az
asi 10 hmotnostnich % vztazeno na mnozstvi ritonaviru tormy 1l nebo smési formy 1l a formy I:
lepe okolo 0.5 a7 asi 5 hmotnostnich % a nejlépe 0,5 az | hmotnostnich %) ve vhodném antiroz-
pousteédle (napfiklad heptan nebo hexan a podobné; ncjlépe viak heptan) na koncentraci okolo
I kg ritenaviru (forma I nebo smés formy 11 a formy 1) na pfiblizné 4 a7 § | antirozpoustédla
(nejlépe 1 kg ritonaviru (forma [I nebo smés formy 11 a formy [)/pfiblizné 4 | heptanu). Smés se
zehladi na teplotu okolo 20 °C a micha se po dobu nejméné 3 hodiny. 1zoluje se (napiiklad filtra-
ci) a suSenim vysledné pevné latky se ziska ritonavir formy .

Nasledujici ptiklady se zde uvadgji pro naznageni pEipravy novych forem ritonaviru podie tohoto
vynalezu a prevedeni formy 11 na formu [

Priklady provedeni vynalezu

Pfiklad 1
Priprava amortniho ritonaviru

Krystalicky polymorf ritonavir formy 1 (100 g) se nechd roztat zahiivanim pfi 125 °C. Roztaty
polymorf se udrzuje pfi teploté 125 °C po dobu 3 hodin. Poté se rychle zchladi umisténim kontej-
neru s polymortem do Dewarovy nadoby s tekutym dusikem. Vznikla sklovina se rozmeélni
pomoci hmozdife a tloucku, ¢imz se ziska amorfni ritonavir (100 g). Praskova difrakéni rentge-
nova analyza potvrdi, Ze produkt je amorfni. Diferencialng snimanou kalorimetrickou analyzou
se stanovi bod skeln¢ho piechodu, a to od asi 45 do pFiblizné 49 °C. (Méteni zacalo pii 45.4
a skoncito pfi 49,08 °C, se stiedem pri 48,99 °C).
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Ptiklad 2
Ptiprava krystalického ritonaviru {(forma II)

Amorfni ritonavir (40,0 g) se rozpusti ve vroucim bezvodém ethanolu (100 ml). Zchladnutim roz-
toku na teplotu mistnosti se ziska nasyceny roztok. Roziok se ponecha stat pies noc pii teploté
mistnosti a vznikla pevna latka se izoluje 7e smési filtraci a susi se na vzduchu, ¢imz7 se ziska
forma Il {piiblizné 24.0 g).

Piiklad 3

Piiprava (25 F-N—~(1S)}-1-benzy|-2—{(45.55)<4d-benzyl-2-oxo—1 3—oxazolidin—-5-yl)ethyl)-2-
I5 (({(2—1zopropyl—1.3-thiazol-4—yl)methyhamino)karbonyl)amino}-3-methylbutanamidu

Priklad 3a

20 Priprava  (48.585-5H(28)-2-t-butyloxykarbonylamino—3—fenyipropvl}—4-benzyl-1 3—oxazoli-
din—2—onu

Sal (283555 2-amino—3-hydroxy-3—butyloxykarbonyiamino—1.6—difenylhexansukcinatu
(30 2. 63 mmol: patent US 5 634 466). ((3—thiazolyl)methyly—(4-nitrofenylkarbonathydrochlorid

110 (222 oo Patent LS 5 597 926) a hydrogenuhli¢itan sodny (16.2 g) se smisi s 300 ml vody
a 300 ml ethylacetatu a smés se micha pfi teploté mistnosti po dobu 30 minut. Poté se oddéli
organicka vrstva a zahfiva sc pii 60 °C po dobu 2 hodin. Poté se micha pii 20 az 25 °C po dobu
6 hodin a pridaji se 3 ml hydroxidu amonného (29% amoniak ve vodé) a smés se micha po dobu
1.5 hodiny. Vysledna smés se promyje 4 x 200 ml 10% vodnvin uhhéitanem draselnym a orga-

30 nickd vrstva sc oddéii a odpari pod vakuem do vzniku oleje. Olej se suspenduje v 250 ml hepta-
nu. Heptan s¢ odpaii pod vakuem. ¢imz se ziska zlutd pevina latka. Zluta pevna latka se rozpusti
ve 300 ml THF a prida se 25 ml 10% vodného hydroxidu sodného. Po tiech hodinach michani se
smés upravi na pll 7 pridavkem 4N HC1 (kolo 16 ml). THF sc odpaii pod vakuem do vzniku vod-
neho zbytku, do kterého se piida 300 ml destilované vody. Po zamichani vznikne jemna suspenze

35 pevaych latek. Pevna latka se shromazdi filtraci a zfiltrovana pevna litka se promyje vodou
{1400 ml) v nékolika davkach. Vysledkem je pozadovany produkt.

Priklad 3b
Priprava (45,58} -5-((28)-2—amino-3—fenylpropyly~-benzyl-1 3—-oxazolidin-2-onu

Surovy mokry produkt z piikladu 3a se rozmélni v 1 N HCI (192 ml) a kase s¢ zahicje na 70 °C
za stalcho michani. Po hoding se piida THF (100 ml} a michani pokraéuje pti 65 °C po dobu

45 4 hodiny. Smés se poté necha vychladnout na teplotu 20 az 25 °C a micha se pfi této teploté pres
noc. THF se odstrani odpafenim pod vakuem a vysledny vodny roztok se zchladi na teplotu okolo
5°C, coz capficini Castedné srazeni. Vodnd smés se upravi na pH 7 pridavkem 50 % vodného
hydroxidu sodného (peiblizné 18.3 g). Vysledna smés se extrahuje cthylacetatem (2 x 100 ml) pii
teploté okelo 15 °C. Spojené organicke extrakty se promyji 100 ml solanky a organicka vrstva se

s oddéli a micha s stranem sodnym (5 g) a Darco G-60 (3 g). Tato smés se ohiivd na horké plotné
po dobu | hodina pii 45 °C. tHorka smés se zfiltruje pres vrstvu kiemeliny a filtraéni podlozka se
promyje ethylacetatem (100 ml). Filtrat se odpafi pod vakuem, ¢imz se ziska olej. Olej se znovu
rozpusti v methylenchloridu {300 ml) a rozpoustédlo se odpaii pod vakuem. Vysledny olej se susi
pfi pokojové teploté pod vakuem. Ziska se poZzadovany produkt (18.4 ¢) jako sklovity sirup.
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Priklad 3¢

Piiprava  (25}-N-((15)-1-benzyl-2+(45,58)-4-benzyl-2-oxo-1,3—0xazolidin-5-yl)ethyl}-2~
{(((2—izopropyl-1.3-thiazol=4=yhmethyl)aminokarbony amino )-3—methylbutanamidu

N—{(N-methyl-N({2-izopropyl- 4-thiazolyl)methyl)amino)karbonyl)- L valin (10,6g,
33.9 mmol; patent US 5 539 122 a mezindrodni patentova piihlaska WO 98/00410), produkt
¢ pikladu 3b (10,0 g. 32,2 mmol) a [-hydroxybenzotriazol (5.2 g. 34 mmol) se rozpusti v THF
(200 ml). Poté se pfida 1.3-dicyklohexylkarbodiimid (DCC. 7.0 g, 34 mmol) do THF smési
a smés se micha pfi 22 °C po dobu 4 hodiny. Piida se kyselina citrénova (25 ml 10% vodny roz-
tok) a michani pokracuje po dobu 30 minut. THF se poté odpaii pod vakuem. Zbytek se rozpusti
v ethylacetatu (250 ml) a promyje se 10% roztokem kyseliny citronové (175 mi). Pro zrychleni
separace vrstev se prida NaCl (5 g). Organicka vrstva se postupné promyje 0% vodnym uhli¢ita-
nem sodnym (2 x 200 ml) a vodou (200 ml). Organicka vrsiva se poté susi nad siranem sodnym
(20 g). ztiltruje s a odpati pod vakuem. Vysledny produkt (20,7 ¢ pény) se rozpusti v horkém
ethylacetatu (150 ml) a poté se piida heptan {73 ml). Po zchlazeni se pfida dalsich 75 ml heptanu
a smés s¢ zahfiva pod refluxem. Po zchlazeni na teplotu mistnosti se neutvoii zadny precipitat.
Rozpoustédla se odpafi pod vakuem a zbytek se znovu rozpusti ve smési 200 ml ethylaceta-
tu/100 ml heptanu. Male mnoZstvi nerozpustné pevné latky se odstrani filtraci. Filtrat sc odpati
pod vakuem a zbytek se rozpusti ve smési 100 ml ethylacetatu/50 ml heptanu. ¢imz vznikne &iry
roztok. Roztok se ochladi na —10°C. ¢imz se utvofi bily precipital. Smés se ponecha stat pfi
=15 °C po dobu 24 hodin. Vysledna pevna latka se shromazdi filtraci, promyje smési [ : 1 cthyl-
acetat/heptan (2 x 24 ml) a susi se ve vakuové peci pi 55 °C. Ziska se pozadovany produkt jako
bézova pevna latka (16.4 g).

'"H NMR (DMSO—d,) & 7.84 (1H. dublet J — 8.6). 7.7 (IH.singlet), 7.32 - 7.1 1 {1111, multiplet),
6 09 (1H, dublet, J = 8,5). 4,51 (ITH AB ] = 16. 2). 443 (1H AB J = 16.2). 4.22 (1H, multiplet),
4.07 (TH, multiplet), 3,96 (IH. dublet dubletu | = 7.3, 7.4), 3.65 (IH, muhlplet), 3.23 (IH, scp-
tuplet J = 6.9), 2.89 (3H, singlct), 2,84 - 2,60 (4H. multiplet), 1.94 (1H. multiplet). 1.76 — 1,49
(2H, multiplet). 1.30 (611, dublet J = 6.9), 0.80 (3H. dublet J = 5.8). 0.77 (3H. dublet ] = 5.8).

BC NMR (DMSO—de) 8 177.2. 171.5. 157.6. 157.5, 152.8, 138.3, ]3 S ]2)_5 1292, 128.2
128.0, 126.4, 126.0. 114.0. 77,2, 59.9, 57.6, 48.2, 46,2, 40.4. 40,1, 39,1, 34,5, 32.4, 30.3. 22.8

228,164,183

Priklad 4
Piiprava krystalického ritonaviru (forma I1)

Do roztoku 1,595 g ritonaviru formy ['v 10 ml 200 proof ethanolu se prida takové mnozstvi pro-
duktu z piikladu 3c (pfiblizn¢ 50 mikrogram). Ze se nerozpusti viechen ptidany produkt prikla-
du 3¢. Tato smés se ponecha stat pfi teploté 5 °C po dobu 24 hodiny. Vysledné krystaly se izoluji
filtraci skrz 0.45 mikronovy nylonovy filtr a susi se na vzduchu, &imz se ziska ritonavir formy [1.

Priklad 5
Alternativni pfiprava krystalického ritonaviru (forma [I)

Ethylacetat (6,0 L/kg ritonaviru) se pfida do ritonaviru (forma [ nebo smés formy 1 a formy 11)
v reaklni nddobé. Smés se micha a zahiiva 70 °C dokud se viechna pevna litka nerozpusti. Roz-
tok se zfiltruje (pouzitim centrifugacni pumpy a 5x20 paici filtrd majicich porovitost 1.2 mikro-
nd) a filtrat se zchladi na 32 °C rychlosti 2 az 10 °C/hodinu. Do tohoto roztoku se prida takové
mnoZstvi oCkovacich krystali ritonaviru formy I (okolo 1,23 g ockovacich krystald formy [l/kg
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ritonaviru), ze se viechny krystaly nerozpusti a smés se micha pii 52 °C po dobu ne méné ne7
I hodina pfi trepaci rychlosti 15 ot/min. Simés se poté zchladi na 40 °C rychlosti 10 °C/hodinu.
Prida se heptan (2.8 I/kg ritonaviru) pii rychlosti 7 I/minutu za stalého michani. Smés se necha
zchladit na 25 °C rychlosti 10 °C/hodina za stalého michani. Poté se smés micha po dobu ne
mené nez 12 hodin pfi 25 °C. Produkt se izoluje filtraci, pouzZije se centrifuga Heinkelova typu
(pracovmi doba priblizné 16 hodin). Produkt se susi pfi 35 °C pod vakuem (50 mm Hg) po dobu
16 a7 25 hodin, ¢imz se ziska krystalicky ritonavir formy i1.

Porovnavaci priklad 6
Priprava amorfniho ritonaviru

Ritonavir formy I (40 ¢) se rozpusti v methylenchloridu (60 ml). Tento roztok se pomaly ptidiva
po dobu 15 minut do baiiky s kulatym dnem. vybavené vrchnim michadlem a obsahujici hexany
(3.5 ). Vysledna kade se ponecha v chladu po dobu 10 minut. Precipitat se zfiltruje a susi se pfi
teploté mistnosti ve vakuové peci. ¢imz se ziska amorfni ritonavir (40 g).

Porovnavaci priklad 7
Priprava amortniho ritonaviru

Ritonavir formy (5 ¢} se rozpusti v methanolu (8 ml). Tento roztok se pomalu prida do baiiky
s kulatym dnem vybaven¢ vrchnim michadlem a obsahujici destilovanou vodu (2 1), po tuto dobu
se vnitini teplota udrzuje blizko teploty 0 °C. Vysledna pevnd latka se zfiltruje. ¢imz se ziska lep-
kava pevna latka, kterd se susi ve vakuové peei pfi 20 az 25 °C po dobu 12 az 18 hodin. Ziska se
amorfni ritonavir (2.5 g).

Porovnavaci priklad 8
Ptiprava ritonaviru formy [

Ritonavir torma 11 {1 kg) se piida do reaktoru {A) a nasledné se piida ethylacetat (4 1). Tato smés
se refluxuje dokud se vechna pevina latka nerozpusti. Do oddéleného reaktoru (B) se prida tako-
vé mnozstvi ockovacich krystalu ritonaviru formy T (5 g). nasledovanych pridavkem heptanu
(4 1), ze viechny otkovaci krystaly se nerozpusti. Tato smés (kase) se micha pi 23 °C £ 5 °C.

Horky roztok # reaktoru A se pomalu filtruje. pouzitim 0.2 mikronové filtraéni viozky, do smési
v reakloru B po dobu ne méné nez 2 hodiny. Vysledna kase v reaktoru B se zchladi na 20 °C
a michd se po dobu ne méné nez 3 hodiny. Vyslednd kade se zfiltrujc. zfiltrovana pevna latka se
promyje heptanem a poté se sudi ve vakuoveé peci pii 65 °C. Ziska se ritonavir formy 1.

Preferované farmaccutické kompozice obsahujici ritonavir, specielné ritonavir formy 11, maji nas-
ledujici sloZeni, zapouzdfené v jemné elastické Zelatinové kapsli.

Ritonavir formy 1l 100.0 mg
Ethanol, bezvody 120.0 mg
Olejova kysclina 709,75 mg
Butylovany hydroxytoluen 0,25 mg
Polyoxyl 35 ricinovy olej (Cremophor EL*) 60,0 mg
Voda 10,0 mg
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Preferované kompozice mohou byt pfipraveny nasledujici metodou.

Nasledujici protokol je pouzit pro pripravu 1000 jemnych Zelatinovych kapsli:

Hmotnost MnozZstvi

{mg/kapsle)  Nazev ()

Q. S. Dusik. N. F. Q.S

118.0 Ethanol, 118.0
absolutni. USP, 200 Proof

2.0 Ethanol, 2.0
absolutni, USP, 200 Proof

(0,25 Butylovany hydroxytoluen, NF (.25

704,75 Olejova kyselina, NF 704.75

100,0 Ritonavir forma [l 100.0

10,0 Voda. precisténa, USP (destilovand) 10,0

60,0 Polyoxyl 35 ricinovy olej, NF 60.0

5,000 Olejova kyselina, NF 5.000

Pozn.: Q.. = pokud stagi.

Misici tank a vhodny kontejner se proplachne dusikem. Navazi se 118.0 o ethanolu. prekryje se
dusikem a uchova s¢ pro pozdéjsi pouZiti. Poté se navazi druhy podil cthanolu (2 ) a micha se
$ 0,25 g butylovaného hydroxytoluenu dokud se nevyjasni. Smés se prekryje dusikem a uschova
sc. Hlavni misici tank se zahfeje na 28 °C (ne vice nez 30 °C). 704,75 g olejové Kyseliny se poté
prelije do misiciho tanku. 100.0 g ritonaviru formy II s¢ poté piida do olcjové kyseliny a micha
se. Poté se prida ethanol/butylovany hydroxytoluen do misiciho tanku a poté se pridava piedtim
navazenych 118,0 g cthanolu a micha se po dobu nejméné 10 minut. Poté se do tanku prelije 10 g
vody a michd se dokud se roztok nevydeii (ne méné ne7 30 minut). 60.0 g Polvoxyl 35 ricino-
veho oleje se piclije do tanku a michd se dokud se homogenizuje, Roztok se uchova pii 2 az 8 °C
dokud s¢ nevlozi do Kapsli. Podie postupu popsaném v mezinarodni patentové pithlasce WO
98/22106 se kazda jemna 7elatinova kapsle naplni 1,0 ¢ roztoku a Jjemné Zelatinové kapsle se
pot¢ susi a uchovaji phi 2 az § °C.

Jak zde bylo pouzito. termin . podstatng Cisty™, je-li pouzit ve vatahu k polymorfu ritonaviru, se
tyka polymorfu ritonaviru, formy I nebo formy I1. jehoz ¢istota je vvssi nez okolo 90 %. Ta zna-
mend. 7e polymorf ritonaviru neobsahuje vice nez asi 10 % ktervehkoliv Jinych sloucenin
a zvladié pak neobsahuje vice nez asi 10 % 2adné jin¢ formy ritonaviru. Pfednostné)i termin
~podstain¢ ¢isty™ se tyka polymorfu ritonaviru, formy 1 nebo formy 11, Jeho? Cistota je vy3&i nez
asi 95 %. To znamend, Ze polymorf ritonaviru neobsahuje vice nez asi 5 % kterychkoliv jinych
sloucenin a zvIasté pak neobsahuje vice nez asi 5% zadné Jiné formy ritonaviru. Jeste Iépe ter-
min ..podstatné Cisty™ se tyka polymorfu ritonaviru, formy 1 nebo formy 1. jehoz ¢istota je vyv§s
nez asi 97 %. To ymamend, Ze polymorf ritonaviru neobsahuje vice ne? asi 3 % kterychkoliv

Jinych sloucenin a zv145t¢ pak neobsahuje vice ne? asi 3 % zadne jiné formy ritonaviru.

Rentgenova difrakéni analyza praskovych vzorkii byla provedena nasledujicim zpisobem. Vzor-
ky pro rentgenovou difrakéni analyzu sc ptipravi rozprostenim praskového vzorku (bez nutného
predchoziho rozetfeni) do tenké vrstvy na drzaku vzork( a Jemnym zarovnanim vzorku mikro-
skopickym podloznim skli¢kem. Byl pouzit Nicolet 12/V rentgenovy difrakéni systém s nasledu-

jicimi parametry: zdroj rentgenového zafeni: Cu—Kal: rozsah: 2,00 - 40.00° 2 theta: snimaci
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rychlost: 1,00 stupeni/minutu; velikost kroku: 0,02 stupné: vinovd délka: 1.540562 angstromi, .
1,540562.10 " m.

Charakteristické pozice piki praskové rentgenové difrakee jsou pro polymorfy uvedeny v termi-
nech ahlové pozice (2 theta) s pripustnou variabilitou +0,1°, Tato pfipustna variabilita je specifi-
kovana v US Pharmacopeia, strany 1843 1844 (1995). Variabilita £0.1° ma smys] pfi porovna-
vani dvou praskovych difrakénich rentgenogrami. V praxi. jestlize je difrakéni vzorovy pik
z jednoho vzorku stanoven rozsahem ahlovych poloh (2 theta), tedy méfend poloha piku je £ 0.1°
a difrakeni veorovy pik z jiného vzorku je uréen rozsahem thlovych poloh (2 theta), tedy méiena
poloha piku je + 0.1° a pokud se tyto rozsahy poloh piki piekryvaji, pak se uvazuje. Ze tyto dva
piky maji stejnou thlovou polohu (2 theta). Napfiklad, jestlize je difrakini vzorovy pik 7 jednoho
vzorku uréen polohou 5,207, pro Géely srovnani pfipustna variabilita dovoluje, aby byl pik uréen
polohou v rozsahu 5.10° az 5.30°. Jestlize je srovnavaci pik z jiného difrakéniho vzorku urden
polohou piku 3.35° pro éely srovnani pipustna variabilita dovoluje. aby byl pik uréen polohou
v rozsahu 5.25° az 5.45°. Protoze je zde prekryti mezi dvéma rozsahy poloh piki (tj.. 5,10° a7
3,30 a 5.25% az 5.45°) tyto dva srovnavané piky jsou uvaZovany jako piky se stejnou ahlovou
polohou (2 theta).

Nuklearni magneticka rezonan¢ni analyza pevaych vzorki byla provedena nasledujicim zpiiso-
bem. Byl pouzit ptistroj Bruker AMX 400 Mliz s naslcdlululm parametry: CP — MAS (pfiéne
polarizovany magicky Ghel rotace): frekvence spektrometru pro "C: 100,627952576 Mllz; pulzni
sekvence: ep2lev: kontaktni doba: 2.5 milisekund: teplota: 27,0 °C: spinovy pomér: 7000 Hz:
relaxacni prodleva: 6,000 sekund: Sitka 1. impulzu: 3.8 mikrosekund: sitka 2. impulzu:

8.6 mikrosekund: akviziéni ¢as: 0,034 sekund; §iFka rozmitani 30303.0 Hz: 2000 snimki,

FT blizka infraCervend analyza vzorki byla provedena nasledujicim zpisobem. Vzmk} byvly
analyzovany jako bez pfimési. nafedéné prasky v Cisté sklenéné lékovee objemu 3.55cm’. Byl
pouzit Nicolet Magna System 750 FT -IR spektrometr s pfistrojem blizké infradervené oblasti
Nicolet SabIR s optovlaknovou sondou majici nasledujici parametry: zdroj: bilé svétlo, detektor:
PbS: rozdélovac svétla: CaFy; rozte¢ vzorku: 1,0000: digitizer biti: 20; rychlost zrcadla: 0,3165;
apertura: 50.00: zisk vzorku: 1.0; homi propustny filtr: 200,0000: dolni propustny filtr:
11006,0000; pocet méfeni vzorku: 64: délka snimani 75.9 sekund: rozliseni: 8,000: podet méfe-
nych bodi: 8480: pocet bodii FTT: 8192: frekvence laseru: 15798.0 cm ' pozice piku interfe-
rogramu: 4096: apodizace: Happ-Genzel; potet meéfeni pozadi: 64 a zisk pozadi: 1.0.

FT stredni infraCervena analyza vzorkii byta provedena nasledujicim zpiisobem. Vzorky byly
analyzovany jako bez piimési, nafedéné prasky. Byl pouzit Nicolet Magna System 750 FT-IR
spektrometr se Spectra-Tech InspectR video—microanalytickym pfislusenstvim a Germaniovy
krystal s utlumenou totalni odrazovosti (Ge ATR) s nasledujicimi parametry: infraéerveny zdroj:
detektor MCT/A: rozmitac svazku KBr: vzdalenost vzorkii: 2.0000: digitizer bitd: 20; zrcadlova
rvchlost: 1.8988: apertura: 100,00; zisk vzorku: 1.0: horni propusiny filir: 200.0000: dolni pro-
pustny filtr: 20000.0000: pocet snimka vzorku: 128: délka snimani: 79.9 sckund: rozligeni: 4.000:
pocet snimanych bodi: 8480 potet FFT bodii: 8192; laserovéa frekvence: 15798,0 em ' pozice
piku interferogramu: 4096: apodizace: trojithelnikovi; podet snimk( pozadi: 128 a zisk poradi
1.0.

Diferencidln¢ snimand kalorimetrickd analyza vzorkil byla provedena nasledujicim zpisobem:
Byl pouzit A 1. A. Teplotni Analyzator 3100 s diferencialnim kalorimetrickym modulem 2910
spolecn¢ s Modulovanym DSC softwarem verze |,1A. Parametry analyza: hmotnost vzorku:
2,28 mg, vzorek umistén v kryté nezvinéné hlinikové misce; rychlost zahfivani: od pokojové tep-
loty do 150 °C pfi 5 °C/minutu pii dusikovém zavzdusnéni.

-9
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PATENTOVE NAROKY

1. Krystalicky polymorf  (28.38.5S) S—(N-{N—(N-methyl-N—{(2-izopropyl-4-thiazolyl)-
methylamino)karbonyl-lL—valinyl)amino}-2—(N—((5-thiazolyl)methoxykarbonyl)amino)-1.6-
difenyl-3-hydroxyhexanu nazyvany ritenavir, s charakteristickymi piky praskového difrakéniho
rentgenogramu s hodnotami 2 theta: 8.67°+0.i° 9.88° +0.1° l6.11°=0.1° 16.70°=0.1°,
17.36° £0,1°, 17,78 £ 0,1°, 18.40° = 0.1°, 18.93° + 0.1°, 20.067° + 0.1°, 20.65° = 0.1°, 21,71°
£0,1°a2538°+0.1°

2. Krystalicky polymort podle naroku 1. s charakteristickymi piky v praskovém difrakénim
rentgenogramu s hodnotami 2 theta: 8.67°+ 0.1°, 9.51°+0.1°, 9.88° £ 0.1°, 10,97+ 0.1°.
13,74 +0,1°, 16,11°x£0.1°, 16.70°4£ 0.1, 17.36° = 0.1°, 17.78° £ 0,1°, 18.40° £ 0,1°, 18.93°
+ (.12, 19,52° £ 0,1°, 19.80° £ 0.1°, 20,07° £ 0,1°, 20,65 £ 0,1°, 21.49°+ 0.1°, 21.71° £ (.1°.
2223°£0.1°.2538° £ 0,1°, 26.15° £ 0.1° a 28.62° + 0.1°.

3. Krystalicky  polymorf (253858 5+ANAN~{(N-methyl- N ((2-izopropyl-d-thiazolyvl)-
methyDamino)karbonyl) Lo valinyhamino}-2—(N—{(5-thiazolyl)methoxykarbonyl)amino}-1.6-
difenyl-3-hydroxyhexanu, nazyvany ritonavir. o Cistoté vétsi nez 90 % s charakteristickymi piky
praskového ditrakéniho rentgenogramu s hodnotami 2 theta: 8,67° + 0,1°, 988 £ 0,1°, 16.11°
£0,1° 16.70°£0,1° 1736+ 0,1°, 17,78+ 0,1°, 1840°+0,1°, 18,93°+ 0,17, 20,07° £ 0,1°.
20,65° 0 1°. 21,7192 0,1°a 25 381 0.1°.

4. Krystalicky polymorl o Eistoté vétdi nez 90 % podle naroku 3, s charakteristickymi piky
praskovém difrakénim rentgenogramu s hodnotami 2 theta: 8.67°+0.1°, 9.51° £ 0.1°, 9.88°
£0.1°,1097°+0.1°, 13,74° £0.1°, 16,11+ 0.1°, 16,70°+ 0,1° 1736° L 0,17, 17,78° £ 0.1°,
18.40° + 0,1°, 18.93°+ 0.1°, 19.52° + 0.1°, 19.80° = 0,1°, 20,07° £ 0.1°. 20.65° £ 0,1°, 21.49°
£0,1°21.71° 4 0,1°. 22,23+ (L1°, 25.38° = 0,1°.26.15° + (.1 a 28.62° £ O.1°.

5. 7pusob pfipravy krystalického polymorfu o Cistoté vétsi nez 90 % podle naroku 3. vy -
znadujici se tim, Zze zahrnuje naotkovani roztoku ritonaviru okovacimi krystaly (28)-
N ((1S) 1 benzyl-2-((48,58)4-benzyl-2—oxo-1.3-oxazolidin-5-ylethy}-2—{(((2-izopropy|-
1.3~thiazol-4-yl)methyl)amino)karbonyl)amino }-3—methylbutanamidu v takovém mnozstvi, zc
v roztoku ritonaviru jsou nerozpuiténeé ockovaci krystaly,

6. Zplsob pripravy krystalického polymorfu o ¢istoté vétsi nez 90 % podle naroku 3, vy -
gnacujici se tim, Ze zahimuje naockovani roztoku ritonaviru v C,--C; alkoholu o¢kova-
cimi krystaly (28)N—((15)-1-benzyl-2—{(48.58 4-benzyl-2-oxo-1.3-oxazolidin-5-yl)ethyl)-
2(({2—izopropyl-1.3-thiazol-4- yhmethyhamino)karbonylyamino)-3-methylbutanamidu v ta-
kovém mnoZstvi, ze v roztoku ritonaviru jsou nerozpusténé ofkovaci krystaly.

7. Zpusob podle naroku 6, vyznaéujici se tim, ze C—C; alkohol je ethanol.

8. Zpusob piipravy krystaiick¢ho polymorfu o ¢istoté vétsi nez 90 % podle naroko 3. vy -
znadujici se tim, Ze zahmuje naockovani roztoku ritonaviru ofkovacimi krystaly ritona-
viru formy 11 a s naslednym pitdanim anti-rozpoustédla.

9. Zpusob pripravy krystalického polymorfu o istoté vétsi nez 90 % podle naroku 3, vy-
znadujici se tim, Ze zahrnuyje naoCkovani roztoku ritonaviru v ethylacetatu ockovacimi
krystaly ritonaviru formy Il a s naslednym pridanim heptanu.

10, Zpisob piipravy krystalick¢ho polymorfu o ¢istoté vétsi nez 90 % podle naroku 3, vy-
znadujici se tim,7ezahrnuje naockovani roztoku ritonaviru v ethylacetatu pii teploté od
50 do 35 °C otkovacimi krystaly ritonaviru formy [l a naslednym pfidanim heptanu a zehlazenim
na teplotu 25 °C.

8 vykresi

- 10-
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