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(54) Eljaras treprostinil-dietanol-amin s6 B polimorf formajanak eléallitasara

(57) Kivonat

Eljaras treprostinil dietanol-amin sé B polimorf formajanak robosztus, reprodukalhaté és egy Iépésben torténd
elballitasara, oly moédon, hogy

a. a treprostinilt metanolban oldjuk,

b. az oldathoz hozzaadjuk a dietanol-amint vagy metanolos oldatat,

c. a reakcidelegyet oldédasig kevertetjiik,

d. a s6képzés lejatszdédasa utan az oldathoz aprétikus olddszert adunk,

e. az oldatot leszlirjiik,

. a szlirletet beoltjuk a treprostinil dietanol-amin sé B polimorf formaval,

g. a kapott kristaly szuszpenziéhoz hozzaadjuk a masodik adag aprétikus olddszert,
h. a kristalyosodas teljessé valasaig kevertetjiik a szuszpenziot,

i. a kristalyokat kinyerjiik, mossuk, szaritjuk.

—



Eljaras treprostinil dietanol-amin s6 B polimorf formajanak eléallitasira

A (II) képleti

II
treprostinil vérlemezke aggregacio gatld és értagitd hatasu szintetikus prosztaciklin szarmazék. Az
egyetlen prosztaciklin szarmazék, amelyik subcutan, intravénds, inhalacids és ordlis formaban is
alkalmazhatd.
Terapias alkalmazasi teriilete a pulmonaris arterialis hipertonia (Pulmonary Arterial Hypertension,
PAH), Drugs, 2012, 72 (18) 2351-2363) ¢s a kronikus thromboembolias
pulmonadris hipertonia kezelése
http://www.ema.europa.eu/docs/en GB/document library/Orphan_designation/2009/10/WC50000
5505.pdf, letoltés 2017. februar 15.)
(III) képletii

11
treprostinil natrium s injekcios célra Remodulin® néven, inhalacios célra Tyvaso® néven keriil
forgalomba.

(D) képletii
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treprostinil dietanol-amin soja a tablettas kiszerelésii Orenitram® hatéanyaga.

A kristdlyos treprostinil dietanol-amin s6 két polimorf formajat (A és B formak) a
W02005/007081 szamu szabadalmi bejelentésben ismertetik elséként. A polimorf formakat
olvadasponttal,  porréntgennel, DSC  (Differencial  Scanning  Calorimetry), TGA
(Thermogravimetric Analysis) gorbékkel valamint vizfelvevd képességiikkel jellemzik.
Megallapitjak, hogy


http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Orphan_designation/2009/10/WC50000
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e a metastabil A forma higroszkopos, 103°C-on olvad, a DSC gorbe 103°C-nal endoterm
csucsot mutat, a TGA gorbe szerint a kristalyok szolvatalt oldoszert nem tartalmaznak

e astabilisabb B forma sokkal kevésbé higroszkopos, 107°C-on olvad, a DSC gérbe 107°C-
nal endoterm csicsot, a TGA gorbe minimalis sulyveszteséget mutat 100°C-on

e az A ¢és B forma eltéré pordiffraktogramot ad: a stabilabb B kristalyformara jellemzd
csucs 17,2° 2Theta.

e az A formabodl szerves oldoszerekkel (1,4-dioxan, izopropanol, tetrahidrofuran, toluol)

készitett szuszpenzio kiillonb6zd héfokon kevertetve a stabilisabb B formava alakul.

Az Organic Process & Development, 2009, 13, 242-249. (Crystallization Process Development
for Stable Polymorph of Treprostinil; Batra, H.; Penmasta, R.; Phares, K.; Staszewski, J.; Tuladhar,
S. M,; D. A. Walsh, United Therapeutics) kézleményben részletesen ismertetik a két polimorf
fizikai tulajdonsagait, valamint az el@allitisukra vonatkozo kisérleteket. Az elsdként izolalt
metastabil A forma 4llas k6zben a termodinamikailag stabilabb B formava alakult.

Szamos, kiilonb6z4 ardnyban vett oldoszer-kicsapdszer elegyet vizsgaltak. Az izopropanol: metil-
rerc-butil-éter (TBME) elegyekbdl féleg az A formahoz jutottak, de a kristily szuszpenzid tobb
oras kevertetésével az A forma B formava alakult, ez az atalakulas azonban a méretnéveléskor nem
tortént meg.

Etanol: aceton= 7:1 (termelés 85-90%) valamint etanol: etil-acetat= 7:1 (termelés> 90%) elegybdl
kristalyositva az egységes B formahoz jutottak, ha az oldatot beoltottdk a B kristalyformaval, és
nagyon lassu, t6bb beallitott héfokot tartalmazo kontrollalt hiitést alkalmaztak a kristalyosodashoz.

A WO 2009/078965 szamu szabadalmi bejelentés a nagytisztasagh treprostinil Na so eldallitasat
ismerteti kristalyos treprostinil dietanol-amin son keresztiil.
A treprostinil etil-acetatos oldatdhoz adjak a vizmentes etanolt és a dietanol-amint. A tiszta oldatot
60-75°C-on kevertetik 30-60 percet, majd 55+5°C-ra hiitik, beoltjak 1% treprostinil dietanol-amin B
polimorffal. A kivalo kristalyokat 1 6rat kevertetik héfoktartassal, majd 20-22°C-ra hiitik a kristaly
szuszpenzidt. 16-24 o6ra kevertetés utan a kristalyokat sziirik, etil-acetattal mossak és szaritjak,
termelés 88%.
Ha a treprostinil dietanol-amin kristdlyok olvadaspontja > 104°C, akkor formajuk megfelel a B
formanak.
Ha a treprostinil dietanol-amin kristalyok olvadaspontja < 104°C, akkor A ¢és B forma keverékét
kapjak. Ebben az esetben a kristdly keveréket etanol: etil-acetat oldoszer eleggyel ismételten
kristalyositjak.
Az ismertetett eljaras tehat nem robosztus, nem reprodukalhatd, sok esetben az A + B forma

keveréke keletkezik.

A WO 2014/089385 szamu szabadalmi bejelentés ismerteti a treprostinil, a treprostinil Na és a

treprostinil dietanol-amin sok eldallitasat.
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A treprostinil dietanol-amin s6 eldallitdsdhoz a treprostinil etil-acetatos oldatat dietanol-amin
vizmentes etanolos oldataval kezelik, a kapott szuszpenziot reflux hdmérsékletre fiitik 15 percig,
mikézben minden komponens beoldodik. Ezutdn lassan, 18 ora alatt, szobahdmérsékletre hiitik. A
kivalt fehér kristalyos anyagot sziirik, etil-acetattal mossak, szaritjadk vakuumban, 50°C-on, 24 orat.

Termelés 76%. A so fizikai tulajdonsagait nem ismertetik.

Az IN 2014CH02963-A szamu szabadalmi bejelentésben a treprostinil, treprostinil Na és a
treprostinil dietanol-amin eléallitasat ismertetik.

Dietanol-amin vizes oldatahoz adjak a treprostinil acetonos oldatiat 25-30°C-on. Az oldatot
opcionalisan beoltjak, majd 15 percet kevertetik héfoktartassal. A kristdly szuszpenziét 0-5°C-ra
hiitik, 90 perc kevertetés utan a kristalyokat szlirik, mossak, szaritjak. Termelés: 79%, A polimorf.
Az A polimorf form4ju treprostinil dietanol-amin kristalyokat acetonnal szuszpendaljak, majd reflux
hémérsékleten kb. 0,2% etanolt adnak a szuszpenzidhoz. 6 ora kevertetés reflux hdmérsékleten,
majd hiités 25-30°C-ra, a kristalyokat sziirik, mossak, szaritjak. Termelés 100%, B polimorf.

Az ismertetett eljaras szerint tehat csak két 1épésben lehet eldallitani a treprostinil dietanol-amin s6

B polimorfjat.

Az US 2016/0152548 szamu szabadalmi bejelentésben ismertetett eljaras szerint a soképzéshez a
treprostinilt €s a dietanol-amint etanolban ¢s etil-acetatban oldjak 70°C-on, 30 perc kevertetés utan
az oldatot 55°C-ra hiitik, beoltjak 1 tdémeg% B polimorf kristalyformdji treprostinil dietanol-amin
oltdkristallyal 55°C-on kevertetik 1 drat a szuszpenziot, majd szobahdmérsékletre hiitik. 16 dra
kevertetés utdn a kristalyokat sziirik, mossak, szaritjdk. Termelés: 93%, a kristalyok fizikai
tulajdonsagai (olvadaspont, porréntgen, DSC, TGA) nincsenck megadva.

Az ismertetett eljards szerint is etanol — etil-acetat elegyet hasznalnak a kristalyositasra, mint a WO
2014/089385 szamu szabadalmi bejelentésben, amirdl ismert, hogy nem robosztus, nem

reprodukalhatd, és sok esetben az A + B forma keverékét eredményezi.

Célunk volt egy olyan eljaras kidolgozasa a kristalyos treprostinil dietanol-amin s6 eldallitasara,
amelynek a végrehajtasaval robosztus, reprodukalhatdé modon, egy 1épésben keletkezik a sé

stabilabb, B polimorf formgja.

Az irodalmi adatokbol ismert, hogy a treprostinil dietanol-amin sé két polimorf formaban
kristalvosodik. Az alacsonyabb olvadaspontu (olvadaspont 103°C) a metastabil A forma, a
magasabb olvadaspontu (olvadaspont 107°C) B forma pedig termodinamikailag stabilabb, igy ez a
kivanatos forma a gyogyszerhatoanyag elallitasanal.

A termodinamikailag stabilabb B forma reprodukalhatd eléallitisa azonban nem egyszeri feladat:
az olddszer- kicsapdszer elegy aranyanak helyes megvalasztasa, a reflux hémérsékleten torténd
oldds, a B formaval torténd beoltds, majd a nagyon lassu, tobb bedllitott héfokot tartalmazd
kontrollalt hiités betartidsa sem biztositja, hogy minden esetben a stabilabb B forma keletkezzen. Az

irodalom szerint az elére meghatarozott paraméterek szigorii betartdsa esetén is gyakran eléfordul,
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hogy egyiitt kristilyosodik az A és a B forma. Az A és B kristaly formdju keverékbdl csak egy

ujabb mivelet elvégzésével (ismételt kristalyositis vagy a kristaly szuszpenzid hosszas kevertetése)

alakithato ki a kivant polimorf.

Az irodalombol ismert adatokat rendszereztilkk, vizsgalva, hogy olddszer és olddszerelegyek

alkalmazasaval milyen kristalyforma alakul ki. (I. Tablazat)

I.  Tablazat: Irodalmi mddszerek a kristalyos Treprostinil DEA eldallitasara

Hivatkozas Moédsz | Oldészer Forma | Termelé | Megjegyzés
er kicsapdszer s
[%]
1 W02005/007081 1* tetrahidrofuran A nincs
viz A+B adat
EtOH: viz A+B nincs
adat
nincs
adat
Qi dioxan B nincs
toluol A+B adat
izopropanol B
tetrahidrofuran B+ A nnes
adat
nincs
adat
nincs
adat
2 Org.Proc.Res. 2k izopropanol A+B nincs méretndveléskor
&Dey. izopropanol: TBME | A+B adat nem alakult 4t az
2009. nincs A forma B
adat .,
formava
1* izopropanol: TBME | A nincs
adat
1* EtOH: aceton=1:5 A+B nincs nem robosztus az
EtOH: aceton=1:6 A+B adat eljaras
EtOH: aceton=1:7 Bk® nincs
EtOH: aceton = 1:8 A+B adat
EtOH: aceton=1:10 Bk® nincs
adat
nincs
adat




Q4 #*k
1* EtOH: EtOAc=1:5 A+B nincs nem robosztus az
EtOH: EOAc=1:6 | A+B | 9% cljaras
EtOH: EtOAc=1:7 Bk® nincs
EOH: EtOAc=1:8 | Bres | 2920
EtOH: EtOAc=1:10 A+B nincs
adat
95****
nincs
adat
3 WO 2009/078965 1* EtOH: EtOAc=1:7 B##* 88 ha A+B valik ki,
ismételt
kristalyositas
4 WO 2014/089385 1* EtOH: EtOAc=1:8 76 kristalyforma
nincs jellemezve,
de ez a modszer
nem robosztus
5 IN 1* viz: aceton=1:90 A 79 A forma
2014CHO02963A
Q%% aceton: EtOH=600:1 | B A kristalyforma
atalakitasa B
formava
6 US2016/0152548 1* EtOH: EtOAc=1:7 93 kristalyforma
nincs jellemezve,
de ez a modszer
nem robosztus

* kristalyositas oldatbdl,, **A vagy A+B forma kristaly szuszpenzi6 kevertetése

***méretndvelt kristalyositas, **** ha A+B valik ki, megismétlik a kristalyositast

A kristalyositds hdmérséklet profiljat nem tartalmazo, leegyszerisitett 1. Tablazatbol levonhatd
kovetkeztetések:

e A WO 2005/007081szam1u szabadalmi bejelentés (1) szerinti kristalyositasi eljarasok az A
format, vagy az A+B forma keverékét eredményezik. A kivant B forma a kristaly
szuszpenzid utdlagos, tobb napos kevertetésével alakithato ki.

e Az Org. Proc. Res.&Dev. folyoiratban ismertetett kdzlemény (2) szerint:

o A laborkisérletekben elsédlegesen keletkezett A forma, valamint az A+B forma
keveréke teljes mértékben atalakult izopropanollal vagy izopropanol:metil-terc.-
butil-éter elegyekkel hosszan kevertetve B formava, de a méretndveléskor nem
sikeriilt a B forma kialakitasa.

o Izopropanol:metil-terc.-butil-éter elegyekbdl kristalyositva az A format kaptak.

o EtOH: aceton clegyekbdl kristalyositva az 1:7 aranyu ecleggyel dltaliban a B
forma kristalyosodott ki, de volt, hogy A+B forma keverékét kaptak. Ebben az
esetben meg kell ismételni a kristalyositast addig, amig az egységes B forma
keletkezik. Az eljards sordn be kell oltani az oldatot a B kristalyformaval,

bonyolult hdmérsékletprofil betartasa sziikséges, a teljes kristalyositds 3 napig
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tart. Az eljards azonban nem robosztus, mert az olddszerek aranyanak mar
kismértékli valtozdsa is azt eredményezheti, hogy A+B formidk keveréke
kristdlyosodik ki. Meglepd, hogy az eldkisérletek soran meghatarozott EtOH:
aceton=1:7 elegy helyett a méretnéveléskor EtOH: aceton=1:10 ardnyu elegyet
valasztottak.

o EtOH: etil-acetat elegyekbdl kristalyositva az 1:7 aranyu eleggyel dltalaban a B
forma kristalyosodott ki, de volt, hogy A+B forma keverékét kaptak. Ebben az
esetben meg kell ismételni a kristalyositast addig, amig az egységes B forma
keletkezik. Az eljards soran be kell oltani az oldatot a B kristalyformaval,
bonyolult hémérsékletprofil betartdsa sziikséges, a teljes kristalyositds rovidebb
ideig, kb. 1,5 napig tart. Az eljaras evvel az oldoszer eleggyel sem robosztus, mert
az oldoszerek ardnyanak mar kismértéki valtozasa is azt eredményezheti, hogy
A+B formdk keveréke kristalyosodik ki. Meglepd, hogy ebben az esetben is mas
oldoészeraranyt valasztottak a méretnoveléshez (EtOH: etil-acetat=1:8), mint ami
az elékisérletek sordn a legalkalmasabb volt (EtOH: etil-acetat=1:7).

e A WO 2009/078965 A1 szamu szabadalmi leiras (3) szerint a treprostinil dietanol-amin s6
kristalyositasat EtOH: etil-acetat=1:7 olddszer eleggyel végzik. Ha nem a B forma valik ki,
a kristalyositast meg kell ismételni, tehat az eljards nem robosztus.

e A WO 2014/089385 A2 szabadalmi bejelentés (4) szerint a treprostinil dietanol-amin s6
kristalyositasat EtOH: etil-acetat=1:8 oldoszer eleggyel végzik. A kristalyforma nincs
jellemezve, de az irodalmi adatok alapjan ismert, hogy ez az eljaras nem robosztus a B
forma eléallitasara.

e Az IN 2014CH02963 szabadalmi bejelentés (5) szerint a treprostinil dietanol-amin sot
aceton: viz elegybdl kristalyositjak, ami az A format eredményezi. Az A kristalyforma
aceton: EtOH elegyben kevertetve B formava alakul.

e Az US 2016/0152548 A1 szabadalmi bejelentés (6) szerint a treprostinil dietanol-amin s6
kristalyositasat EtOH: etil-acetat=1:7 olddszer eleggyel végzik. A leirds szerint a B forma

keletkezik, de az irodalmi adatok alapjan ismert, hogy ez az eljaras nem robosztus.

Az ipari megvalositas szempontjabdl azonban alapvetd fontossagn, hogy egy technoldgia robosztus,

egyszeri, konnyen kivitelezhetd, méretndvelhetd és reprodukalhatéd legyen.

Fentick ismeretében célul tiiztiik ki egy olyan eljaras kidolgozasat, amelyet alkalmazva I képletii
treprostinil ~ dietanol-amin sd reprodukalhatdan, minden esetben ¢és egy 1épésben a

termodinamikailag stabilabb kristalyos B polimorf formaban keletkezik.

A B polimorf formdji treprostinil dietanol-amin s6 eldallitasanak fejlesztésére szamos kisérletet
végeztiink. Célunk az volt, hogy olyan olddszerben végezziik a soképzést, amelybdl csak a B

polimorf forma kristalyosodik ki.
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A kisérletekben 1,0g treprostinilt (II) oldottunk a valasztott olddszerekben. Az oldathoz adtunk 0,3g
dietanol-amint (IV), és 35°C-on, 30 percet kevertettilk a reakcidelegyet. A homogén oldathoz
hozzaadtuk a kicsapdszer elsé adagjat, szobahdmérsékletre hiitéttiik, és beoltottuk a treprostinil
dietanol-amin s6 (I) B polimorf formaval. 1-2 dra kevertetés utin hozzdadtuk a masodik adag
kicsaposzert a kristaly szuszpenzidhoz, és tovabbi 16-24 orat kevertettitk szobahémérsékleten.

A treprostinil dietanol-amin (I) kristadlyokat sziirtiikk, mostuk és vdkuumban, 45°C-on szaritottuk. A
kristalyformat DSC és porrontgen (XRPD) vizsgalatokkal allapitottuk meg.

Meglepdé modon azt tapasztaltuk, hogy metanolbdl kristalyositva minden kicsapodszerrel (metil-zercier-butil-¢ter,
aceton, etil-acetat, diizopropil-éter, acetonitril) a B forma kristalyosodott ki (porrontgen diffraktogram 1d. 1.
abra), mig az irodalombol ismert olddszereket alkalmazva az A és B forma vegyesen keletkezett.

I1. Tablazat: Kristalyos treprostinil dietanol-amin s¢ eldallitisa metanolban

Taldlminy Mc(e)tlan Kicsaposzer Kitermelés | Kristilyforma
szerinti példa 1. adag | 2. adag
szama (ml) neve (ml) (ml) (%) (DSC, XRPD)
metil-tercier-
1. 4 butil-éter 15 20 91 B
20
2. 4 aceton 15 73 B
+10
3. 4 etil-acetat 15 20 92 B
4. ¢ | diizopropil- |, 20 95 B
cter
20 nem
5. 6 toluol 10 kristalyosodo
+10 it
6. 4 acetonitril 15 20 91 B

Megjegyzendd, hogy a toluol kicsapdszer nem megfeleld a treprostinil dietanol-amin kristdlyositasara,
alkalmazasa esetén nem sikertilt a sé kristalyos formaban val6 kinyerése.

A treprostinil dietanol-amin s6 kristilyos B polimorf formdjanak eldallitisdhoz tehat a legalkalmasabb a
metanol olddszer, mert ebbdl az oldoszerbdl kristalyositva mindig egységesen a B forma valik ki.
Kicsapdszerként a technologiai szempontbol legalkalmasabbnak itélt metil-tercier-butil-étert valasztottuk.

A treprostinil dietanol-amin s6 képzést metanolban — metil-tercier-butil-éter oldoszer-kicsaposzer eleggyel 1g-
os méretben négyszer megismételtiikk, majd 70g treprostinilbdl (II) kiindulva méretnoveltiik (7. példa). Minden
esetben egységesen a s6 B polimorf formajat kaptuk.

Az eljarasunk tehat robosztus, reprodukalhaté €s egy Iépésben eredményezi a kivant B format.

A kristalyositast etanol — etil-acetat oldoszer-kicsaposzer eleggyel is elvégeztiik. Ebben az esetben, az irodalmi
adatoknak megfeleléen, az A+B formak keverékét kaptuk (8. példa). A kapott treprostinil dietanol-amin so A és
B form4ajanak keverékét metanol — metil-tercier-butil-éter oldoszer elegybdl atkristalyositva egységesen a sO B
polimorf formadjat kaptuk (9. példa).

A treprostinil dietanol-amin sét vizes metanolban (kb. 30% viz) oldva, és a kicsapast acetonnal végezve

ugyancsak egységesen kaptuk a B polimorf format, de a termelés csak 61% volt (10. példa).
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A treprostinil dietanol-amin s6 B polimorf form4jat kaptuk abban az esetben is, amikor a s6t metanolban
oldottuk, metil-tercier-butil-éterrel 45°C-on opalosra allitottuk, majd szobahdmérsékleten tettiikk teljessé a
kristalyositast (termelés 87%) (11. példa).

Azonban -70°C-on végezve a kristalyositast, alacsony olvadasponti, erdsen higroszkopos kristalyokat kaptunk a
metanol — metil-rercier-butil-éter oldoszer eleggyel. Ezt a format C polimorf formanak nevezziik (12. példa). A
C polimorf forma egy kevésbé stabil forma, a DSC gorbe alapjan az olvadaspontja 86-88°C ¢s a DSC csében
atalakul a stabilabb, magasabb olvadasponti formava (101-103°C).

Fentiek alapjan talAlmanyunk targya eljaras treprostinil dietanol-amin s6 B polimorf formajanak eléallitasara oly
modon, hogy

a. atreprostinilt metanolban oldjuk,

b. az oldathoz hozziadjuk a dietanol-amint vagy metanolos oldatat,

c. areakcidelegyet oldodasig kevertetjiik,

d. asdéképzés lejatszodasa utdn az oldathoz aprotikus olddszert adunk,

e. az oldatot leszirjiik,

f.  aszirletet beoltjuk a treprostinil dietanol-amin s6 B polimorf formdval,

a kapott kristalyszuszpenziohoz hozzaadjuk a masodik adag aprotikus oldoszert,

5w

a kristalyosodas teljessé valasaig kevertetjiikk a szuszpenziot,

—-

a kristalyokat kinyerjiik, mossuk, szaritjuk.

Taldlmanyunk tovabbi targya eljards a treprostinil dietanol-amin s6 A polimorf formajanak vagy A és B
polimorf formak keverékének atalakitdsara egységes B polimorf formava oly modon, hogy

a. a treprostinil dietanol-amin sét metanolban oldjuk,

b. az oldathoz aprétikus olddszert adunk,

c. az oldatot beoltjuk a treprostinil dietanol-amin sé B polimorf formaval,

d. akapott kristalyszuszpenzidhoz hozzaadjuk a masodik adag aprotikus olddszert,

e. akristalyosodas teljessé valasaig kevertetjiik a szuszpenziot,

f.  akristalyokat kinyerjiik, mossuk, szaritjuk.
A talalmany szerinti eljaras elényos foganatositiasi mddja szerint a treprostinil és a dietanol-amin, illetve a
treprostinil dietanol-amin oldasa 25-50°C-on, elénydsen 30-40°C-on torténik.
Aprotikus oldoszerként étereket, mint metil-rercier-butil-étert, diizopropil-étert, keton tipust olddszert, mint
acetont, észter tipusu olddszert, mint etil-acetitot vagy acetonitrilt, eldnydsen metil-rercier-butil-étert
alkalmazunk.

A taldlmany szerinti eljaras egyik foganatositasi mddja szerint a kristalyos, B formdju treprostinil dietanol-amin
sot ugy allitunk eld, hogy a treprostinilt metanolban oldjuk 35°C-on, hozzaadjuk a szilard dietanol-amin bazist
¢és oldodasig kevertetjitkk 35°C-on. Hozzdadjuk a kicsaposzer, metil-tercier-butil-éter, elsé adagjat, az oldatot
szirjitkk, a szirletet beoltjuk a treprostinil dietanol-amin s6 B polimorf formaval és szobahdmérsékleten
kevertetjilkk. A kristaly szuszpenzidhoz adagoljuk a kicsapdszer masodik adagjat, ¢s szobahdmérsékleten

kevertetiink a teljes kristalyosodasig. Metanol - metil-tercier-butil-éterrel atkristalyositva a treprostinil dietanol-
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amin so A polimorf formdja vagy az A és B polimorf forméak keveréke a treprostinil dietanol-amin s6 B formajat

eredményezi.

Eljarasunk elényei az eddig ismert eljarasokhoz képest:

a modszer egyszeri, robosztus és jol méretndvelhetd,
egy Iépésben eredményezi a kivant B format
nincs sziikség bonyolult fiités-hiités profil alkalmazasara,
nincs sziikség utdlagos kristalyforma atalakitisra
o ismételt kristalyositasra és vagy
o akristaly szuszpenzid hosszas kevertetésére,
reprodukalhatéan eredményezi a kivant, stabilabb B polimorf format,
az cljaras egyarant alkalmas a treprostinil dietanol-amin s6 B forma
o elballitasara treprostinilbdl és dietanol-aminbdl (IV) kiindulva, majd a keletkezett
sot kristalyositva,
o treprostinil dietanol-amin s6 A forma, A + B formdk keverékének

atkristalyositasara az egységes B formava.

Talalmanyunk részleteit a példakban mutatjuk be, anélkiil, hogy a talalmanyt a példakra korlatoznank.

A talalmany szerinti megoldasban alkalmazott mérések koriilményei:

Rontgen diffraktogram felvételének:
Indulasi helyzet [°2Theta]: 2,0084
Végso helyzet [°2Theta]: 39,9864
Meérési hdmérséklet [°C]: 25,00

DSC:

NMR:

Anod anyaga: Cu
K-Alphal [L]: 1,54060
K-Alpha2 [L]: 1,54443

Berendezés: METTLER TOLEDO DSCI1 STARe System, Stare basic V9.30

Modszer:

Kezdeti hémérséklet: 30°C
Végs6 hdmérséklet: 150°C
Flitési sebesség: 5°C/min

Mennyiség: 2-6 mg, lyukacsos aluminium tégely (40 ul)

Berendezés: Bruker Avance III 500 MHz
Oldoszer: DMSO
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Rajzok/ dbrik rovid leirdsa:

10.

abra: A treprostinil dietanol-amin s6 kiilonbdzd polimorf formajanak rontgen diffraktogram felvételei
metanol olddszer- kiilonb6z6 kicsapodszer elegyet alkalmazva (1-6. példa):

1.1: MeOH/ metil-tercier-butil-éter

1.2: MeOH/ aceton

1.3: MeOH/ etil-acetat

1.4: MeOH/ diizopropil-éter

1.6: MeOH/ acetonitril

,»A”: Bimatoprost ,,A” polimorf forma

,,B”: Bimatoprost ,,B” polimorf forma

abra: MeOH/ metil-tercier-butil-éter elegybdl eldallitott treprostinil dietanol-amin sé B polimorf forma
DSC gorbéje (csucs: 106.56°C, 7. példa)

abra: EtOHY/ etil-acetat elegybdl eldallitott treprostinil dietanol-amin s6 A+B polimorf forma DSC
gorbéje (csucsok: 103.84°C és 105.94°C, 8. példa)

abra: MeOH/ metil-tercier-butil-éter elegybdl eldallitott treprostinil dietanol-amin sé B polimorf forma
DSC gorbéje (csucs: 107.34°C, 9. példa)

abra: MeOH/ viz/ aceton elegybdl eldallitott treprostinil dietanol-amin sé B polimorf forma DSC
gorbéje (csucs: 106.56°C, 10. példa)

abra: MeOH/ metil-tercier-butil-éter elegybél, 40-50°C-on eldallitott treprostinil dietanol-amin s6 B
polimorf forma DSC gorbéje (csucs: 106.23°C, 11. példa)

abra: MeOH/ metil-tercier-butil-éter elegybdl, -70°C-on eldallitott treprostinil dietanol-amin s6 C
polimorf forma DSC gorbéje (csucsok: 87.66°C és 102.58°C, 12. példa)

abra: MeOH/ metil-tercier-butil-éter elegybdl eldallitott treprostinil dietanol-amin sé B polimorf forma
rontgen diffraktogram felvétele (7. példa)

abra: EtOH/ etil-acetat elegybdl eldallitott treprostinil dietanol-amin s6 A+B polimorf forma rontgen
diffraktogram felvétele (8. példa)

abra: MeOH/ metil-tercier-butil-éter elegybdl, -70°C-on eldallitott treprostinil dietanol-amin sé C

polimorf forma rontgen diffraktogram felvétele (12. példa)
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Példak
Treprostinil dietanol-amin s6 (I) eléallitisa
(1R,2R,3aS,9aS)-2-[2-Hidroxi-1-[3(S)-hidroxioktil]-2,3,3a,4,9,9a-hexahidro-1H-benz|[ f]inden-5-iloxi] ecetsav

dietanol-amin so

1. példa (JIM-562/1)

g treprostinilt (II) feloldunk 4ml metanolban szobahdmérsékleten. Az oldathoz 0,3g dietanol-amint
(IV) adunk és fél orat kevertetjitk a reakcidelegyet 35£5°C-on, majd hozzdadunk 15ml metil-rercier-
butil-étert (TBME), az oldatot sziirjiik, beoltjuk kb. 10mg B polimorf formdju kristallyal, 2 &rat
kevertetjiikk szobahdmérsékleten, majd hozzacsepegtetiink 20ml aeetent metil-tercier-butil-étert. 16-24
orat kevertetjiik a szuszpenziot szobahdmérsékleten, majd a kristalyokat sziirjitk, mossuk, vakuumban
szaritjuk 45+5°C-on.

Termelés: 1,15g (91%), szintelen kristaly, megfelel a B polimorf formanak.

2. példa (JIM-562/2)

g treprostinilt (II) feloldunk 4ml metanolban szobahdmérsékleten. Az oldathoz 0,3g dietanol-amint
(IV) adunk és fél orat kevertetjitkk a reakcidelegyet 35+5°C-on, majd hozzaadunk 15ml acetont, az
oldatot szirjiik, beoltjuk kb. 10mg B polimorf formdju kristdllyal, 2 drat kevertetjikk
szobahdmérsékleten, majd hozzacsepegtetiink 30ml acetont. 16-24 orat kevertetjiik a szuszpenziot
szobahdmérsékleten, majd a kristalyokat szlirjitk, mossuk, vakuumban szaritjuk 45+5°C-on.

Termelés: 0,92g (73%), szintelen kristaly, megfelel a B polimorf formanak.

3. példa (JIM-562/3)

g treprostinilt (II) feloldunk 4ml metanolban szobahdmérsékleten. Az oldathoz 0,3g dictanol-amint
(IV) adunk és fél orat kevertetjiik a reakcioelegyet 35+5°C-on, majd hozzdadunk 15ml etil-acetatot, az
oldatot szirjiik, beoltjuk kb. 10mg B polimorf formaju kristallyal, 2 orat kevertetjikk
szobahdmérsékleten, majd hozzacsepegtetiink 20ml etil-acetatot. 16-24 orat kevertetjiikk a szuszpenzidt
szobahdmérsékleten, majd a kristalyokat szlirjilk, mossuk, vakuumban szaritjuk 45+5°C-on.

Termelés: 1,16g (92%), szintelen kristaly, megfelel a B polimorf formanak.

4. példa (JIM-562/4)

1g treprostinilt (II) feloldunk 6ml metanolban szobahdmérsékleten. Az oldathoz 0,3g dietanol-amint
(IV) adunk és fél orat kevertetjiik a reakcioelegyet 35+5°C-on, majd hozzaadunk 10ml diizopropil-étert
(DIPE), az oldatot sziirjiik, beoltjuk kb. 10mg B polimorf formaju kristallyal, 2 oérat kevertetjikk
szobahdmérsékleten, majd hozzacsepegtetiink 20ml diizopropil-étert. 16-24 orat kevertetjiilk a
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szuszpenzidt szobahdmérsékleten, majd a kristalyokat sziirjiik, mossuk, vdkuumban szaritjuk 45+5°C-
on.

Termelés: 1,20g (95%), szintelen kristaly, megfelel a B polimorf formanak.

5. példa (JIM-562/5) — referencia példa

l1g treprostinilt (II) feloldunk 6ml metanolban szobahdmérsékleten. Az oldathoz 0,3g dietanol-amint
(IV) adunk és fél orat kevertetjiikk a reakcidelegyet 35+5°C-on, majd hozzdadunk 10ml toluolt, az
oldatot szirjiik, beoltjuk kb. 10mg B polimorf formaju kristallyal, 2 orat kevertetjikk
szobahdmérsékleten, majd hozzacsepegtetiink 30ml toluolt.

Nem kristalyosodott.

6. példa (JIM-562/6)

g treprostinilt (II) feloldunk 4ml metanolban szobahdmérsékleten. Az oldathoz 0,3g dietanol-amint
(IV) adunk ¢s fél drat kevertetjiik a reakcidelegyet 35£5°C-on, majd hozzdadunk 15ml acetonitrilt, az
oldatot szirjiik, beoltjuk kb. 10mg B polimorf formaju kristdllyal, 2 orat kevertetjikk
szobahdmérsékleten, majd hozzacsepegtetiink 20ml acetonitrilt. 16-24 6rat kevertetjiikk a szuszpenzidt
szobahdmérsékleten, majd a kristalyokat sziirjiik, mossuk, vakuumban szaritjuk 45+5°C-on.

Termelés: 1,15g (91%), szintelen kristaly, megfelel a B polimorf formanak.

1-6. példa szerint eldallitott treprostinil dietanol-amin sok porrontgen diffraktogramjai az 1. abran
talalhatoak.

7. példa

70g treprostinilt (IT) feloldunk 280ml metanolban 25+5°C-on. Az oldathoz 20,73g dietanol-amint (IV)
adunk és fél orat kevertetjiik a reakcidelegyet 35+5°C-on, majd 1050ml metil-tercier-butil-étert adunk
hozza, az oldatot keverdvel ellatott késziilékbe sziirjiik, kb. 700mg B polimorf formaju kristallyal
beoltjuk és 2 orat kevertetjitkk szobahdmérsékleten, majd 1400ml metil-tercier-butil-étert csepegtetiink
hozza. Tovabbi 16-24 orat kevertetjiik szobahOmérsékleten, majd a kristalyokat sziirjitkk, mossuk,
vakuumban szaritjuk 45+5°C-on.

Termelés: 87,2g (98%), szintelen kristaly, megfelel a B polimorf formanak. DSC gérbe a 2. dbran, a
porrdntgen diffraktogram a 8. dbran talalhato.

A treprostinil dietil-amin s6 °C és '"H NMR adatai az alabbi tablazatban talalhatok (DMSO oldészer,
500 MHz frekvencia).
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25' 25
OH
o o MO
26' 24 26
Kapcsolasi allando
Szamozas | '"*C (ppm) 'H (ppm) 'H atom szama | Multiplicitas (Ha)
T 17207 . - .
7 5718 177 3 5
3 15548 - : -
527 7 X Tooon=14.6, J50=6.2
4 25.72 Aoy 2.40° 1 m (dd) Jig5=6.8
5 T26.43 - - -
5 140.12 3 - 3
77 266 7 % =142, J73556.2
/ 33.49 7ou 2.37* 1 m (dd) Jra5=6.7
5 2057 174 1 m (dddd/) J55=10.0 J5.2=9.0
9 32,50 2,00 1 m (ddddd)
" o1 108: 1.96 1 m (ddd/) J‘OQE'“:J11;§?1?~J§'§B~7~°?
100 1.01 1 m (ddd/c) AT
1] 7551 347 T ) J11.12~95
7 5154 110 1 i Ji2156.1
13a: 1.605 1 m (dq)
13 28.37 13b: 1.31** 1 m
Taa. 14457 1 m
14 35.04 14p: 1.42% 1 m
15 7013 335 1 m (1) 7147
T6a. 135" 7 m
16 37.04 16b: 1.28** 1 m
T7a 137 T m
17 24.94 17b: 1.25* 1 m
T8a. 1.06° 1 m
18 31.52 18b: 1.19** 1 m
K 52,16 107> 7 m
20 13.95 0.865 3 { Tro20=7.0
77 100.42 561 1 d T2122-8.2
2 125.64 5.98 1 T To22T 4
23 119.69 5.6 1 g
75,25 79,66 7685 7 i Tro7o-54
26, 26 5729 3505 2 q
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8. példa — referencia példa

1g treprostinilt (II) feloldunk 5ml etanolban szobahdmérsékleten. Az oldathoz 0,3g dietanol-amint (IV)

adunk és f¢l dérat kevertetjitkk a reakcioelegyet 35+5°C-on, majd hozzdadunk 15ml etil-acetatot, az

oldatot

sziirjiik, beoltjuk kb,

10mg B polimorf formaja kristallyal,

2 orat  kevertetjitk

szobahdmérsékleten, majd hozzacsepegtetiink 20ml etil-acetatot (EtOH: EtOAc=1:7). 16-24 oOrat
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kevertetjiik a szuszpenzidt szobahdmérsékleten, majd a kristalyokat szirjitk, mossuk, vakuumban
szaritjuk 45+5°C-on.

Termelés: 1,1g (87%), szintelen kristaly, az A és B polimorf formak keveréke. DSC gorbe a 3. abran, a
porrdntgen diffraktogram a 9. dbran talalhato.

9. példa

lg treprostinil dietanol-amin s6t (I, A és B polimorf formak keveréke) feloldunk 4ml metanolban
35+5°C-on. A homogén oldathoz hozzdadunk szobahémérsékleten 15 ml metil-rercier-butil-étert és
beoltjuk kb. 10mg B polimorf formdju kristallyal, 2 6rat kevertetjiik szobahdmérsékleten, majd
hozzacsepegtetiink 20ml metil-tercier-butil-étert. 16-24 o6ra kevertetés utdn a kristalyokat sziirjiik,
mossuk, vakuumban szaritjuk 45+5°C-on.

Termelés: 1,23g (97%), szintelen kristaly, megfelel a B polimorf formanak. DSC gérbe a 4. dbran
talalhato.

10. példa — referencia példa

0,5g treprostinil dietanol-amin sét feloldunk 2ml metanolban és 0,6ml vizben szobahémérsékleten. A
homogén oldathoz hozzacsepegtetiink szobahdmérsékleten 20ml acetont, az opalos oldatot beoltjuk kb.
Smg B polimorf formaju kristallyal, 2 orat kevertetjiik szobahdmérsékleten, majd hozzacsepegtetiink
10ml acetont. 20 6ra kevertetés utan a kristalyokat sziirjiik, mossuk, vakuumban szaritjuk 45+5°C-on.
Termelés: 0,39g (61%), szintelen kristaly, megfelel a B polimorf formdnak. DSC gérbe az 5. abran
talalhato.

11. példa — referencia példa

0,5g treprostinil dietanol-amin sét feloldunk 2ml metanolban 45+5°C-on. A homogén oldathoz
hozzdadunk 45+5°C-on 20ml metil-tercier-butil-étert és beoltjuk kb. Smg B polimorf formaju
kristallyal, az opalos oldatot szobahémérsékletre hiitjikk. 20 6ra kevertetés utan a kristalyokat szirjiik,
mossuk, vakuumban szaritjuk 45+5°C-on.

Termelés: 0,55g (87%), szintelen kristaly, megfelel a B polimorf formdnak. DSC gérbe a 6. dbran
talalhato.

12. példa — referencia példa

0,5g treprostinil dietanol-amin sét feloldunk 5ml metanolban -70°C-on. A homogén oldathoz
hozzaadunk -70°C-on 30ml metil-tercier-butil-étert €s beoltjuk kb. Smg B polimorf formaju kristallyal,
2 6ra kevertetés utdn az opalos oldat hémérsékletét felengedjiik szobahdmérsékletre. A nehezen
sziirhetd kristalyokat sziirjiik, mossuk, vakuumban szaritjuk 45+5°C-on.

Termelés: 0,31g (49%), megfelel a C polimorf formanak. DSC gorbe a 7. dbran, a porrdntgen
diffraktogram a 10. dbran talalhato.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras treprostinil dietanol-amin sé B polimorf formajanak eléallitdsara, azzal jellemezve, hogy

a.  a treprostinilt metanolban oldjuk,

b.  az oldathoz hozzdadjuk a dietanol-amint vagy metanolos oldatat,

c. areakcidelegyet oldodasig kevertetjiik,

d. asoképzés lejatszodasa utan az oldathoz aproétikus oldoszert adunk, ahol aprotikus
olddészerként étereket, mint metil-rercier-butil-étert, diizopropil-tert, keton tipusu
olddszert, mint acetont, észter tipusu olddszert, mint etil-acetatot vagy acetonitrilt
alkalmazunk

e. azoldatot lesziirjiik,

f.  aszirletet beoltjuk a treprostinil dietanol-amin sé B polimorf formaval,

g.  akapott kristaly szuszpenziohoz hozzaadjuk a masodik adag aprotikus olddszert,

h.  akristalyosodas teljessé valasaig kevertetjiik a szuszpenziot,

1. a kristalyokat kinyerjiik, mossuk, szaritjuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a treprostinil és a dietanol-amin oldéasa 25-50°C-
on torténik.

3. A 2. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a treprostinil és a dietanol-amin oldasa 30-40°C-
on torténik.

4. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy aprétikus olddszerként elénydsen metil-tercier-
butil-étert alkalmazunk.

5. Eljaras a treprostinil dietanol-amin s6 A polimorf formdjanak vagy A és B polimorf formak
keverékének atalakitasara B polimorf formava azzal jellemezve, hogy

a. a treprostinil dietanol-amin sét metanolban oldjuk,

b. az oldathoz aprétikus olddszert adunk, ahol aprotikus oldoszerként étereket, mint
metil-tercier-butil-étert, diizopropil-étert, keton tipusu olddszert, mint acetont, észter
tipusu oldoszert, mint etil-acetatot vagy acetonitrilt alkalmazunk.

c. az oldatot beoltjuk a treprostinil dietanol-amin sé B polimorf formaval,

d. akapott kristaly szuszpenzidhoz hozzaadjuk a masodik adag aprétikus oldoszert,

e. a kristalyosodas teljessé valasaig kevertetjiik a szuszpenziot,

f.  akristalyokat kinyerjiik, mossuk, szaritjuk.

6. Az 5. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy aprdtikus olddszerként elénydsen metil-rercier-
butil-étert alkalmazunk.

7. Az 5. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a treprostinil dietanol-amin so oldasa 25-50°C-
on torténik.

8. A 7.igénypont szerinti eljards azzal jellemezve, hogy a treprostinil dietanol-amin so6 oldasa 30-40°C-on

torténik.
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