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Krystalické lie€ivo

Oblast techniky

Tento Vynélei sa tyka novych kry§talickych foriem (2S,BS,SS)-2-(2,6-di-
metylfenoxyacetyl)amino-3-hydroxy-5-[2-(1-tetrahydropyrimid-2-onyl)-3-me-
tylbutanoyl}amino-1,6-difenylhexdnu (zndmeho tieZ ako lopinavir) a spésobov
jeho pripravy. Nové krystalické formy podla vyndlezu méZu byt vyuzité na
¢istenie alebo izolovanie lopinaviru alebo na pripravu farmaceutickych kompo-

zicii na podavanie lopinaviru.

Doteraj8i stav techniky

Inhibitory protedzy virusu I'udskej imunodeficiencie (HIV) sa po niekoP-
kych rokoch uZivania osved¢&ili pri oSetrovani HIV infekcie. Zv14§t uéinny a v
suCasnej dobe osved&eny inhibitor HIV protedzy je (2S,3S,55)-2-(2,6-dimetyl-
fenoxyacetyl)amino-3-hydroxy-5-[2-(1-tetrahydropyrimid-2-onyl)-3-metylbuta-

noyllamino-1,6-difenylhexan (znamy tiez ako lopinavir).
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Lopinavir

O lopinavire je zndme, Ze je uZito¢ny pri inhibicii HIV protedzy a inhibi-

cii HIV infekcie. Lopinavir je najméd i¢inny pri inhibicii protedzy a inhibicii



HIV infekcie, ked’ je podédvany spolu s ritonavirom. Ked’ je lopinavir kombino-
vany s ritonavirom, je zvla$t (¢inny na inhibiciu HIV infekcie, ked je pouzity
v kombindcii s jednym alebo viacerymi inhibitormi reverznej transkriptazy

a/alebo jednym alebo viacerymi inymi inhibitormi HIV proteazy.

Lopinavir a spdsoby jeho pripravy st uvedené v US patente &. 5 914 332,
udelenom 22. juna 1999; v US patentovej prihldske &. 08/966,495 podanej 7.
novembra 1997; v US docasnej patentovej prihladke &. 60/177,020 podanej 19.
janudra 2000 a v US patentovej prihlaske &. 09/487,739 podanej 19. januara
2000, na ktoré vSetky sa tu odkazuje.

Teraz sa neocakdvane zistilo, Zze lopinavir méZe byt pripraveny a izolo-

vany ako taky v skupine krystalickych foriem.

Podstata vynilezu

Podla predkladaného vyndlezu existuju nové krystalické formy (28,
38,58)-2-(2,6-dimetylfenoxyacetyl)amino-3-hydroxy-5-[2- (1-tetrahydropy-ri-

mid-2- -onyl)-3-metylbutanoyl]amino-1,6-difenylhex4nu (lopinaviru).

V jednom uskutoéneni predkladaného vynalezu st hydratované krystalic-
ké formy lopinaviru. Kvdli identifikdcii si hydratované kryStalické formy
ozna¢ované ako typ I. Hydratované krystalické formy lopinaviru typu I obsa-
huji od okolo 0,5 molekul vody na molekulu lopinaviru do okolo 2 molekil

vody na molekulu lopinaviru.

Hydratované krystalické formy lopinaviru typu I su uZitoéné pri rafinacii
alebo izoldcii lopinaviru po&as finalnych krokov spbsobu pripravy lopinaviru a

pri priprave farmaceutickych kompozicii na poddvanie lopinaviru.

Hydratovand kry$talickd forma lopinaviru typu I obsahujuca okolo 0,5
molekil vody na molekulu lopinaviru je hygroskopicka. Preto, pokial’ je udr-
Ziavand za podmienok okolo 0 % relativnej vlhkosti obsahuje typ I hydratova-
nej kryStalickej formy lopinaviru viac nez 0,5 molekul vody na molekulu lopi-

naviru. Ak je hydratovana kry3talickd forma lopinaviru typu I dehydratovana
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na pod okolo 0,5 molekul vody na molekulu lopinaviru, ziska sa lopinavir a-

morfny.

Zatial' Co kryStalické formy lopinaviru typu I, obsahujuce 0,5 molekil
vody na molekulu lopinaviru a okolo 2 molekd! vody na molekulu lopinaviru,
predstavuju spodné respektive horné rozmedzie solvaticie vody pozorované pre
hydratované kryStalické formy lopinaviru typu I, mdZe sa obsah vody krysta-
lickej formy menit v zavislosti od teploty a obsahu vody v okoli krystalickej
formy. Termin "vyS$Sie hydratovand kryStalickd forma typu I" bude tu pouziva-
ny vo vzt'ahu k hydratovanym kry§talick§lm formdm lopinaviru typu I obsahuju-
cim od viac nez 0,5 molekil vody na molekulu lopinaviru az do okolo 2 mole-
kal vody na molekulu lopiﬁaviru. Vys8ie hydratovand krystalickd forma typu I
obsahuje vhodne od okolo 0,75 do okolo 1,9 molekul vody na molekulu lopina-
viru. NajvhodnejSie obsahuje vy§Sie hydratovana kry3talickd forma typu I od

okolo 1,0 do okolo 1,8 molekil vody na molekulu lopinaviru.

Pri preferovanom uskuto€neni su hydratované kryStalické formy lopinavi-
ru typu I vzhl'adom na ostatné formy lopinaviru, vratane amorfnych, solvatova-

nych foriem, nesolvatovanych a desolvatovanych foriem, v podstate €isté.

Zistilo sa, Ze FT spektrum strednej infralervenej oblasti tuhého stavu je
prostriedok na charakterizdciu hydratovanych kryStalickych foriem lopinaviru
typu I a odliSenie hydratovanych krystalickych foriem od inych krystalickych

foriem lopinaviru.

Hydratované kryétalické' formy lopinaviru typu I (vratane v podstate &is-
t)’léh hydratovaﬁych kryStalickych foriem lopinaviru typu I) maji v tuhom stave
charakteristické absorp&né pasy v FT spektre stredného IC Ziarenia uvedené v
Tabulke 1. Tabulka 1 ukazuje rozmedzie pol6h maxim absorp&nych pédsov pre
kazdy zo 17 charakteristickych absorpénych pésov stredného infracerveného
ziarenia v FT mid-IC spektre hydratovanych krystalickych foriem lopinaviru
typu I. To znamend, Ze kazda hydratovana kryStalickda forma lopinaviru typu I
bude mat’ polohu maxima absorp¢ného pésu v rozmedzi (od minima do maxima)

danom pre kazdy z absorpénych pasov uvedenych v Tabulke 1.



Najcharakteristickej$ie pre hydratované krystalické formy lopinaviru ty-
pu I (vratane v podstate &istych hydratovanych krystalickych foriem lopinaviru
typu I) su polohy absorp&nych pdsov stredného infraderveného Ziarenia v FT
mid-IC spektre pre vibracie amidového karbonylu. Tieto absorp&né pasy pre
hydratované formy lopinaviru typu I leZia v rozsahu 1 652 — 1 666 cm’! a 1 606
-1615cm™. Kai&é hydratova’né kry3talickd forma lopinaviru typu I (vréténe v
podstate &istych hydratovanych krystalickych foriem lopinaviru typu I) bude
mat’ polohu maxima absorp&ného pasu v rozmedzi 1 652 — 1 666 cm™' a maxi-

mum absopéného pasu v polohe v rozmedzi 1 606 -~ 1 615 cm™'.

Hydratované kryStalické formy lopinaviru typu I (vratane v podstate &is-
tych hydratovanych krystalickych foriem lopinaviru typu I) su chérakterizované
d’'ale) v tuhom stave infradervenym maximom absorpéného pasu v polohe kaz-
dého z rozmedzia medzi 778 - 783 cm™, 765 - 769 cm’, 755 - 759 cm™ a 738 -
742 cm™. |

Tabulka 1

Rozmedzie poléh maxim FT mid - IC péasov tuhého stavu pre hydratované

krystalické formy lopinaviru typu I

Minimum Maximum Intenzita*
cm™! cm’!
3 495 3505 W / nepritomné
3371 3 386 S/ MS
3 281 3299 MS
3 058 3 064 W
3024 3031 W
2 958 2 967 M
2 926 2938 Y%
2 868 2 875 Y
1 652 1 666 VS
1 606 1615 S / MS
1 524 1 532 S




1 450 1456 MS
1 404 1410 W/ VW
1304 1311 MS
1187 1197 MS
1 089 | 1094 M
1048 1056 W

"W =slaba; M = stredna; MS = stredne silna; S = silnd; VS = vel'mi silna.

Krystalicka forma lopinaviru typu I obsahujica okolo 0,5 molekul vody
na molekulu lopinaviru méd rontgenovy difraktogram uvedeny na obrazku 1.
KryS$talickd forma lopinaviru typu I obsahujica okolo 0,5 molekdl vody na
molekulu lopinaviru ma spektrum '3C magnetickej nukledrnej rezonancie tuhé-
ho stavu, FT spektrum blizkeho infraderveného Ziarenia a FT spektrum stredné-
ho infraCerveného Ziarenia, ktoré si uvedené na obrdzkoch 2, 3 respektive 4.
Vzorka, u ktorej bolo ziskané infraCervené spektrum a spektrum nukledrne;j
magnetickej rezonancie, mdzZe obsahovat’ trochu viac nez 0,5 molekil vody na
molekulu lopinaviru vzhPadom na hygroskopickost’ krystalickej formy, ked je

uroven hydratacie okolo 0,5 molekll vody na molekulu lopinaviru.

Ako je ukazané na obrazku 1, polohy uhla dva-teta pre charakteristické
piky v rontgenovom difraktograme praSkovitej hydratovanej krystalickej formy
lopinaviru typu I obsahujicej okolo 0,5 molektl vody na molekulu lopinaviru
(vratane v podstate &istych hydratovanych krystalickych foriem lopinaviru ob-
sahujucich okolo 0,5 molekul vody na -molekulu lopinaviru), st : 7,25° + 0,1°,
8,53° % 0,1°, 10,'46.° +0,1° 11,05° + 0,1°, 11,71° + 0,1°, 14,76° + 0,1°, 15,30°
+ 0,1°, 16,67° + 0,1°, 17,32° + 0,1°, 19,10° + 0,1°, 19,57° £ 0,1°, 21,24° +
0,1°,21,84° £ 0,1°a 22,46° £+ 0,1°. ‘

Hydratovana krystalickd forma lopinaviru typu I obsahujica okolo 0,5
molekul vody na molekulu lopinaviru méZe byt pripravena z hydratovénej
kryStalickej formy lopinaviru typu I obsahujtcej viac nez 0,5 molekil vody na
molekulu lopinaviru dehydrataciou pri 0 % relativnej vlihkosti. Pokial' dehyd-

ratacia pokracuje zo §tddia hemihydratu ziska sa amorfny lopinavir.



Hydratovand krystalickd forma lopinaviru typu I méZe byt pripraveni z
roztoku alebo suspenzie vo vode alebo z roztokov v zmesiach s vodou a orga-
nickymi rozpu$tadlami s vodou mie3atenymi. Priklady s vodou mie3atelnych
organickych rozpustadiel predstavuju C; - C4 alkoholy ako metanol, etanol a
podobne; acetonitril; a podobne. V zmesnach vody a organickych rozpust adiel
m1e§atel’nych s vodou sa méZe obsah vody menit od okolo 10 % objemovych do
okolo 90 % objemovych (najlepsie od okolo 40 % do okolo 60 % objemovych).
Pri preferovanom spdsobe méze byt vyisie hydratované krystalicka forma lopi-
naviru typu I pripravend krystalizaciou hydratovaného lopinaviru z hortceho
roztoku zmesi vody a etanolu nasledovanej prediien)'fm vystavenim do okolia

so zvySenou relativnou vlhkostou.

Okrem toho méZe byt vysSie hydratovana kryStalicka forma lopinaviru
typu I pripravena hydrataciou krystalickej formy hemihydrétu lopinaviru typu I
pri, zvySenej relativnej vlhkosti (napriklad pri relativnej vlhkosti okolo 20 %

alebo viac %).

Vys8ie hydratovana kry3talickd forma lopinaviru typu I mé rontgenovy
difraktogram praskovitého stavu, spektrum '*C nukledrnej magnetickej rezo-
nancie v tuhom stave, FT spektrum blizkeho infraderveného Ziarenia tuhého
. stavu a FT spektrum stredného infraerveného Ziarenia tuhého stavu uvedené

na obrdzkoch 5, 6, 7 respektive 8.

Ako je ukdzané na obrdzku 5, polohy uhla dva-teta pre charakteristické
piky v rontgenovom difraktograme praskovitej vysiie hydratovanej krystalickej
formy lopinaviru typu I (vritane v podstate Cistej vy3Sie hydratovanej kry3ta-
lickej formy lopinaviru), st: 3,89° + 0,1°, 6,55° + 0,1°, 7,76° + 0,1°, 8,55° +
0,1°, 9,70° £ 0,1°, 10,56° £ 0,1°, 14,76° + 0,1°, 15,57° + 0,1°, 18,30° £ 0,1°,
18,95° £ 0,1° a 22,74° + 0,1°,

Ako je uvedené na obrazku 5, je vysiie hydratovana krystalickd forma
lopinaviru typu I (vritane v podstate‘ Cistej vy3Sie hydratovanej krystalicke;j
formy lopinaviru) v réntgenovom difraktograme praskovitej formy elte lepsie
charakterizovand pikmi majticimi polohy uhla dva-teta: 3,89° £ 0,1°, 6,55° +

0,1°, 7,76° + 0,1°, 8,55° £ 0,1°, 9,70° + 0,1°, 10,56° + 0,1°, 14,76° + 0,1°,
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15,06° £ 0,1°, 15,57° = 0,1°,16,49° + 0,1°, 17,51° £ 0,1°, 18,30° £ 0,1°,
18,95° + 0,1°, 21,73° £ 0,1°, a 22,74° + 0,1°.

Rontgenové parametre monokryStalu a experimentélne detaily pre vysiie

hydratovanu kryStalickd formu lopinaviru typu I st nasledujuce.

Rontgenové parametre monokry$tdlu a experimentalne detaily pre vysisie

hydratovanu kry3talickd formu lopinaviru typu I

Experimentdlﬁe detaily
Krystalové udaje

- KryS§talova sutstava : \ Jednoklonna

Parametre mriezky _ _ a=46,922 () A
b=13,9945 (4) A
c=11,7231 (4) A

B = 105,605 (1) °
V =17414,2 (4) A?
Priestorova grupa _ C2 (#5)
Z hodnota ' 8
Dyypotitané 1,19 g/ cm®

Meranie intenzity

Difraktometer Bruker SMART
Radiécia | Mo Ko (A = 0,7107 &)
Teplota okolia

20max 46,6 °

'Korekcie | | Lorentzova polarizacia

Po&et meranych reflexif celkom: 27 795



RieSenie Struktiry a spresnenie

Poget pozorovani [I > 3,0 o (I)] 5368

Podet premennych 932
Reflexia / pomer parametrov . - 5,76
Rezidua: R; Ry ' 0,107; 0,128

V dvoch d’alfich uskutoéneniach predloZeného vynilezu su solvatované
krystalické formy lopinaviru. Na zadklade réntgenového stanovenia S§truktury
monokry§talu zahrnuje prvé uskuto¢nenie foriem solvatovanych kryStalov lopi-
naviru kry§talova $trukturu, v ktorej si zvidzky molekul lopinaviru drzané po-
hromade interakciami vodikovych vizieb a usporiadané pozdiz kratkej krysta-
lografickej osi. Molekuly rozpustadla nehraju vo vodikovych vidzbach Ziadnu
tlohu, ale; jednoducho vypitiaji kapsy, ktoré medzi zvizkami molekal lopinavi-
ru existuju. Kvoli identifikdcii su solvatované krystalické formy lopinaviru v

tomto uskuto¢neni oznaCované ako typ II.

Na zaklade rontgenového stanovenia Struktiry monokry3talu zahrnuje
druhé uskutoénenie foriem solvatovanych kry§tilov lopinaviru krystalovu
Struktiru, v ktorej si molekuly lopinaviru viazané vodikovymi mostikmi takym
spc“)sobom ako listy. Listy vodikovymi mostikmi viazanych molekul lopinaviru
st zvrasnené a vytvaraji kanaliky, ktoré st vypliiované réznym mnoZstvom
molekudl rozpastadla. Molekuly rozpustadla vo vodikovych védzbach druhého
uskutoénenia solvatovanych krystadlovych foriem lopinaviru nehraju Ziadnu u-
lohu. Kvdli, identifikacii su solvatované krys§talické formy lopinaviru v tomto

uskutoéneni oznadované ako typ III.

Typ II

Solvatované krystalické formy lopinaviru typu II si vhodné na rafindciu

a izolé4ciu lopinaviru pocas finalnych krokov spdsobu pripravy lopinaviru.



Solvatované krystalické formy lopinaviru typu II st platné najmi na zis-
kavanie kryStalického lopinaviru, ktory je bez, alebo méa vePmi zniZené mnoz-

stvo réznych necist6t, ktoré vznikaju po&as spdsobu pripravy lopinaviru.

Solvatované kryStalické formy lopinaviru typu II su typickymi hemisol-
vatmi. Inymi slovami na kazdu asymetrickd jednotku kry$tdlu su dve molekuly
lopinaviru a jedna molekula rozpustadla. Su moZné aj solvatacie niziej tirovne.
Solvatované kryStalické formy lopinaviru typu II mézu byt &iasto&ne desolva-
tované sudenim vo vakuu alebo zahrievanim. Ak je v§ak odstranenych viac nez
. 75 % maximalne pripustného rozptistadla (maximalne pripustné je hemisolva-
tované), ziska sa lopinavir amorfny. Preto teda solvatované krystalické formy
lopinaviru typu II obsahuji od okolo 0,125 rﬁolekuly rozpudtadla na molekulu

lopinaviru do okolo 0,5 molekuly rozpastadla na molekulu lopinaviru.

Solvatované krystalické formy lopinaviru typu II obsahujua relativne malé
polarne organické‘rozpﬁ§t’adlé. Priklady takychto relativne malych polarnych
organickych rozpustadiel zahrnuji metanol, etanol, n-propylalkohol, izopro-
pylalkohol, n-butylalkohol, izobutylalkohol, terc-butylalkohol, n-amylalkohol,
izoamylalkohol, terc-pentanol, etylacetét, acetdn, tetrahydrofurén, chloroform,

metylénchlorid, propylénglykol, metyl(etyl)ketén, dimetylsulfoxid a podobne.

Pri preferovanom uskuto&neni su solvatované krystalické formy lopinavi-
ru typu II vzhladom na iné formy lopinaviru, vritane amorfnych, hydratbva-
nych foriem, inych solvatovanych foriem, nesovaltovanych a desolvatovanych

foriem, v podstate Cisté.

Zistilo sa, ze FT mid-infragervené spektrum tuhého stavu je prostriedok
na charakteriziciu solvatovanych krystalickych foriem lopinaviru typu II a od-
liSenie solvatovanych kryStalickych foriem lopinaviru typu II od inych krysta-

lickych foriem lopinaviru.

Solvatované kry3talické formy lopinaviru typu II (vratane v podstate
¢istych solvatovanych kry§taliék)'fch foriem lopinaviru typu II) maju charakte-
ristické FT mid - IC pasy tuhého stavu uvedené v Tabulke 2. Tabulka 2 uka-
zuje rozmedzie poloh maxim absorpénych pasov pre kazdy z 18 charakteristic-

kych pasov stredného infragerveného Ziarenia v FT mid-IC spektre solvatova-



10

nych kryStalickych foriem lopinaviru typu II. To znamena, Ze kazda hydratova-
nd kryStalickd forma lopinaviru typu II bude mat polohu maxima absorpéného
pasu v rozmedzi (od minima do absorp&ného pasu) pre kazdé z maxim uvede-
nych v Tabulke 2.

Najcharakteristiékej§ie pre solvatované krystalické formy lopinaviru typu
IT (vratane v podstate Gistych solvatovanych krystalickych foriem lopinaviru
typu I) st polohy pasov stredného infraderveného Ziarenia v FT mid-IC spektre
pre vibrdcie amidového karbonylu. Tieto pasy pre hydratované formy lopinavi-
ru typu II leZia v rozsahu 1t 661 — 1 673 cm™, 1 645 -~ 1 653 cm™  a 1 619 —
1629 cm™'. Ktordkolvek solvatovana kryStalickd forma lopinaviru typu II
(vratane v podstate &istych solvatovanych kry§talickj’1ch foriem lopinaviru typu
IT) bude mat’ maximum absorp&ného péasu v polohe pri rozmedzi 1 661 — 1 673
cm™', maximum v polohe pri rozmedzi 1 645 -~ 1 653 ¢cm™' a maximum v polohe

pri rozmedzi 1 619 — 1 629 cm™".

Solvatované kry3talické formy lopinaviru typu II (vratane v podstate
¢istych hydratovanych krystalickych foriem lopinaviru typu II) su charakteri-
zované d'alej v tuhom stave infradervenym maximom v polohe u kazdého roz-

medzia medzi 776 - 781 cm™, 767 - 771 cm™', 747 - 758 cm™' a 742 - 746 cm™'.

Tabul'ka 2

- Rozmedzie poléh maxim FT mid - IC pasov tuhého stavu’ pre solvatované

krysStalické formy lopinaviru typu II

Minimum Maximum Intenzita*

cm’! cm’™’

3391 3415 M
3 324 3 340 : MS
3 057 3063 W
3023 3029 W
2961 2 970 M
2913 2 938 \'%
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2 866 2 879 W
1661 1673 S
1 645 1653

1619 1629 VS
1 540 1548 - MS
1514 1522 S
1450 1456 MS
1418 1426 M
1302 1309 M
1181 1193 MS
1 089 . 1095 M
1 045 1056 W

e W =slaba; M = stredna; MS = stredne silnd; S = silnd; VS = vel'mi silna.

A FT mid - IC spektra tuhého stavu solvatovanych kryStalickych foriem lo-
pinaviru typu II (izopropylalkohol, etylacetat, chloroform) su uvedené na ob-
razkoch 9, 10, 11, 12 a 13. FT spektra blizkeho IC Ziarenia pre tuhy stav sol-
vatovanych krystalickych foriem lopinaviru typu II (izopropylalkohol, etyla-

cetat, chloroform) st uvedené na obrazkoch 14, 15, 16, 17 a 18.

Solvatované kryStalické formy lopinaviru typu II mdZu byt pripravené
suspendovanim prebytku tuhého lopinaviru v rozpustadle a ponechanim sus-
penzie, aby sa po ¢ase ustanovila rovnovédha. Solvatované krys$talickd forma lo-

pinaviru typu II sa potom izoluje filtraciou.

Solvatované kryStalické formy lopinaviru typu II méZu byt pripravené

tieZ ochladenim presyteného roztoku lopinaviru v rozpustadle spolu s pridanim

alebo bez pridania ofkovacich krystdlov. Solvatovana kry$talickd forma lopi-

naviru typu Il sa potom izoluje filtraciou.

Solvatované kryStalické formy lopinaviru typu II mézZzu byt pripravené
tiezZ tym, Ze sa z roztoku lopinaviru ponechd pomaly odparovat rozpustadlo.

Solvatovana kryStalickd forma lopinaviru typu II sa potom izoluje filtraciou.

Solvatované kry3talické formy lopinaviru typu II méZu byt pripravené aj

tak, Ze sa k zahrievanému roztoku lopinaviru v rozpustadle priddva antisolvent,
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' ¢im sa zavedie krystalizicia. Solvatovana krystalicka forma lopinaviru typu II

sa potom izoluje filtraciou.

Rontgenové parametre monokryStilu a experimentilne detaily pre hemi-
solvat kryStalickej formy lopinaviru typu II s etylacetitom a hemisolvat krys-

~talickej formy lopinaviru typuII s chloroformom st nasledujuce.

Rontgenové parametre monokryStdlu a experimentélne detaily pre hemisolvat

kry3talickej formy lopinaviru typu II s etylacetdtom
Experimentdlne detaily
Krystalové udaje

Kry'étélové sustava ‘ Jednoklonni
Parametre mriezky a=11,3456 (1) A
' b =33,9490 (2) A
c=9,8641 (2) A
B=289,930(1)°
V =3799,37 (7) A}

Priestorova grupa P2, (#4)
Z hodnota 4
Dyypotitane 1,18 g/ cm?

Meranie intenzity

Difraktometer ' Bruker SMART
Radiicia | ' _ Mo Ka (A = 0,7107 A)
Teplota o okolia

20max 46,7 °

Korekcia Lorentzova polarizicia
Polet meranych reflexii celkom: 14 824

jednoznaénych : 5 211
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RieSenie §truktdry a spresnenie

Pocet pozorovani [I > 3,0 o(I)] 4411

Pocet premennych 882

Reflexia / pomer parametrov 5,0

Rezidua: R; Ry - 0,104; 0,099 !

Roéntgenové parametre monokry$tdlu a experimentdlne detaily pre hemisolvit

kry$talickej formy lopinaviru typu II s chloroformom
Experimentdlne detaily
Krystalové tdaje

Krystalova sistava . Ortorombick4
Parametre m;ieiky a=9,7703 (51) A
| b=133,410(2) A
c=11,4874 (6) A
V =3749,8 (3) A?

Priestorova grupa P2,2,2 (#18)
Z hodnota 4
Dvypocnané 1,22 g / Cm3

Meranie intenzity

Difraktometer Bruker SMART
Radidcia ‘ Mo Ka (A = 0,7107 A)
Teplota ~ okolia

20max 46,7 °

Korekcia Lorentzova polarizacia
Poéet meranych reflexii celkom: 14 960

jednoznaénych : 4 359

RieSenie §truktiry a spresnenie

Pocet pozorovani [I > 3,0 o(I)] 4 234



14

Po&et premennych ' 438
Reflexie / pomer parametrov 9,67
Rezidua: R; Ry 0,094; 0,104
Typ III

Solvatované kryStalické formy lopinaviru typu III si vhodné na rafiniciu

a izolaciu lopinaviru po¢as findlnych krokov spdsobu pripravy lopinaviru.

Solvatované kry3talické formy lopinaviru typu III si platné najmi na
ziskavanie krystalického lopinaviru, ktory je bez, alebo ma vePmi zniZené

mnoZstvo réznych ne€istot, ktoré vznikaju po&as spdsobu pripravy lopinaviru.

Solvatované krystalické formy lopinaviru typu III su termodynamicky
stabilnymi kryStalickymi formami izolovanymi z rozpustadiel, ktoré obvykle
obsahuju hydrofébne organické rozpustadla alebo rozptisfadld prilis velké nes
aby sa hodili do kryStdlovej mriezky solvatovanej krystalickej formy lopinaviru
typu II. Solvatované kryStalické formy lopinaviru typu III obsahujt rozpus-
tadld vritane n-hexanolu, n-oktanolu, 3-etyl-3-pentanolu, polyetylénglykolu,
etylacetdtu, izopropylacetatu, n-butylacetatu, glyceroltriacetatu, aceténu, me-
tyl(izobutyl)keténu, 2,4—dimetyl-pentén6nu, a-tetralonu, metyl(terc-butyl)éte-
ru, 2,2,4,4-tetrametyltetrahydrofurdnu, izosorbid dimetyléteru, toluénu, tetrali-
nu, nitrobenzénu, p-xylénu, sulfoldnu, hexanu, heptanu, dekalinu, olejovej ky-

seliny a podobne.

Pri preferovanom uskuto&neni sd solvatované krystalické formy lopinavi-
ru typu III v podstate Cisté vzhl'adom na iné formy lopinaviru, vratane amorf-
nych, hydratovanych foriem, inych solvatovanych foriem, nesovaltovanych a

desolvatovanych foriem.

Zistilo sa, Ze FT mid-infradervené spektrum tuhého stavu je prostriedok
na charakterizéciu solvatovanych krystalickych foriem lopinaviru typu III a na
odliSenie solvatovanych kry3talickych foriem lopinaviru typu III od inych

kryStalickych foriem lopinaviru.
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Solvatované kry§ta1ické formy lopinaviru typu III (vratane v podstate
¢istych solvatovanych kryStalickych foriem lopinaviru typu III) maja charakte-
ristické FT mid - IC pasy tuhého stavu uvedené v Tabulke 3. Tabulka 3 uka-
zuje rozmedzie poléh maxim pre kazdy zo 16 charakteristickych pasov stredné-
ho infraderveného Ziarenia v FT mid-IC spektre solvatovan)'/ch krystalickych
foriem Iopina.viru typu III. To znamend, ze kazda hydratovana krystalicka for-.
ma lopinaviru typu III bude mat’ polohu maxima absorp&ného pédsu v rozmedzi

(od minima do absorpcného pasu) pre kazdé z maxim uvedenych v Tabulke 3.

NajcharakteristickejSie pre solvatované kryStalické formy lopinaviru typu
IIT (vréatane v podstate Cistych solvatovanych kryStalickych foriem lopinaviru
typu III) st polohy pasov v FT spektre stredného infracerveného Ziarenia (mid-
IC) pre vibricie amidového karbonylu. Pas pre hydratované formy lopinaviru
typu II lezia v rozsahu 1 655 — 1 662 cm™'. V mnohych pripadoch je pre hyd-
ratované formy lopinaviru typu III druhy pds umiestneny v rozsahu 1 636 -
1 647 cm™. V niektorych pripadoch sa v$ak druhy pas (v rozsailu 1636 -1 647
cm’') objavuje ako ramienko na pase prvom, alebo nie je dost dobre od prvého
pasu oddeleny, aby bol ako druhy pés rozlisiteI'ny. Kazda solvatovana kry§ta-
licka forma lopinaviru typu III (vratane v podstate &istych solvatovanych
krystalickych foriem lopinaviru typu III) bude mat polohu maxima absorp&ného
pasu v rozmedzi 1 655 — 1 662 cm™ a moZe mat tieZ polohu maxima absorpé&né-

ho pasu v rozmedzi 1 636 — 1 647 cm™".

Solvatované kryStalické formy lopinaviru typu III (vrdtane v podstate
¢istych hydratovanych kry§télick)'/ch foriem lopinaviru typu III) su charakteri-
zované d’alej v tuhom stave infraervenym maximom v polohe v kazdom roz-

medzi medzi 772 - 776 cm™!, 766 - 770 ¢cm™ a 743 - 747 cm™}.

Ako je ukdzané na obrdzku 31, su polohy uhla dva-teta pre charakteris-
tické piky v réntgenovom difraktograme préskovitej solvatovanej (etylacetat)
krystalickej formy lopinaviru typu III [vratane v podstate &istych solvatova-
nych (etylacetdt) kryStalickych foriem lopinaviru] : 4,85° + 0,1°, 6,52° + 0,1°,
7,32° £ 0,1°, 12,82° £ 0,1°, 12,96° + 0,1°, 16,49° £ 0,1°a 19,31° £ 0,1°.
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Tabulka 3

Rozmedzie poldh maxim u FT mid - IC pasov tuhého stavu pre solvatované a

desolvatované krystalické formy lopinaviru typu III

Minimum Maxiinum Intenzita*

cm’! cm’!

3394 3 405 S
3378 3302 MS
3 061 3071 W
3024 3033 '
2 954 2 965 M
2 924 2 939 W
2 853 2 872 W
1 655 1 662 VS
i 636 1 647 S
1517 1525 S
1 501 1513 MS
1450 1455 MS
1 300 1309 MS
1193 1200 MS
1090 1098 W
1 051 1 057 ' M

o W =slabi; M = strednd; MS = stredne silna; S = silna; VS = velmi siln4.

FT mid - IC spektrum tuhého stavu etylacetatom solvatovanej krystalic-
kej formy lopinaviru typu III je uvedené na obrazku 19. FT spektrum blizkeho
IC ziarenia pre tuhy stav etylacetatom solvatovanej krystalickej formy lopina-

viru typu III je uvedené na obrazku 20.

Solvatované kry$talické formy lopinaviru typu III mézu byt pripravené
suspendovanim prebytku tuhého lopinaviru v rozpiitadle a ponechanim sus-
penzie, aby po Case doSlo k rovnovdhe. Solvatovand kry3talicka forma lopinavi-

ru typu III sa potom izoluje filtraciou.
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Solvatované kryStalické formy lopinaviru typu III mézu byt pripravené
tieZ ochladenim presyteného roztoku lopinaviru v rozpuistadle spolu s pridanim
alebo bez pridania oCkovacich kryStdlov. Solvatovana krystalickd forma lopi-

naviru typu III sa potom izoluje filtraciou.

Solvatované kry3talické formy lopinaviru typu III mézu byt pripravensé
tieZ tak, Ze sa z roztoku lopinaviru ponechd pomaly odparovat rozpuitadlo.

Solvatovana krystalicka forma lopinaviru typu III sa potom izoluje filtraciou.

Solvatované krystalické formy lopinaviru typu III méZu byf pripravené
aj tak, Ze sa k zahrievanému roztoku lopinaviru v rozpustadle pridiva antisol-
vent, ¢im sa zavedie kryStalizacia. Solvatovand krys$talickd forma lopinaviru

typu III sa potom izoluje filtraciou.

Rontgenové parametre monokrysStdlu a experimentalne detaily pre etylacetitom

solvatovant krystalicku formu lopinaviru typu III

Experimentadlne detaily
Krystadlové udaje

KryStdlova sistava Ortorombicka
Parametre mriezky a= 23,961 9) A
' b=127,58(1) A
c=11,967 (4) A
V =17907 (5) A?
Priestorova grupa ' C222, (#20)
Z hodnota B 8

Meranie intenzity

Difraktometer Rigaku AFC5R
Radiécia ' CuKa (A =1,54178 A)
Teplota okolia

20max 120,2 °
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Korekcie Lorentzova polarizacia
Absorpcia (trans. faktory: 0,87
- 1,00)

Pocet meranych reflexii celkom: 6 520

jednoznaénigh 16520

RieSenie Struktiry a spresnenie

. Polet pozorovani [I > 3,0 o(I)] ' 2154
Podet premennych 443
Reflexia / pomer parametrov 4,86
Rezidua: R; R,, 0,096; 0,093

Jeden priklad desolvatovanej krystalickej formy lopinaviru typu III bol
pripraveny z acetonitrilu. Zo vsetkych ostatnych rozpustadiel nebolo mozné

uplne desolvatovani kry3talicka formu lopinaviru typu III pripravit.

Desolvatovana kry3talicka forma lopinaviru typu III je uZito&na pri rafi-
nacii a izolacii lopinaviru a pri priprave farmaceutickych kompozicii na poda-

vanie lopinaviru.

Zistilo sa, ze FT mid-infratervené spektrum tuhého stavu je prostriedok
na charakterizaciu desolvatovanych krystalickych foriem lopinaviru typu III a
na odliSenie desolvatovanych krystalickych foriem lopinaviru typu III od inych
kryStalickych foriem lopinaviru s vynimkou solvatovanej kry3talickej formy

typu III.

Desolvatovana kryStalickd forma lopinaviru typu III (vritane v podstate
Cistej desolvatovanej kryStalickej formy lopinaviru typu III) m4a tieZ charakte-
ristické absorpéné pasy v FT mid - IC spektre tuhého stavu uvedené v Tabulke
3. Tabulka 3 ukazuje rozmedzie poléh maxim pre kazdy z 16 charakteristic-
kych absorpénych pasov stredného infraerveného ziarenia v FT mid-IC spektre
desolvatovanej kryStalickej formy lopinaviru typu III. To znamend, Ze desol-

vatovana kryStalicka forma lopinaviru typu III bude mat polohu maxima v roz-
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medzi (od minima do absorp&ného pasu) danom pre kazdy z absorp&nych péasov

uvedenych v Tabulke 3.

Najcharakteristickejsie pre desolvatovanu krystalickd formu lopinaviru
typu III (vratane v podstate Cistej solvatovanej kryStalickej formy lopinaviru
typu III) st polohy absorpénych pasov stredného infraderveného Ziarenia v FT
mid-I1C spektre pre vibracie amidového karbonylu. Pre desolvatovani krystalic-
kt formu lopinaviru typu III leZi pas v rozsahu 1 655 -1 662 cm™'. V mnohych
pripadoch sa pre desolvatované formy lopinaviFu typu III objavuje druhy pds (v
" rozsahu 1 636 — 1 647 cm™') ako ramienko na pase prvom, alebo nie je dost
dobre od prvého pasu oddeleny, aby bol ako druhy pés rozlisitelny. Ktorakol-
- vek desolvatovana kryStalickd forma lopinaviru typu III (vratane v podstate
Cistej solvatovanej kryStalickej formy lopinaviru typu III) bude mat polohu
maxima v rozmedzi 1 655 — 1 662 cm™' a méZe mat tie polohu maxima v roz-

medzi 1 636 — 1 647 cm™" ako ramienko na maxime v polohe v rozmedzi 1 655 —
1662 cm™.

FT spektrum stredného infraderveného Ziarenia tuhého stavu desolvato-
vanej kryStalickej formy lopinaviru typu III je uvedené na obriazku 21. FT
spektrum blizkeho infracerveného Ziarenia tuhého stavu desolvatovanej krysta-
lickej formy lopinaviru typu III je uvedené na obrazku 22. Réntgenovy difrak-
togram desolvatovanej kryStalickej formy lopinaviru typu III v praskovitom
stave je na obrazku 23. 100 MHz spektrum '*C magnetickej nukledrnej rezo-
nancie tuhého stavu desolvatovanej kryStalickej formy lopinaviru typu III je na
obrazku 24. DSC termogram tuhého stavu desolvatovanej kry$talickej formy

lopinaviru typu III je na obrdazku 25.

Ked sa vykondva diferentné skenovacia kalorimetria s rychlostou sni-
mania 1 °C / min do 150 °C u vzorky, ktora po zahrievani pri 1 °C / min do 150
°C stratila 0,0 % svojej pévodnej hmotnosti, vykazuje DSC termogram tuhého
stavu desolvatovanej krystalickej formy lopinaviru typu IIl endoterm topenia s

po¢iatkom pri 95 °C a vrcholom pri 98 °C (AH = 18 J/g).

Ako je ukdzané na obrdazku 23, polohy uhla dva-teta pre charakteristické

piky v réntgenovom difraktograme praskovitej desolvatovanej krystalickej for-
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my lopinaviru typu IIl (vritane v podstate &istej desolvatovanej krystalickej
formy lopinaviru typu III) st: 4,85° + 0,1°, 6,39° + 0,1°, 7,32° + 0,1°, 8,81° %
0,1°,12,20° + 0,1°, 12,81° £ 0,1°, 14,77° £+ 0,1°, 16,45° £ 0,1° a 17,70° + 0,1°.

Vyhodnejsie, ako je uvedené na obrazku 23, je desolvatovani krystalicka
forma lopinaviru typu III (vritane v podstate &istej desovatovane] krys$talickej
formy lopinaviru typu III) v réntgenovom difraktograme praSkovitej formy cha-
rakterizovana pikmi, majticimi polohy uhla dva-teta: 4,85° + 0,1°, 6,39° £ 0,1°,
7,32° £ 0,1°, 8,81° £ 0,1°, 12,20° £ 0,1°, 12,81° £ 0,1°, 14,77° + 0,1°, 16,45° +
0,1°, 17,70° £ O,1°,18',70° +£0,1°, 20,68° = 0,1°, 20,92° + 0,1°, 22,06° + 0,1° a
22,76° £ 0,1°.

Rontgenové parametre monokry$tilu a experimentalne detaily pre desolvatova-

nu kryS$talickd formu lopinaviru typu III
Experimentdlne detaily
KryStalové udaje

Krystalova stistava Ortorombicka
Parametre mriezky a=24,0465 (10) A
' b=27,5018 (11) A
c=11,9744 (3) A
V=17918,9(8) A}

Priestorové grupa C222, (#20)
Z hodnota 8
Dvypoé(tané 1,055 g'/ Cm3

Meranie intenzity

Difraktometer
Radiécia
Teplota

20max

Pocet meranych reflexii

Nonius KappaCCD

"Mo K a (A =0,71073 A)

okolia
61 °
celkom: 28 494
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jednoznaénych : 5 148

Riedenie Struktiry a spresnenie

Pocet pozorovani {I > 2,0 o (I)] 4 069

Po&et premennych 442
Reflexia / pomer parametrov S 9,21
Rezidua: R; Ry 0,056; 0,116

Pri inom uskutoéneni' predkladaného vyndlezu existuje e$te nesolvatova-
na krystalickd forma lopinaviru. Kvéli identifikacii je nesolvatovana krystalic-

ké& forma lopinaviru tohto uskuto¢nenia oznafovana ako typ IV.

Nesolvatovana kry3talicka forma lopinaviru typu IV je uZito¢né pri rafi-
nécii a izolacii lopinaviru a pri priprave farmaceutickych kompozicii na poda-

vanie lopinaviru.

Pri preferovanom uskuto&neni si solvatované krys$talické formy lopinavi-
ru typu [V vzhladom na ostatné formy lopinaviru, vratane amorfnych, hydrato-
vanych foriem, solvatovanych foriem, nesolvatovanych a desolvatovanych fo-

riem, v podstate isté.

Zistilo sa, Zze FT mid-infracervené spektrum tuhého stavu je prostriedok
na charakterizdciu nesolvatovanej kry$talickej formy lopinaviru typu IV a na
odlidenie nesolvatovanej kryStalickej formy lopinaviru typu IV od inych krys-

talickych foriem lopinaviru.

Nesolvatované kryStalickd forma lopinaviru typu IV (vritane v podstate
¢istej nesolvatovanej krystalicke) formy ldpinaviru typu IV) mé charakteristic-
ké absorpéné pasy v FT mid - IC spektre tuhého stavu uvedené v tabulke 4. Ta-
bulka 4 ukazuje rozmedzie poléh maxim pre kazdy z 19 charakteristickych pa- |
sov stredného infraderveného Ziarenia v FT mid-IC spektre nesolvatovanej
krystalickej formy lopinaviru typu IV. To znamena, Ze akékol'vek nesolvatova-
na krystalickd forma lopinaviru typu IV bude mat’ polohu maxima absorpéného
pasu v rozmedzi (od minima do maxima) uvedenom pre kazdé z maxim v tabul-

ke 4. Ak je mid-IC spektrum snimané s rozlifenim 4 cm™', mdZe byt tiez v jed-
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nej alebo viacerych polohich zaznamenané maximum nasledujucich d’aldich
charakteristickych pasov: 1 668 — 1 674 cm™ (silné), 1 656 — 1 662 cm™' (sil-
né), 1 642 — 1 648 cm™ (silné). Pri vy$Som rozli¥eni alebo po Fourierovej

transformdcii su tieto dodato&né absorpiné pasy rozlisitel'né.

Najcharakteristickej$ie pre nesolvatovam’li kry$talickd formu lopinaviru
typu IV (vratane v podstate istych solvatovanych krystalickych foriem lopina-
viru typu IV) s polohy péasov stredného infraderveného Ziarenia v FT mid-IC
spektre tuhého stavu pre vibracie amidového karbonylu. Tieto pasy pre nesol-
vatované formy lopinaviru typu IV lezia v rozsahu 1 680 — 1685 cm™ a1 625 —
1 630 cm™. Okrem toho, najmi pri vy$8om rozlieni, si pdsy umiestnené v
rozmedziach 1 668 — 1 674 cm™, 1 656- 1 662 cm™ a 1 642 — 1 648 cm™'. Ak4-
kol'vek nesolvatovand krystalicka forma lopinaviru typu IV (vratane v podstate
Cistych nesolvatovanych krystalickych foriem lopinaviru typu IV) bude mat
polohu maxima absorpéného pasu v rozmedzi 1 680 — 1 685 cm™', polohu ma-
xima v rozmedzi 1 625 - 1 630 cm'l a m6Ze mat tieZ maximum v polohe v roz-
medzi 1 668 — 1 674 cm™!, maximum v rozmedzi 1 656 — 1 662 a cm"' a maxi-

mum v rozmedzi 1 642 — 1 648 a cm™).

Nesolvatovana kryStalicka forma lopinaviru typu IV (vratane v podstate
Cistej nesolvatovanej krystalickej formy lopinaviru typu IV) je v tuhom stave
charakterizovana d’alej infraervenym maximom v polohe v kazdom rozmedzi

medzi 780 - 784 cm™!, 764 - 768 cm™! a 745 - 749 cm”!.

Tabul'ka 4

Rozmedzie poléh maxim u FT mid - I pasov tuhého stavu pre nesolvatovanu

kry$talickd formu lopinaviru typu IV

Minimum cm™ Maximum Intenzita*
cm’
3433 3 439 M
3415 3421 M
3 406 3412 M
3 338 3 345 MS
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3309 3315 M
3272 3278 M
3082 3089 W
3025 3030 W
2 959 2 965 M
2 926 2 932 W
2 870 2 875 W
1 680 1 685 S
1625 1630 VS
1514 1526 S
1451 1456 MS
1306 1312 M
1 189 1194 M
1 089 1 094 W
1 044 -1 050 M

e W =slabd; M = stredna; MS = stredne silnd; S = silnd; VS = vel'mi silna.

Nesolvatovana kry§talickd forma lopinaviru typu IV ma FT spektrum
stredného infraderveného Ziarenia, FT spektrum blizkeho infraderveného Ziare-
nia, rontgenovy difraktogram praskovitého stavu, spektrum '’C magnetickej
nukledrnej rezonancie tuhého stavu a termogram diferentnej skenovacej kalo-

rimetrie (DSC) uvedené na obrazkoch 26, 27, 28, 29 respektive 30.

Ako je ukdzané na obrazku 28, polohy uhla dva-teta pre charakteristické
piky v rontgenovom difraktograme praskovitej nesolvatovanej krystalickej for-
my lopinaviru typu IV (vratane v podstate Cistej nesolvatovanej krystalickej
formy lopinaviru typu IV) lsfl: 6,85° + 0,1°, 9,14° + 0,1°, 12,88° £ 0,1°, 15,09°
+ 0,1°,17,74° £ 0,1°, 18,01° £ 0,1° a 18,53° + 0,1°.

Vyhodnejsie, ako je na obrdazku 28 uvedené, je nesolvatovand krystalicka
forma lopinaviru typu IV (vritane v podstate Cistej nesolvatovanej krystalickej
formy lopinaviru typu IV) v réontgenovom difraktogramé praskovitej formy cha-
rakterizovand pikmi majicimi tieto polohy uhla dva-teta: 6,85° + 0,1°, 9,14° &
0,t°, 10,80° + 0,1°, 12,04° + 0,1°, 12,88° + 0,1°, 15,09° + 0,1°, 17,74° =+
0,1°,18,01° + 0,1°, 18,26° + 0,1°, 18,53° + 0,1°, 20,47° + 0,1° a 25,35° + Q,1°.
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Ked sa vykonéva diferenénd skenovacia kalorimetria s rychlostou sni-
mania 1 °C / min do 150 °C, vykazuje DSC termogram tuhého stavu nesolvato-
vanej kryStalickej formy lopinaviru typu IV endoterm topenia s podiatkom pri
117 °C a vrcholom pri 122 °C (AH = 47 J/g).

Rontgenové parametre monokrystalu a experimentélne detaily pre nesol-

vatovanu kryStalicku formu lopinaviru typu IV si nasledujuce:

Rontgenové parametre monokry3talu a experimentalne detaily pre nesol-

vatovanu krystalickd formu lopinaviru typu IV
Experimentdlne detaily

Krystalové adaje

Krystalova stistava Ortbrombické
Parametre mriezky a=15,065(8) A&

' b=2527(1) A

=9,732(3) A
V =13704 (3) A3

Priestorova grupa P2,2,2, (#20)
Z hodnota 4 |
Dyypotitane 1,13 g/ cm?

Meranie intenzity

Difraktometer ~ RigakuAFC5R

Radiécia CuKa (A =1,54178 A)
Teplota okolia

26max 120,2°

Korekcia Lorentzova polarizacia

Absorpcia  (trans. faktory:
0,8362 - 0,9496)

Pocet meranych reflexii celkom: 3 145
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RieSenie Struktury a spresnenie

Pocdet pozorovani [I > 3,0 o (I)] 1 434

Polet premennych 415
Reflexia / pomer parametrov 3,46
Rezidua: R; Ry, 0,081, 0,085

Nesolvatovana krystalickd forma lopinaviru typu IV mdézZe byt pripravend
z acetonitrilu pomalym ochladzovanim a pomalym odparovanim nasyteného
roztoku alebo vystavenim amorfného lopinaviru do atmosféry acetonitrilu. Ok-
rem toho, aby sa nesolvatovanej kryStalickej formy lopinaviru typu IV ziskalo
viac, m6ze byt roztok lopinaviru v acetonitrile naockovany kry§talmi nesolva-

‘tovanej krysStalickej formy lopinaviru typu IV,

Prehl'ad obridzkov na vykresoch

Obrézok 1 je rontgenovy difraktogram praSku hydratovanej kry$talickej
formy lopinaviru typu I obsahujuci okolo 0,5 molekuly vody na molekulu lopi-

naviru.

Obrazok 2 je 100 MHz spektrum '’C nukledrnej magnetickej rezonancie
tuhého stavu hydratovanej kry3talickej formy lopinaviru typu I obsahujice o-

kolo 0,5 molekuly vody na molekulu lopinaviru.

Obrazok 3 je FT spektrum v blizkej infraervenej oblasti hydratovanej
krystalickej formy lopinaviru typu I obsahujice okolo 0,5 molekuly vody na

molekulu lopinaviru v tuhom stave.

Obrazok 4 je FT spektrum v strednej infracervenej oblasti hydratovanej
kryStalickej formy lopinaviru typu I obsahujuce okolo 0,5 molekuly vody na

molekulu lopinaviru v tuhom stave.

Obrazok 5 je rontgenovy difraktogram prasku vys$Sie hydratovanej krys-

talickej formy lopinaviru typu I,
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Obrazok 6 je 100 MHz spektrum 3C nuklearnej magnetickej rezonancie

tuhého stavu vy3sie hydratovanej krystalickej formy lopinaviru typu I.

Obrazok 7 je FT spektrum v blizkej infradervenej oblasti hydratovanej
kry$talickej formy lopinaviru typu I v tuhom stave.

Obrézok 8 je FT spektrum v stred.nej infraCervenej oblasti vy$Sie hydra-
tovanej kryStalickej formy lopinaviru typu I v tuhom stave. '

Obrazok 9 je FT spektrum v strednej infradervenej oblasti hemisolvatu

kryStalickej formy lopinaviru typu Il s izopropylalkoholom v tuhom stave.

Obrazok 10 je FT spektrum v strednej infradervenej oblasti hemisolvatu

krystalickej formy lopinaviru typu II s izopropylalkoholom v tuhom stave ma-
jice podla termogravimetrie 2 % rozpastadla.

Obrazok 11 je FT spektrum v strednej infraervenej oblasti hemisolvatu

kryStalickej formy lopinaviru typu II s etylacetitom v tuhom stave.

Obrazok 12 je FT spektrum v strednej infradervenej oblasti hemisolvatu
kryStalickej formy lopinaviru typu II s etylacetitom v tuhom stave, majuce

podla termogravimetrie menej nez 0,5 mélu etylacetitu na 2 moly lopinaviru.

Obrazok 13 je FT spektrum v strednej infradervenej oblasti hemisolvatu

krystalickej formy lopinaviru typu II s chloroformom v tuhom stave.

Obrdzok 14 je FT spektrum v blizkej infradervenej oblasti hemisolvatu

kryStalickej formy lopinaviru typu II s izopropylalkoholom v tuhom stave.

Obrazok 15 je FT spektrum v blizkej infradervenej oblasti hemisolvatu

kryStalickej formy lopinaviru typu II s izopropylalkoholom v tuhom stave ma-
juce podla termogravimetrie 2 % rozptstadia.

Obrazok 16 je FT spektrum v blizkej infradervenej oblasti hemisolvatu

kryStalickej formy lopinaviru typu II s etylacetitom v tuhom stave.
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Obrézok 17 je FT spektrum v blizkej infradervenej oblasti hemisolvatu
kryStalickej formy lopinaviru typu II s etylacetditom v tuhom stave, majtce

podla termogravimetrie menej nez 0,5 mélu etylacetdtu na 2 mély lopinaviru.

Obrdzok 18 je FT spektrum v blizkej infradervenej oblasti hemisolvatu

krystalickej formy lopihaviru typu II s chloroformom v tuhom stave.

Obrazok 19 je FT spektrum v strednej infraervenej oblasti etylacetdtom

solvatovanej kryS§talickej formy lopinaviru typu III v tuhom stave.

Obrazok 20 je FT spektrum v blizkej infralervenej oblasti etylacetdtom

solvatovanej kryStalickej formy lopinaviru typu III v tuhom stave.

Obrazok 21 je FT spektrum v strednej infraervenej oblasti desolvatova-

nej kryStalickej formy lopinaviru typu III v tuhom stave.

Obrézok 22 je FT spektrum v blizkej infraCervenej oblasti desolvatovanej

- kry§talickej formy lopinaviru typu III v tuhom stave.

Obrazok 23 je rontgenovy difraktogram prasku desolvatovanej kry§talic-

kej formy lopinaviru typu III.

Obrazok 24 je 100 MHz spektrum '’C nukledrnej magnetickej rezonancie

tuhého stavu desolvatovanej krystalickej formy lopinaviru typu III.

Obrazok 25 je termogram diferen¢nej skenovacej kalorimetrie (DSC) pre

desolvatovanu kryStalickt formu lopinaviru typu III.

Obrazok 26 je FT spektrum v strednej infradervenej oblasti nesolvatova-

nej kryStalickej formy lopinaviru typu IV v tuhom stave.

Obrazok 27 je FT spektrum v blizkej infracervenej oblasti nesolvatovanej

kry$talickej formy lopinaviru typu IV v tuhom stave.

Obrazok 28 je rontgenovy difraktogram prdsku nesolvatovanej krystalic-

kej formy lopinaviru typu IV.

Obrazok 29 je 100 MHz spektrum '>C nuklearnej magnetickej rezonancie

tuhého stavu nesolvatovanej kry$talickej formy lopinaviru typu IV.
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Obrézok 30 je termogram diferencnej skenovacej kalorimetrie (DSC) pre

nesolvatovani kry§talicka formu lopinaviru typu IV.

Obréazok 31 je rontgenovy difraktogram praSku solvatovanej (etylacetét)

krystalickej formy lopinaviru typu III.

Nasledujice priklady budu sluzit’ na d'al§iu ilustraciu pripravy novych

kry§talickych foriem lopinaviru podl'a vynalezu.

Priklady uskutoénenia vyndlezu

Priklad 1
Priprava vy$Sie hydratovanej krystalickej formy lopinaviru typu I

V zmesi 20 m] etanolu a 40 ml vody bol pri teplote miestnosti pripraveni
nasyteny roztok lopinaviru. Nasyteny roztok bol pri teplote miestnosti mieSany
a pomocou injekéného cerpadla bola rychlostou 0,15 ml / min pomaly pridava-
na voda (54 ml). Po mieSani cez noc bol odsatim odfiltrovany vzniknuty preci-

pitat (kry§taly).

Priklad 2
Priprava vy3$Sie hydratovanej kryStalickej formy lopinaviru typu I

_ Skumavka pre NMR bola naplnend 1,75 ml vody. Potom bola hladina vo-
dy vel'mi opatrne prevrstvend 0,5 ml roztoku ldpina?iru v etanole (99,482 mg
lopinaviru v ml etanolu). Skimavka bola zazatkovand, aby sa zabranilo odpa-
rovaniu a bola ponechana neruSene stat. KryStily hydratovanej kryStalickej
formy lopinaviru typu I obsahujice viac nez 0,5 molekuly vody na molekulu

lopinaviru boli ziskané po asi 30 diioch.
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Priklad 3
Priprava vy3Sie hydratovanej krystalickej formy lopinaviru typu I

Lopinavir (30 g) bol rozpusteny v zmesi 360 ml deionizovanej destilova-
~ nej vody a 418 ml 96 % etanolu zahrievanim pri asi 60 °C za mierncho mie$a-
nia. Horuci roztok bol prefiltrovany, aby sa odstrdnil nerozpusteny m.ateriél.
Filtrat bol pomaly ochladeny za mierneho mieSania na teplotu miestnosti a v
tomto §tddiu bol naokovany ast 50 mg produktu z prikladu 1. Zmes bola pri
teplote miestnosti mieSana po tri dni miernou rychlostou. Vzniknuti zmes bola,
prefiltrovand pod v.él;uom. Odfiltrovana tuha latka bola prenesenda na filtrainy
papier a pripadné hrudky boli jemnym manipulovanim so §pachtlou rozdrvené.
Tuhé latka bola potom prenesend na sklenenu kry$talizaéni misku a umiestnena
do exsikdtora nad ﬁasyteny roztok chloridu sodného, aby sa udrzala konS§tantna
relativna vlhkost’ 75 %. Po dvanast dennom su$eni pri teplote miestnosti (24 £
1 C) a 75 % relativnej vlhkosti sa ziskalo okolo 20,5 g Ziadanej hydratovane;j.
krystalickej formy lopinaviru. Rontgenovy difraktogram prdasku (Obr. 5), 100
MHz spektrum ')C nukledrnej magnetickej rezonancie tuhého stavu (Obr. 6),
FT spektrum blizkej infracervenej oblasti tuhého stavu (Obr. 7), FT spektrum
strednej infraervenej oblasti tuhého stavu (Obr. 8). Podla termogravimetrie

obsahoval produkt 4,3 % prchavych podielov.

Priklad 4

Pripravé hydratovanej kryS$talickej formy lopinaviru typu I obsahujtica okolo

0,5 molekul vody na molekulu lopinaviru

Produkt z prikladu 3 (okolo 100 mg) bol naplneny do drziaku vzorky
réontgenového difraktometra pre praSok, vybaveného komérkou s regulovanou
atmosférou vzorky a vyhrievanou podlozkou. Vzorka bola v atmosfére suchého
dusika zahrievana pri 1 °C / min na 30 °C a pri tejto teplote bola udriia\'/ané.
Konverzia na hemihydréat bola Gplna za 60 - 90 mintt. PrdSkovy rdntgenovy
difraktogram (Obr. 1).
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Priklad 5

Priprava hydratovanej krystalickej formy lopinaviru typu I obsahujica okolo

0,5 molekul vody na molekulu lopinaviru

_ Pro_dukf z pri-kladu 3 (1g) bol v tenkej vrstve umiestneny v polypropylé-
novej lodi¢ke na vdZenie a cez noc bol pri teplote okolia suseny vo vékuovej
sudiarne pri zhruba -65 kPa. Vznikajuci hygroskopicky produkt (hemihydrat lo-
pinaviru) bol preneseny do sklenenych fi6l a opdt’ suseny 6 hodin pri teplote o-
kolia pri okolo -65 kPa. Fioly boli potom rychlo uzatvorené polypropylénovymi
zatkami a uloZené v exsikdtore nad bezvodym siranom vapenatym. 100 MHz
spektrum !’C nukledrnej magnetickej rezonancie tuhého stavu (Obr. 2), FT
spektrum blizkej infralervenej oblasti tuhého stavu (Obr. 3), FT spektrum
strednej infralervenej oblasti tuhého stavu (Obr. 4). Podla termogravimetrie

obsahoval produkt 2 % prchavych podielov.

Priklad 6

Priprava hemisolvétu kry3talickej formy lopinaviru s izopropylalkoholom typu
I1

Lopinavir (16 g) bol rozpusteny v 50 ml izopropylalkoholu zahrievanim
zmesi na vyhrievanej platne do teploty varu za mie$ania magnetickym mie$ad-
lom. Potom bol roztok ochladeny na teplotu miestnosti a vytvoril sa precipitat.
Vzniknutd zmes bola pri teplote miestnosti mieSand 24 hdd_in prave takym mie-
Sanim, aby dosta¢ovalo udrziavat’ precipitat v suspenzii. Precipitdt bol odsatim
zhromazdeny a vysu$eny na vzduchu; tékie poskytoi 9,9 g hemisolvatu krysta-
lickej formy lopinaviru typu II s izopropylalkoholom. Termogravimetria pro-
duktu ukazovala na pritomnost’ prchavych podielov, ktoré zodpovedaju 1 molu
izopropylalkoholu vZdy na dva mély lopinaviru. Analyza réntgenovou difrak-
ciou pradku potvrdila, Zze produkt bol krystalicky a infradervend spektrometria
potvrdila, Ze produkt je solvatovanou krystalickou formou lopinaviru typu II.
FT spektrum strednej infracervenej oblasti tuhého stavu (Obr. 9). FT spektrum

blizkej infradervenej oblasti tuhého stavu (Obr. 14).



31
Priklad 7

Priprava solvdtu kryStalickej formy lopinaviru s izopropylalkoholom typu II

(1,6 hmotn. % izopropylalkoholu termogravimetriou)

Lopinavir (16 g) bol suspendovany v 2,5 ml izopropylalkoholu v sklene-
nej nddobke obsahujucej Styri sklenené kordlky s priemerom 4 mm na podporu
mieSania. Nddobka bola uzatvorenad a suspenzia bola prevratena z jedného kon-
ca na druhy pri teplote miestnosti pocas Styroch mesiacov. Potom bola suspen-
ziz}- prenesend do Petriho misky a rozpustadlo sa nechalo pomaly odparit. Po-
tom bola Petriho miska umiestend do vakuovej suliarne, ktora bola potom za-
hriata na 50 °C a vzorka bola suSena pri -65 kPa a pri 50 °C 25 dni a tak pos-
kytla titulnd zldCeninu. Podla termogravimetrie obsahoval produkt 1,6 % pr-

chavych podielov.

Priklad 7

Priprava solvatu kryStalickej formy lopinaviru s izopropylalkoholom typu II (2

hmotn. % izopropylalkoholu termogravimetriou)

Vzorka produktu z prikladu 6 bola preplachnutd heptdnom a potom dva
dni sudena v rotacnej odparke. ZvySok bol preneseny na Petriho misku a suseny
vo vakuovej su$iarne, ktord bola potom zahriata na 50 °C a vzorka bola suSeni
pri -65 kPa a pri 50 °C 3 dni a tak poskytla titulnQ zld¢eninu. Podl'a termogra-
vimetrie obsahoval produkt 2 % prchavych podielov. FT spektrum strednej in-
fralervenej oblasti tuhého stavu (Obr. 10). FT spektrum blizkej infralervene;j
oblasti tuhého stavu (Obr. 15). o

Priklad 9

Priprava hemisolvatu kryStalickej formy lopinaviru s etylacetdtom typu II
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Priklad 9A
Priprava surového lopinaviru

Surovy lopinavir pripraveny podla U.S. patentu &. 5,914332 (priklad 38)
zd soli (S)-pyroglutdmovej kyseliny a (ZS,3S,SS)-2-amino-3—hydro.x_y-5-[28-(1:
tetrahydropyrimid-2-onyl)-3-metylbutanoyl]amino-1,6-difenylhexanu (okolo 85
g, korigované na obsah rozpustadla) bol rozpusteny v 318,5 g etylacetatu a
roztok bol vo viakuu skoncentrovany na olej. ZvySok bol rozpusteny v 225 g e-
tylacetatu a vo vakuu skoncentrovany na olej druhy raz. Reziduum bolo pri
65 °C rozpustené v etylacetite (priblizne 300 ml), prefiltrované, aby sa odstra-
‘nili stopy nerozpustenych tuhych litok a vo vdkuu bolo skoncentrované na pe-
nu. Pena bola rozpustena v 338 g etylacetdtu a tento roztok bol rozdeleny na

Styri rovnaké Casti.

Priklad 9B
Priprava hemisolvatu kryStalickej formy lopinaviru s etylacetdtom typu II

Jedna Cast’ roztoku lopinaviru pripraveného v priklade 9A bola vo vakuu
skoncentrovana na olej a potom rozpustend v 50 ml absolttneho etanolu. Roz-
pistadlo bolo odparené vo vidkuu. Zostatok bol udrZiavany pod vakuom za za-
hrievania (priblizne 50 °C - 60 °C) d’al3ich 30 minit. Vzniknut4 pena bola roz-
pustena v etylacetdte (87 ml) pri teplote okolia. Po menej ne# piatich minttach
mieSania boli zrejmé tuhé Castice. Vzniknutéd kaSa bola 16 hodin mie3an4 a po-
tom bola zriedend 87 ml heptanu. Po troch hodinéch boli tuhé ¢astice zhrorﬁai-
dené filtraciou, preinyté 36 ml zmesi AcOEt / heptany (1 : 1 objemovo) a suse-
né vo vakuu pri 60 °C 72 hodin, pri€om poskytli 19,4 g hemisolvatu lopinaviru
s etylacetdtom typu II. FT spektrum strednej infradervenej oblasti tuhého stavu
(Obr. 11). FT spektrum blizkej ihfraéervenej oblasti tuhého stavu (Obr. 16).

Podl'a termogravimetrie obsahoval produkt 4,4 % prchavych podielov.
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Priklad 9C

Alternativna priprava hemisolvatu kryStalickej formy lopinaviru s etylacetatom

typu II

Sufovy lopinavir pripravén)" podla U.S. patentu &. 5,914332 (priklad 38)
zo soli (S)-pyroglutémovej kyselinyva (2S,38,55)-2-amino-3-hydroxy-5-[2S-(1-
tetrahydropyrimid-2-onyl)-3-metylbutanoyl]amino-1,6-difenylhexanu (okolo 20
g, korigované na obsah rozpustadla) bol rozpusteny v 118 g etylacetdtu a po-
tom bol vo vakuu skoncentrovany na olej. ZvySok bol rozpusteny v 95,7 g ety-
lacetdtu pri 46 °C a potom vo vakuu skoncentrovany na olej. Reziduum bolo pri
64 °C rozpustené v 95,8 g etylacetdtu. Meranie vlhkosti pomocou KF vykazalo
menej nez 0,05 % vody. Roztok produktu bol ochladeny na 41 °C a naotkovany
0,20 g produktu z prikladu 9B. Roztok bol ochladeny na 35 °C a pri tejto tep-
lote bol mie3any 1,25 hodiny. Ziskana kasa bola potom pocas 10 minut ochla-.
dend na 15 °C a pri 15 °C - 18 °C bola mieSana 1,5 hodiny. Tuhé Castice boli
zhromazdené filtraciou, premyté 13,3 g etylacetatu, vo vakuu boli 16 hodin su-
$ené pri 56 °C - 58 °C a poskytli 12,3 g hemisolvatu lopinaviru's etylacetdtom

typu II.

Priklad 10A

Priprava solvétu krys$talickej formy lopinaviru s etylacetaitom typu II (majuceho

menej neZ 0,5 mélu etylacetdtu na 2 mély lopinaviru podl'a termogravimetrie)

Jedna &ast roztoku lopinaviru pripraveného v priklade 9A bola vo vakuu
skoncentrovand na olej a potom rozpusten.é v 50 ml absoldtneho etanolu. Roz-
pustadlo bolo odparené vo vakuu. ZvySok bol udrZiavany pod vdkuom za za-
hrievania (priblizne 50 °C - 60 °C). dal$ich 30 minut. Ku vzniknutej pene boli
ako o€kovacie krystaly pridané kryStaly produktu z prikladu 9B. Penovity zvy-
Sok bol rozpusteny v etylacetate (87 ml) pri teplote okolia. Po menej neZ pia-
tich minttach mieSania boli zrejmé tuhé Castice. Vzniknuta kaSa bola 16 hodin
mie$ana a potom bola zriedend 87 ml heptdnu. Po troch hodindch boli tuhé Cas-

tice zhromazdené filtraciou, premyté 36 ml zmesi AcOEt / heptany (1 : 1 obje-



34

moQo) a 72 hodin suSené vo vakuu pri 60 °C, pricom poskytli 19,37 g solvatu
lopinaviru s etylacetitom typu II. FT spektrum strednej infradervenej oblasti
tuhého stavu (Obr. 12). FT spektrum blizkej infraervenej oblasti tuhého stavu
(Obr. 17). Podla termogravimetrie obsahoval produkt 1,7 % prchavych po-

.dielov.

Priklad 10B

Alternativna priprava solvatu krystalickej formy lopinaviru s etylacetdtom typu
IT (majaceho menej nez 0,5 mélu etylacetdtu na 2 rric’)ly lopinaviru podla ter-

mogravimetrie)

Roztok surového lopinaviru pripraveného podla U.S. patentu &. 5,914332
(priklad 2; reakcia 17 g (2S,38,58)-2-(2,6-dimetylfenoxyacetyl)amino-3-
hydroxy-5-amino-1,6-difenylhexdnu s 8 g kyseliny 2S-(1-tetrahydropyrimid-2-'
onyl)-3-metylbutanovej cestou EDAC / HOBT reakcie) v izopropylacetate (o-
kolo 250 ml) a bol vo védkuu skoncentrovany na olej. Zvy3ok bol rozpusteny v
250 ml etylacetdtu a vo vdkuu skoncentrovany na penu. Pena bola rozpustens v
120 ml teplého etylacetitu. Roztok bol rozdeleny na tri podiely, kazdy po
44,9 g. Roztoky boli ochladené na teplotu okolia, pri ktorej nastdvala rychlo
kryStalizacia. Jeden z tychto podielov bol pri teplote okolia mieSany cez noc.
Tuhé Castice boli zhromazdené filtrdciou, premyté 8 ml etylacetatu, vo vakuu
boli 40 hodin suSené pri 22 °C, potom su3ené vo vakuu 44 hodin pri 70 °C a

poskytli 6,23 g solvédtu lopinaviru s etylacetdtom typu II.

Priklad 11
Priprava hemisolvatu kry§talickej formy lopinaviru s chloroformom typu II

Lopinavir (10 g) bol rozpusteny v 30 ml chloroformu. Potom bol roztok
za mieSania magnetickym mieSadlom zahrievany do varu na topnej platni. Po
zmensSeni objemu roztoku na asi polovicu po¢iato&ného objemu, bolo po kvap-

kach pridavanych okolo 10 ml n-heptdnu, dokial sa roztok nezadal zakalovat.
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Potom bolo pridanych asi 30 ml chloroformu navyS$e a vo vareni boio pokraco-
vané dokial objem nebol znova asi polovica poc¢iatocného objemu. Potom bolo
pridanych okolo 20 ml chloroformu a vo vareni sa pokracovalo dokial objem
nebol znova asi polovica pociatoéného objemu. Zmes sa potom pomaly ochla-
dila na teplotu miestnosti a ponechala sa ¢iastodnému odparovaniu. Po poma-
lom odparovani zostalo sklovité reziduum siru'povitej konzistencie. To sa zmie-
Salo s asi 20 ml chloroformu a zahrievalo sa na topnej platni. Potom bol po
kvapkéich pridivany n-heptan dokial sa nezacal tvorit precipitat. Precipitat bol
opitovnym zahriatim zmesi rozpusteny. Teply roztok bol preneseny do kadicky,
ktora bola umiestend do nadoby obsahujicej okolo 20 ml heptdnu a ponechan)";
ochladit. Asi po 1 hodine sa tvoril husty tuhy precipitat. Vaé&3ina precipitatu
bola znovu rozpusten& pridanim okolo 20 ml chloroformu k obsahu kadicky.
Ked sa tito zmes nechala stat’ okolo 1 hodiny, vytvorilo sa niekolko ihlicovi-
tych kryStdlov. Do nddoby obsahujicej kadi¢ku sa pridalo viac heptdnu (okolo
40 ml), nadoba sa uzavrela a nechala stit. Po jednom dni obsahovala kaditka
velké mnozZstvo krystdlov. Krystaly sa izolovali odsatim. Kry3talickd masa sa
za pouzitia §pachtle jemne rozdrvila a kry3tdly sa premyli zmesou chloroformu
a heptdnu z nddoby z okolia kadi€ky, v ktorej kryStaly narastli. Termogravimet-
ria produktu vykazovala pritomnost prchavého podielu zodpovedajiiceho I
mélu chloroformu na ka?dé dva mély lopinaviru. Analyza rontgenovou difrak-
ciou préékﬁ botvrdila, 7e produkt bol kryStalicky a infracervena spektrometria
potvrdila, Ze produkt je solvatovanou kryStalickou formou lopinaviru typu IIL
FT spektrum strednej infradervenej oblasti tuhého stavu (Obr. 13). FT spektrum

blizkej infradervenej oblasti tuhého stavu (Obr. 18).

Priklad 12
Priprava etylacetatom solvatovanej kryStalickej formy lopinaviru typu III

Lopinavir (7,03 g) sa rozpustil v etylacetate (33,11 g) pri 71 °C. Roztok
sa ochladil na 42 °C na 45 minit a v tomto $tadiu boli zrejmé tuhé Castice. Ka-
$a bola za 30 mintt ochladena na 35 °C a potom mieSand jednu hodinu. Potom

bola kasa za 13 minut ochladend na 15 °C a potom mieSana jednu hodinu. Po
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kvapkéch bola po¢as 13 minut pridand zmes heptdnom (25,1 g). Vzniknut4 kasa
bola 30 min mieSand. Vzniknuté tuhé &astice sa izolovali filtriciou, premyli
zmesou etylacetat / zmes heptdnom (1 : 1 objemovo, 20 ml), susili pri 62 °C vo
vakuu po 20 hodin a poskytli 6,4 g titulnej zltéeniny. Analyza réntgenovou
difrakciou prasku potvrdila, Ze produkt bol krystalicky a »ihfraéervené spektro-
metria potvrdila‘, Ze produkt je solvatovanou krystalickou formou lopinaviru
typu III. FT spektrum strednej infradervenej oblasti tuhého stavu (Obr. 19). FT
spektrum blizkej infraervenej oblasti tuhého stavu (Obr. 20). Podl'a termogra-

vimetrie obsahoval produkt 2,3 % prchavych podielov.
Priklad 13
Priprava etylacetditom solvatovanej krystalickej formy lopinaviru typu III

PribliZne 100 mg lopinaviru sa rozpustilo asi v 3 ml etylacetitu. K to-
muto roztoku sa pomaly a opatrne pridalo okolo 3 ml heptinu. Po stati, kry3ta-
lizéciou difuziou v kvapaline, narastli kry§taly solvatovane;j kryStalickej formy

lopinaviru typu III.

Priklad 14
Priprava etylacetdtom solvatovanej kry3talickej formy lopinaviru typu III

Jeden podiel roztoku lopinaviru pripraveného v priklade 9A sa zriedil
14,8 g etylacetdtu a zahrieval na 70 °C - 75l°C, potom zriedil 75 g heptdnov za
zachovdvania vnitornej teploty vyssej nez 70 °C. Vzniknuty roztok bol zahrie-
vany 15 min na 75 °C a potom sa nechal postupne ochladzovat na teplotu oko-
lia. Po mie$ani pri teplote okolia cez noc, sa tuhé &astice izolovali filtraciou,
premyli 36 ml zmesi etylacetatu / heptanov (1 : 1 objemovo) a susili pri 60 °C

vo vakuu pocas 72 hodin tak, Ze poskytli 21,5 g titulnej zlu¢eniny.

Priklad 15

Priprava desolvatovanej kryStalickej formy lopinaviru typu III
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Lopinavir (5g) sa umiestnil do 100 ml kadi¢ky. Pridalo sa prave tolko a-
cetonitrilu, aby sa rozpustilo okolo 95 % lopinaviru. Kadi¢ka sa umiestnila do
nadoby obsahujucej asi 1 cm hlboku vrstvu bezvodého siranu vapenatého
(DRIERITE). Nédoba sa uzavrela a materidl sa ponechal neruene stit pri tep-
lote okolia. Po stati cez noc sa vyzrazalo velké mnoZstvo bieleho krystalického
materialu. Z kadigky bol dekantovany supernatant (asi 6 ml). Pridal sa Eerstvy
acetonitril (3 - 4 ml) k precipitdtu a ten bol Spachtlou jemne rozdrveny. Tuhé
Castice sa izolovali odsatim a prepldchli asi 1 ml acetonitrilu. Tuha litka sa
preniesla na Petriho misku, pri teplote okolia sa su$ila vo vakuu a tak sa zis-
kala desolvatovand krystalickd forma lopinaviru typu III. Anal)"za réntgenovou
difrakciou prasku potvrdila, Ze produkt bol krystalicky a infracervend spektro-
metria potvrdila, Ze produkt je kryStalickou formou lopinaviru typu III. Podla
termogravimetrie obsahoval produkt menej nez 0,05 % prchavych podielov. FT
spektrum strednej infraCervenej oblasti tuhého stavu (Obr. 21). FT spektrum
blizkej infraCervenej oblasti tuhého stavu (Obr. 22). Rﬁlntgenov‘)" difraktogram
prasku (Obr. 23). 100 MHz spektrum B¢ nukledrnej magnetickej rezonancie
tuhého stavu (Obr. 24). DSC termogram (Obr. 25).

Priklad 16
Priprava nesolvatovanej krystalickej formy lopinaviru typu IV

Lopinavir (amorfny, 1 g) sa umiestnil do krystalizaénej misky (A). Tato
miska sa bostavila do vicSej kryStalizacnej misky (B) obsahujicej okolo 10 ml
acetonitrilu a posadila sa na topnu platiiu. Kry$taliza¢nd miska strednej velko-
sti (C) sa obratila a umiestnila sa cez misku A, aviak stéle edte vo vnutri misky
B. Cez misky A, B a C sa poloZila obratend velké kryStalizaéna miska D. Top-
na platiia sa vyhrievala asi na 35 °C a potom sa topna platiia vypla. Celé uspo-
riadanie sa potom ponechalo v. laboratériu pri teplote okolia po dobu 10 dni. Po

10 drioch sa vSetok acetonitril odparil.

Cast’ vzniknutého krystalického produktu (0,1 g) sa zmieiala s acetonit-
rilom (0,6 ml) a mieSala sa | hodinu. Zmes sa filtrovala, tuha litka sa vysusila

na vzduchu a poskytla nesolvatovanta kryStalickd formu lopinaviru typu IV.
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Priklad 17
Priprava nesolvatovanej krystalickej formy lopinaviru typu IV

Lopinavir (259 g) sa pri 40 °C - 42 °C rozpustil v 500 g acetonitrilu. Za-
~kaleny roztok sa cez nylénovﬁ.membréﬁu 0,45 p prefiltroval do 2 | banky s ok-
rihlym dnom a roztok sa naoékoval niekolkymi kry$talikmi produktu z prikla-
du 16. Banka bola pri 10 - 20 ot. / min cez noc otiané na rota&nej odparke bez
zahrievania alebo vakua. Vzniknuta husta ka3a ihlovitych krystilov. Kasa bola
I hodinu chladena v ladovom kupeli a potom, filtrovana na filtri chranenom
dusikom a pokrytom plastovym filmom. Filtradny kolaé¢ bol premyty. acetonit-
rilom a do sucha vysdvany 30 minat pod dusikom. Potom bol filtradny kolag
preneseny do kryStaliza¢nej misky a cez vikend bol pri 60 °C - 65 °C suseny
pridom dusika pri 20.- 21 " Hg (= 508 - 635 mm Hg = 67,7 - 84,7 kPa) a takto
poskytol 194,3 ¢ nesolvatovanej krystalickej formy lopinaviru typu IV. Podla
rontgenovej difrakcie prasku bol produkt kry3talicky a bol klasifikovany ako
nesolvatovana krystalickd forma lopinaviru typu IV FT infradervenou spektro-
metriou strednej infradervenej oblasti tuhého stavu. FT spektrum strednej in-
fraervenej oblasti tuhého stavu (Obr. 26). FT spektrum blizkej infraervenej
oblasti tuhého stavu (Obr. 27). Réntgenovy difraktogram prasku (Obr. 28). 100
MHz spektrum '’C nuklearnej magnetickej rezonancie tuhého stavu (Obr. 29).
DSC termogram (Obr. 30). Podl’a termogravimetrie obsahoval produkt menej

nez 0,1 % prchavych podielov.

Ked je aplikovany pri oetrovani HIV infekcie, je lopinavir najlepsie po-
davany v kombinécii s ritonavirom v pomere 1 : 1 (lopinavir : ritonavir). Prefe-
rovana farmaceutickd kompozicia na podéavanie lopinaviru obsahujica 1 : 1
pomer lopinaviru k ritonavifu, enkapsulovand v mikkej elastickej Zelatinovej

kapsli, ma nasledujice zlozZenie:

Lopinavir 133,3 mg
Ritonavir 33,3 mg
Olejova kyselina, NF 598,6 mg
Propylénglykol, USP 64,1 mg

Polyoxyl 35 Castor Oil, NF 21,4 mg
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(Cremephor EL®)
Voda, ¢istena, USP (destilovana) 4,3 mg

Ak je v kompozicii pouZitd hydratovana alebo solvatovana forma lopina-
viru, adjustuje sa mnoZstvo hydratovanej alebo solvatovanej formy lopinaviru
tak, Ze sa zahrnie do po&tu mnozZstvo vody alebo inych rozpustadiel v krysta-

lickej forme pritomnych.

Preferovand kompozicia mdZe byt pripravend nasledujicim spdsobom.

Nasledujuci predpis je pouzivany na pripravu 1 000 mikkych Zelatinovych kap-

sul:

Miera ' ' Mnozstvo
(mg / kapsula) ___Nazov ' (g2)
Podla potréby ' Dusik, NF Podla potreby

578,6 Olejova kyselina, NF 578,6

33,3 Ritonavir 33,3
64,1 Propylénglykol, USP 64,1
4,3 Voda, Cistend, USP (destilovana) 4,3
©133,3 Lopinavir ' 133,3
10,0 Olejova kyselina, NF ' 10,0
21,4 Polyoxyl 35 Castor Oil, NF 21,4
10,0 Olejové kyselina, NF - 10,0

Mie8aci tank a vhodny kontajner sa preéisti dusikom. Potom sa do mie3a-
cieho tanku vlozi 578,6 g olejovej kyseliny. MieSaci tank sa zahreje na 28 °C
(neprekrogit’ 31 °C) a spusti sa mieSanie. Potom sa k olejovej kyseline za mie-
Sania pridd 33,3 g ritonaviru. Do mie§acieho tanku sa prid4 glykol a voda a v
mieSani sa pokraduje dokial sa roztok nevy&eri. Potom sa do mie§acieho tanku
prida 133,3 g lopinaviru a v mie3ani sa pokraduje. Potom sa do tanku vloz{ 10 g
olejovej kyseliny a v mieSani sa pokraduje dokial sa roztok nevy&eri. Na to sa

za pokraCujuceho mie3ania pridd 21,4 g polyoxylovaného ricinového oleja
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("Polyoxyl 35 Castor Oil NF") potom sa pridd 10 g olejovej kyseliny. Roztok
sa az do enkapsulacie skladuje pri 2 °C - 8 °C. Do kazdej midkkej Zelatinove;j
kapsule sa plni 0,855 g roztoku a mikké Zelatinové kapsule sa potom suSia a
pri 2 °C - 8 °C skladuj.

Ked je tu pouzivany termin "v podstate Cista" pouzivany vo vztfahu ku
kryStalickej forme lopinaviru, tyka sa tej kryStalickej formy lopinaviru, ktora
je z viac nez asi 90 % ¢istd. To znamend, Ze td kryStalickd forma lopinaviru
neobsahuje viac nez asi 10 % akejkolvek inej zluCeniny a najmid neobsahuje
viac neZ asi 10 % akejkol'vek inej formy lopinaviru ako st amorfné, solvatova-
né formy, nesolvatované formy a desolvatované formy. VhodnejSie potom sa
termin "v podstate Cistd" tyka kryStalickej formy lopinaviru, ktord je z viac nez
asi 95 % Cistd. To znamena, Ze ta kryStalicka forma lopinaviru neobsahuje viac
nez asi 5 % akejkol'vek inej zli¢eniny a najmé neobsahuje viac nez'asi 5 % a-
kejkolvek inej formy lopinaviru ako si amorfné, solvatované formy, nesolva-
tované formy a desolvatované formy. Este vhodnej$ie sa potom termin "v pod-
state Cistd" tyka kryStalickej formy lopinaviru, ktord je z viac neZ asi 97 %
¢istd. To znamena, Ze ta kryStalickd forma lopinaviru neobsahuje viac neZ asi 3
% akejkol'vek inej zlic¢eniny a najméd neobsahuje viac nez asi 3 % akejkolvek
inej formy lopinaviru ako st amorfné, solvatované formy, nesolvatované formy

a desolvatované formy.

Avsak eSte lepSie sa termin "v podstate €istd" tyka kryS$talickej formy lo-
pinaviru, ktora je z viac nez asi 98 % cistd. To znamend, Ze ta krystalicka for-
ma lopinaviru neobsahuje viac nez asi 2 % akejkol'vek inej zli€eniny a najmi
neobsahuje viac nez asi 2% akejkol'vek inej formy lopinaviru ako si amorfné,

solvatované formy, nesolvatované formy a desolvatované formy.

Najvhodnejsie sa termin "v podstate Cista" tyka kryStalickej formy lopi-
naviru, ktord je z viac neZ asi 99 % cCistd. To znamend, Ze ta kryS$talicka forma
lopinaviru neobsahuje viac nez asi 1 % akejkol'vek inej zli€eniny a najmi ne- -
obsahuje viac nez asi | % akejkol'vek inej formy lopinaviru ako st amorfné,

solvatované formy, nesolvatované formy a desolvatované formy.
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Rontgenova difrakénd analyza praSkovitych vzoriek sa vykondvala nasle-
dujicim spdsobom. Vzorky pre rontgenovi difrakénu analyzu boli pripravené
rozprestretim vzorky v prasku (rozotreného na jemny prasok v trecej miske ti-
¢ikom, alebo pre obmedzené mnozstva sklenenym krycim skli¢kom k mikro-
skopu) v tenkej vrstve na drziak vzorky a jemnym uhladenim vzorky krycim
sklickom. Vzorky boli merané pri jednom z froch usporiadani: na otd¢avom dr-
?iaku pre vzorku, na kremennej doske s nulovym pozadim alebo na vyhrievanej
podpernej podlozke (podobnej podpere s doskou s minimalizovanym pozadim).
Rontgenova difrakcia sa vykonavala za pouzitia XDS 2000 6 / 6 difraktometra
(Scintag; réntgehové trubica 2 kW, normélny fékus, bud kvapalny dusik alebo
Peltierov chladeny detektor tuhého stavu germénia; 45 kV a 30 - 40 mA; zdroj
réntgenového iiarenja: Cu-Kal; rozsah: 2,00°- 40,00° 2 6; rychlost’ snimania:
0,5° alebo 2° / min), XRD-6000 difraktometra (Shimadzu; rbntgenové trubica,
jemn}". f(');kus, s Nal scintilaénym detektorom; 40 - 45 kV a 30 - 40 mA; zdroj
réntgenového Ziarenia: Cu-Kal; rozsah: 2,00° - 40,00° 2 8; rychlost snimania:
2° / min) alebo I-2 réntgenového difraktometra (Nicolet; scintilatny detektor;
50 kV a 30 - 40 mA; zdroj réntgenového Ziarenia: Cu-Kal; rozsah: 2,00° -
40,00° 2 0; rychlost snimania: 2° / min. Relativna vlhkost’ vzorky na vyhrieva-

nej podpernej podlozke mdze byt riadena za pouZitia generatora model RH200

VTI Corp.).

Charakteristické polohy pikov v réntgenovom difraktograme praskového
stavu si pre polymorfné modifikacie v idajoch angularnych poléh (2 8) s pri-
pustnou odchylkou + 0,1°. Tato pripustnd variabilita je Specifikovand v U.S.
Pharmacopeia str. 1 843 — 1 844 (1995). Odchylka + 0,1° je urend na pouZitie
pri porovnavani dvoch réntgenovych difraktogramov prasku. V praxi, ked je
piku v difraktograme jedného typu priradeny rozsah anguldrnych poldh (2 6),
ktory je meranou polohou piku + 0,1° a piku v difraktograme iného typu prira-
deny rozsah anguldrnych poldh (2 6), ktory je meranou polohou piku + 0,1° a
ak sa tieto rozsahy prekryvajd, potom sa u tychto dvoch pikov mé za to, Ze
maju rovnaki anguldrnu polohu (2 8). Napriklad, ak je zistené, Ze pik v dif-
raktograme jedného typu ma polohu piku 5,20°, dovol'uje za Gcelom porévné-

- vania prip'ustné variabilita, aby sa piku pfiradila poloha v rozsahu 5,10° -

5,30°. Ak je zistené, Ze porovnavany pik v difraktograme iného typu ma polohu
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piku 5,35°, dovoluje za u&elom porox}névania pripustnd variabilita, aby sa piku
prisudila poloha v rozsahu 5,25° - 5,45°. Pretoze medzi tymito dvoma rozsahmi
poléh pikov je prekryv (tj. 5,10° - 5,30° 5,25° - 5,45°), ak st tieto dva piky

porovnavané, ma sa za to, Ze majl rovnaku anguldrnu polohu (2 6).

Analyza vzoriek v tuhom stave pomocou nuklearnej magnetickej rezo-
nancie sa vykondvala nasledujicim spdsobom. PouZival sa pristroj Bruker
AMX-400 s nasledujicimi parametrami: CP-MAS (roticia pod magickym uhlom
prie¢nou polarizaciou); frekvencia spektrometra pre '*C bola 100,6 MHz; sek-
vencia pulsu bola VA-CP2LEV; kontaktny &as bol 2,5 milisekund, rychlost
spinu bola 7 000 Hz; doba oneskorenia recyklu bola 5,0 sekind; podet skenov 3
000).

Analyza vzoriek pomocou FT spektra blizkej infratervenej oblasti bola
vykondvana nasledujicim spésobom. Vzorky boli analyzované ako &isté, ne-
‘ zriede'né prasky obsiahnuté v priehPadnych sklenenych fiolach majicich 1 dram
(~3,7 ml). Pouzival sa Nicolet Magna System 750 spektrometer s prislusen-
stvom Nicolet SabIR, sondy s vlaknovou optikou difuznej reflektancie blizkeho
IC; detektor bol PbS; Stiepenie 1G¢a CaF,; po&et snimani vzoriek 16; rozlidenie

bolo 8 cm™.

Analyza vzoriek pomocou FT spektra strednej infradervenej oblasti bola
vykondvand nasledujicim spésobom. Vzorky boli analyzované ako &isté, ne-
zriedené pradky. Pouzival sa Nicolet Magna System 750 spektrometer s Nicolet
NIC-PLAN mikroskopom s detektorom MCT-A chladenym kvapalnym dusikom.
Vzorka bola umiestnend na drziak vzoriek disk BaF, 13 x 1 mm; pri rozliSeni 4

cm™! bolo zosnimanych 64 zobrazeni.

Analyza vzoriek pomocou diferenénej skenovacej kalorimetrie bola vy-
kondvana nasledujucim spésobom. Diferenény skenovaci kalorimeter T. A. In-
struments Model 2920 s T. A. Instruments DSC bunkou na analyzu udajov so
softwarom Thermal Solution version 2.3. Parametre analyzy boli: vel’l.<ost’
vzorky: 4 - 10 mg, umiestnené v aluminiovej miske a po prepichnuti $pendliko-
vej dierky vo vieCku zatavené; rychlost’ zahrievania: 1 °C / min za preplacho-

vanie suchym dusikom (40 - 50 ml / min).
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Termogravimetria sa vykonavala zahrievanim vzorky pri 1 °C alebo 5 °C

za minutu z teploty okolia do 200 °C.

Co je vy$Sie uvedené, je pre vynalez len ilustrativne a nie je imyslom, a-
by vynélez bol obmedzovany na uvedené uskutoénenia. Varidcie a zmeny, ktoré
su pre odbornika o&ividné, si povaZované za zodpovedajice rozsahu a povahe

vynélezu, ktory je definovany v pripojenych patentovych narokoch.
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PATENTOVE NAROKY

KryStalickd hydratovana forma lopinaviru.

Krystalickd forma lopinaviru podla naroku 1, ktord mé v infradervenom
spektre tuhého stavu maximum absorp&ného pasu pri polohe v rozmedzi
1652 -1666cm™ a maximum absorpného pédsu v infradervenom spek-

tre tuhého stavu pri polohe v rozmedzi 1 606 — 1 615 cm™'.

V podstate Cistd kryStalicka hydratovana forma lopinaviru.

KryStalicka forma lopinaviru podla naroku 3, ktord ma v infradervenom
spektre tuhého stavu maximum absorp&ného pasu pri polohe v rozmedzi
1652 -1666 cm™ a maximum absorp&ného pasu v infraéervenom spek-

tre tuhého stavu pri polohe v rozmedzi 1 606 — 1 615 cm™'.

Solvatovanéd kryStalickd forma lopinaviru, ktorda mé v infra&ervenom
spektre tuhého stavu maximum absorp&ného pésu pri polohe v rozmedzi
1661 -1673 cm™', maximum absorpéného pasu v infralervenom spektre
tuhého stavu pri polohe v rozmedzill 645 — 1 653 cm™! a maximum ab-
sorpCného pédsu v infradervenom spektre tuhého stavu pri polohe v roz-
medzi 1 619 — 1 629 cm™.

V podstate Cistd solvatovand krys$talickd forma lopinaviru, ktord ma v in-
fraervenom spektre tuhého stavu maximum absorp&ného pésu pri polohe
v rozmedzi 1 661 — 1 673 cm™', maximum absorpného pésu v infracerve-

nom spektre tuhého stavu pri polohe v rozmedzi 1 645 — 1 653 cm™ a
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maximum -absorpéného pasu v infralervenom spektre tuhého stavu pri

polohe v rozmedzi 1 619 - 1 629 cm™'.

Krystalickd forma lopinaviru, ktord ma v infradervenom spektre tuhého
stavu maximum absorpéného pasu pri polohe v rozmedzi 1 655 - 1 662

eml

KryStalickd forma lopinaviru, ktord méa v infraervenom spektre tuhého
stavu maximum absorpéného pasu pri polohe v rozmedzi 1 655 — 1 662

cm™' a v infragervenom spektre tuhého stavu maximum absorp&ného pasu

_ pri polohe v rozmedzi 1 636 — 1 647 cm’'.

V podstate ¢ista kryStalicka forma lopinaviru, ktord ma v infradervenom
spektre tuhého stavu maximum absorpéného pésu pri polohe v rozmedzi
1655-1662cm™.

V podstate ¢ista krysStalicka forma lopinaviru, ktord ma v infradervenom
spektre tuhého stavu maximum absorpéného pésu pri polohe v rozmedzi
1655 -1662 cm™ a v infraervenom spektre tuhého stavu maximum ab-

sorpného pasu pri polohe v rozmedzi 1 636- 1 647 cm™.

Solvatovana kryS§talickd forma lopinaviru, ktord mad v infradervenom

spektre tuhého stavu maximum absorpéného pésu pri polohe v rozmedzi

1 655-1662cm™,

Solvatovana kryStalickd forma lopinaviru, ktorda mé& v infradervenom

spektre tuhého stavu maximum absorpéného pésu pri polohe v rozmedzi
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1655- 1662 cm™ a v infraervenom spektre tuhého stavu maximum ab-

sorpéného pasu pri polohe v rozmedzi 1 626 — 1 647 cm™!.

V podstate €istd solvatovand kry3talick4 forma lopinaviru, ktord mé4 v in-
fracervenom spektre tuhého stavu maximum absorp&ného pésu pri polohe
v rozmedzi 1 655- 1 662 cm™".

V podstate &istd solvatovand kry3talickd forma lopinaviru, ktord ma v in-
fracervenom spektre tuhého stavu maximum absorpéného pasu pri polohe
v rozmedzi 1 655- 1 662 cm™ a v infratervenom spektre tuhého stavu

maximum absorp&ného péasu pri polohe v rozmedzi 1 626 — 1 647 cm"".
Nesolvatovana kryStalicka forma lopinaviru.

Krystalicka forma lopinaviru podl'a niroku 15, ktord ma v infradervenom
spektre tuhého stavu maximum absorpéného pasu pri polohe v rozmedzi
1680- 1685 cm™ a v infragervenom spektre tuhého stavu maximum ab-

sorpéného pésu pri polohe v rozmedzi 1 625 - 1 630 cm™'.

Krystalickd forma lopinaviru podl'a naroku 15, ktord ma v réntgenovom
difraktograme pradkového stavu charakteristické piky pri dva teta hod-
notach 6,85° + 0,1°, 9,14° + 0,1°, 12,88° + 0,1°, 15,09° + 0,1°, 17,74° +
0,1°, 18,01° £ 0,1° a 18,53° % 0,1°.

Krystalickd forma lopinaviru podl'a naroku 15, ktord ma v réntgenovom
difraktograme prdaskového stavu charakteristické piky pri dva teta hod-
notach 6,85° + 0,1°, 9,14° + 0,1°, 10,80° + 0,1°, 12,04° + 0,1°, 12,88° +
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0,1°, 15,09° % 0,1°, 17,74° £ 0,1°, 18,01° + 0,1°,18,26° + 0,1°, 18,53° +
0,1°,20,47° + 0,1° a 25,35° + 0,1°.

V podstate Cistd nesolvatovana kryS$talicka forma lopinaviru.

Krystalicka forma lopinaviru podl'a ndroku 19, ktord méa v infradervenom
spektre tuhého stavu maximum absorp&ného pasu pri polohe v rozmedzi
1 680- 1 685 cm™ a v infradervenom spektre tuhého stavu maximum ab-

sorpéného pasu pri polohe v rozmedzi 1 625 - 1 630 cm™'.

KryStalicka forma lopinaviru podl'a naroku 19, ktord mé v infraéervenom
spektre tuhého stavu maximum absorpéného pésu pri polohe v rozmedzi
1 680- 1 685 cm", v infradervenom spektre tuhého stavu maximum ab-
sorpéného pasu pri polohe v rozmedzi 1 668- 1 674 cm™, v infragerve-
nom spektre tuhého stavu maximum absorpéného pésu pri polohe v roz-
medzi 1 656- 1 662 cm™', v infraéervenom spektre tuhého stavu maximum
absorpéného pésu pri polohe v rozmedzi 1 642 — 1 648 cm™ a v infrager-
venom spektre tuhého stavu maximum absorpéného pasu pri polohe v

rozmedzi 1 625 — 1 630 cm™'.

KryStalickd forma lopinaviru podla naroku 19, ktord ma v réntgenovom
difraktograme praSkového stavu charakteristické piky pri dva teta hod-
notach 6,85° £ 0,1°, 9,14° + 0,1°, 12,88° + 0,1°, 15,09° + 0,1°, 17,74° +
0,1°,18,01°+ 0,1° a 18,53° £ 0,1°.

KryStalicka forma lopinaviru podl'a ndroku 19, ktord ma v réntgenovom
difraktograme praSkového stavu charakteristické piky pri dva teta hod-

notach 6,85° = 0,1°, 9,14° = 0,1°, 10,80° + 0,1°, 12,04° + 0,1°, 12,88° +
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0,1°, 15,09° £ 0,1°, 17,74° + 0,1°, 18,01° % 0,1°,18,26° + 0,1°, 18,53° +
0,1°,20,47° + 0,1° a 25,35° £ 0,1°.
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