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(57) Anotace:
Reseni se tyka soli methyl [(25)-1{(25)-2-[4-(4"-{2-[(2S)-
1-{25)-2-[(methoxykarbonyl)amino]-3-methylbutanoyl} -
2-pyrolidinyl)-1H-imidazol-4-yl} -4-bifenylyl)- 1H-
imidazol-2-y1]-1-pyrrolidinyl}-3-methyl-1-oxo-2-
butanyl]karbamatu-daclatasviru vzorce I, v tuhém
skupenstvi s kyselinou vybranou ze skupiny sestavajici
z kyseliny chlorovodikové, bromovodikové, sirové, 2-
naftalensulfonové, toluensulfonové, methansulfonové,
benzensulfonové, maleinové a fumarové. Dal$im feSenim
je zptisob pripravy soli daclatasviru s kyselinami.

~Q
o
o

~ de&W



e

Pevné formy Daclatasviru

Oblast techniky
Vynalez se tykd novych pevnych formy Methyl [(25)-1-{(28)-2-[4-(4*-{2-[(25)-1-{(25)-2-
[(methoxykarbonyl)amino]-3-methylbutanoyl} -2-pyrolidinyl]-1H-imidazol-4-y1}-4-

bifenylyl)-1H-imidazol-2-yl]-1 -pyrrolidiny1}-3-methyl-1 -0x0-2-butanyl]karbamatu vzorec I,
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znadmého jako daclatasvir, a zplsobil jejich pfipravy.

Dosavadni stav techniky
Methyl[(2S)-1-{(25)-2-[4-(4’-{2-[(25)-1-{ (28)-2-[(methoxykarbonyl)amino]-3-
-methylbutanoyl}-2-pyrolidinyl]-1 H-imidazol-4-yl}-4-bifenylyl)-1H-imidazol-2-yl]-1-

-pyrrolidinyl}-3-methyl-1-oxo-2-butanyl]karbamat, ktery je zndmy jako daclatasvir (CAS no.
1009119-64-5) patti do skupiny antivirotik vhodnych pro 1é¢bu hepatitidy typu C.
Dihydrochlorid daclatasviru byl pod obchodnim nazvem Daklinza schvalen organizaci
European Medicines Agency (EMA) pro hepatitidy typu C.

Ptiprava této molekuly a jeji izolace v krystalické form& jako daclatasvir dihydrochlorid byla

popséana v patentovych ptihldskach WO 2008/021927 a WO 2009/020828.

Podstata vynialezu
Pfedmétem vynalezu jsou nové pevné formy daclatasviru ve formé& farmaceuticky

akceptovatelnych soli s anorganickymi a organickymi kyselinami a zptisoby jejich pfipravy.
Tyto soli jsou pfipraveny reakci daclatasviru v bazické form& (vzorec I) s vybranymi
kyselinami ve vhodném rozpoustédle nebo smésich rozpoustédel.

Pripravené nové pevné formy ma vhodné fyzikalng-chemické vlastnosti pro pouziti ve

farmacii a formulaci novych 1ékovych forem.
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Obrazek 32. RTG praskovy zéznam daclatasvir fumarét (1:2) (podle piikladu 13)
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Obrazek 33. DSC zaznam amorfni formy daclatasvir fumarat (1:2) (podle piikladu 13)
Obrazek 34. "H NMR spektrum daclatasvir fumarat (1 :2) (podle piikladu 13)

Podrobny popis vyndlezu

Soli farmaceuticky aktivnich latek maji obecné vy$&i rozpustnost a biodostupnost neZ jeji
odpovidajici bazické formy.

PrestoZe je priprava soli reakei kyseliny a baze zpiisobem znamym, je vZdy problémem ziskat
uvedené soli v tuhém skupenstvi a v &istoté odpovidajici narokdm pro jejich farmaceuticke
pouziti. Biologicka dostupnost velmi zavisi na tom, zda je ziskédn produkt krystalicky nebo
amorfni. Amorfni produkt byva rychleji rozpustny, Casto jej nelze ziskat v odpovidajici
kvalité a byvé také nestabilni. Naproti tomu krystalicky produkt je ve srovnani s amorfni
formou &asto stabilni se snadn&ji ziskatelnou Cistotou a pomaleji se rozpouSti. Resenim
mohou byt sm&si amorfni a krystalické tuhé faze.

Tento vynélez poskytuje soli daclatasviru v tuhé fazi v amorfnich podobach, v krystalické
formg, nebo ve smési amorfu a krystalu.

Predmétem vyndlezu jsou nové pevné formy daclatasviru s kyselinou chlorovodikovou,
bromovodikovou, Kyselinou sirovou, maleinovou kyselinou, benzensulfonovou kyselinou,
toluensulfonovou kyselinou, naftalensulfonovou kyselinou a methansulfonovou kyselinouvou
kyselinou v rizném molarnim poméru. V fedeni jsou upfednostiiovany moldrni poméry 2:1,
I:1al:2

Nové pevné formy daclatasviru s témito kyselinami mohou byt pfipraveny v odpovidajicich
pomérech a vytéZcich s vysokou chemickou Cistotou v krystalické form&, amorfni forme,
nebo ve smési amorfu a krystalu.

Tyto nové pevné formy mohou byt jak bezvodé a nebo nesolvatované, tak ve formé
hydrati/solvati piislusnych rozpoustédel.

Pfipravené nové pevné formy daclatasviru mohou mit rizné vnitini uspotadani
(polymorfismus) s odliSnymi fyzikaln&chemickymi vlastnostmi v zavislosti na podminkéch
jejich piipravy. Z tohoto davodu se vynalez vztahuje k jednotlivym krystaliim nebo jejich
smésim v libovolném poméru.

Tyto nové pevné formy jsou vhodné k piipravé daclatasviru o vysokeé chemické Cistote.
P¥iprava novych pevnych forem daclatasviru (vzorec (1)), je provedena reakci volné baze s
kyselinou chlorovodikovou, bromovodikovou, kyselinou sirovou, maleinovou kyselinou,

benzensulfonovou kyselinou, toluensulfonovou kyselinou, naftalensulfonovou kyselinou nebo
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methansulfonovou kyselinouvou kyselinou. Reakce je provedena ve vhodném rozpoustédle,

kterym mohou byt ketony, estery, étery, amidy, nitrily nebo organické kyseliny, alkoholy,
alifatické a aromatické uhlovodiky, chlorované uhlovodiky, voda nebo jejich smési.
Preferovany jsou alifatické C;-Cq4 alkoholy, estery nebo jejich smési. Nejpouzivanéjsimi
rozpoustédly jsou ethylacetat, methanol, ethanol, voda nebo jejich smési.

Vysledny produkt je precipitovan nebo krystalizovan typicky pii teplotach v rozmezi — 30 °C
do bodu varu rozpoustédla.

V fedeni je uptednostiiovana amorfni forma daclatasvir dihydrochloridu, kterd ma pro svoji
amorfni povahu vyS$i rozpustnost a biodostupnost, neZ odpovidajici krystalickd forma.
Ptipravené amorfni formy daclatasvir dihydrochloridu vykazuji vysokou teplotu skelného
ptechodu a jsou tak dostatedné stabilni pro pouziti v 1ékové form€. Bylo zjisténo, Ze pii
skladovani amorfniho daclatasvir dihydrochlridu pfi teploté 80 °C a relativni vihkosti
vzduchu 75 % po dobu nejméné tfi dnd nedochazi ke zménam v chemické &istot€ a ani ke
zméné amorfni povahy vzorku.

Z pFipravenych krystalickych forem jsou upfednostiiovany daclatasvir maleat a daclatasvir
fumarat. Tyto krystalické formy dclatasviru Ize ptipravit a izolovat s vysokou chemickou
Cistotou.

Pfipravené nové pevné formy daclatasviru mohou byt pouZity jako alternativa krystalické
formy daclatasvir dihydrochloridu pro kompozici nového 1&&ivého piipravku.

Krystalicky daclatasvir dihydrochlorid byl pfipraven podle postupu uvedenc¢ho v patentu (WO
2009/020828). Volna baze daclatasviru byla pfipravena neutralizaci daclatasvir
dihydrochlorid roztokem hydroxidu sodného podle postupu uvedeného v pikladu 1.

RTG préaskovy zdznam volné baze daclatasviru (pfipraveného podle ptikladu 1) je uveden na
obrazku 1.

DSC zéznam volné baze daclatasviru (pfipraveného podle ptikladu 1) je uveden na obrazku 2.
Podle tohoto piikladu je teplota skeln¢ho prechodu volné béaze daclatasviru 121 °C.

RTG praskovy zdznam amorfni formy daclatasvir dihydrochloridu (ptipraven¢ho podle
ptikladu 2) je uveden na obrazku 3.

DSC ziznam daclatasvir dihydrochloridu (ptipraveného podle piikladu 2) je uveden na
obréazku 4. Podle tohoto piikladu je teplota skelného prechodu daclatasvir dihydrochloridu
191 °C.

RTG praskovy zdznam amorfni formy daclatasvir dihydrochloridu (pfipravencho podle

prikladu 3) je uveden na obrazku 5.
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DSC zéznam daclatasvir dihydrochloridu (pfipravencho podle piikladu 3) je uveden na

.

obrézku 6. Podle tohoto pfikladu je teplota skelného prechodu daclatasvir dihydrochloridu
187 °C.

RTG praskovy zdznam amorfni formy daclatasvir dihydrobromidu (pfipraveného podle
piikladu 4) je uveden na obrazku 7.

DSC zéznam daclatasvir dihydrobromidu (pfipravencho podle piikladu 4) je uveden na
obrazku 8. Podle tohoto piikladu je teplota skelného prechodu daclatasvir dihydrobromidu
183 °C.

RTG praskovy zdznam amorfni formy daclatasvir disiranu (pfipraveného podle piikladu 5) je
uveden na obrazku 9.

DSC zéaznam daclatasvir disiranu (ptipraveného podle piikladu 5) je uveden na obrazku 10.
Podle tohoto piikladu je teplota skelného piechodu daclatasvir disiranu 176 °C.

Krystalickd forma daclatasvir naftalensulfonatu (1:1) je charakterizovana reflexemi
uvedenymi v Tabulce 1. Tabulka 1 zahrnuje reflexe, jejichZ hodnota relativni intenzity je
vy&$i nez 1 procento. Charakteristické difrakéni piky daclatasvir tosylatu podle tohoto
vynalezu jsou: 5,0; 6,3; 10,2; 13,7; 18,6 a 21,0 + 0,2 ° 2-theta. RTG praSkovy Zaznam je

uveden na obrazku 11.

Tabulka 1
Pos. [°2Th.] d[A] Rel. Int. [%]
5,03 17,563 90,1
5,86 15,072 67,7
6,25 14,125 64,2
8,23 10,732 15,1
9,06 9,748 11,3
10,18 8,686 28,4
10,49 8,429 26,8
12,64 6,998 10,6
13,30 6,652 40,7
13,66 6,477 52,7
14,05 6,300 27,3
14,61 6,058 38,0
14,99 5,904 33,6




15,40 5,748 21,9
18,58 4,77 35,3
19,31 4,594 28,2
19,86 4,468 22,4
20,99 4,229 100,0
21,92 4,052 17,0
22,67 3,918 18,6
23,18 3,835 10,4
23,87 3,725 11,7
25,63 3,473 17,2
26,77 3,328 13,1
27,94 3,191 10,8

Teplota tani daclatasvir naftalensulfonatu (1:1) (obrazek 12) je v tomto pfipad¢ 97 °C a
223 °C (DSC).

Na obrazku 13 je uveden piiklad 'H NMR spektra ptipravencho daclatasvir naftalensulfonatu
(ptipraveného podle ptikladu 6).

Krystalickd forma daclatasvir tosylatu (1:1) je charakterizovana reflexemi uvedenymi
v Tabulce 2. Tabulka 2 zahrnuje reflexe, jejichZz hodnota relativni intenzity je vy38i nez 1
procento. Charakteristické difrakéni piky daclatasvir tosylatu podle tohoto vynalezu jsou: 5,0;
6,3;10,2;13,7;18,6a21,0 = 0,2 ° 2-theta. RTG praskovy z4znam je uveden na obrazku 14.

Tabulka 2
Pos. [°2Th.] d [A] Rel. Int. [%]
5,03 17,563 90,1
5,86 15,072 67,7
6,25 14,125 64,2
8,23 10,732 15,1
9,06 9,748 11,3
10,18 8,686 28,4
10,49 8,429 26,8
12,64 6,998 10,6
13,30 6,652 40,7
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13,66 6,477 52,7
14,05 6,300 273
14,61 6,058 38,0
14,99 5,904 33,6
15,40 5,748 21,9
18,58 4,771 35,3
19,31 4,594 28,2
19,86 4,468 224
20,99 4,229 100,0
21,92 4,052 17,0
22,67 3,918 18,6
23,18 3,835 10,4
23,87 3,725 11,7
25,63 3,473 17,2
26,77 3,328 13,1
27,94 3,191 10,8

Teplota tani daclatasvir tosylatu (1:1) (obrazek 15) je v tomto ptipadé 122 °C a 234 °C
(DSC).

Na obrazku 16 je uveden piiklad IH NMR spektra piipraveného daclatasvir tosylatu
(ptipraveného podle ptikladu 7.

RTG praskovy zaznam daclatasvir mesylatu (pfipraveného podle piikladu 8) je uveden na
obrazku 17.

DSC zéaznam daclatasvir mesylatu (pfipraveného podle pikladu 8) je uveden na obrazku 18.
Podle tohoto piikladu je teplota skelného ptechodu daclatasvir mesylatu 103 °C.

Na obrazku 19 je uveden pfiklad 'H NMR spektra pfipraveného daclatasvir mesylatu
(ptipraveného podle piikladu 8).

RTG praskovy zdznam daclatasvir besylatu (pfipraveného podle ptikladu 9) je uveden na
obrazku 20.

DSC zaznam daclatasvir besylatu (pfipraveného podle piikladu 9) je uveden na obrazku 21.
Podle tohoto piikladu je teplota skelného ptechodu daclatasvir besylatu 108 °C.

Na obrazku 22 je uveden piiklad 'H NMR spektra pfipravencho daclatasvir besylatu
(ptipraveného podle piikladu 9).
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Krystalicka forma daclatasvir maleatu (1:1) je charakterizovana reflexemi uvedenymi

v Tabulce 3. Tabulka 3 zahrnuje reflexe, jejichZ hodnota relativni intenzity je vy$8i nez 1
procento. Charakteristicke difrakéni piky daclatasvir maleatu podle tohoto vynalezu jsou: 9,1;

15,8;17,9;21,5;24,7226,3+0,2° 2-theta. RTG préaskovy zaznam je uveden na obrazku 23.

Tabulka 3
Pos. [°2Th.] d [A] Rel. Int. [%]
421 20,985 5,2
8,37 10,553 31,8
9,13 9,679 100,0
12,92 6,848 15,4
13,49 6,558 9,1
14,25 6,211 26,0
15,81 5,601 43,3
16,91 5,241 13,7
17,94 4,941 34,5
18,71 4,739 23,7
19,29 4,599 7,5
20,10 4,414 8,8
20,99 4,230 6,2
21,53 4,124 34,6
23,12 3,844 18,2
24,65 3,608 25,6
26,32 3,383 12,4
28,08 3,175 5,1
29,50 3,025 2,2
30,64 2,915 1,9
32,22 2,776 2,3
33,39 2,681 2,0

Teplota téni daclatasvir maleétu (1:1) (obrazek 24) je v tomto piipade 165 °C (DSC).
Na obrazku 25 je uveden piiklad 'H NMR spektra pfipraveného daclatasvir maleatu

(ptipraveného podle piikladu 10).
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Krystalickd forma daclatasvir maleatu (1:2) je charakterizovana reflexemi uvedenymi

v Tabulce 4. Tabulka 4 zahrnuje reflexe, jejichz hodnota relativni intenzity je vyS$si neZ 1

procento. Charakteristické difrakéni piky daclatasvir maleatu podle tohoto vynalezu jsou: 9,0;

15,6;17,8;21,4;23,0224,5£0,2 © 2.theta. RTG praskovy zaznam je uveden na obrazku 26.

Tabulka 4
Pos. [°2Th.] d [A] Rel. Int. [%]
4,11 21,469 18,0
8,31 10,629 35,3
9,02 9,795 100,0
12,61 7,013 19,5
13,20 6,700 11,5
13,98 6,331 25,2
15,57 5,687 56,4
16,74 5,293 20,8
17,77 4,987 40,0
18,62 4,761 26,3
19,94 4,450 9,7
21,38 4,153 41,1
22,20 3,999 7.9
22,54 3,941 12,3
22,97 3,869 34,8
24,55 3,623 32,7
26,30 3,388 16,4
28,05 3,179 72
29,59 3,016 2,8
30,47 2,932 2,1

Teplota téni daclatasvir maleétu (1:2) (obrazek 27) je v tomto ptipadg 166 °C (DSC).

Na obrazku 28 je uveden piiklad 'H NMR spektra ptipraven¢ho daclatasvir maleatu

(ptipraveného podle piikladu 11).

Krystalickd forma daclatasvir fumaratu (1:1) je charakterizovana reflexemi uvedenymi

v Tabulce 5. Tabulka 5 zahrnuje reflexe, jejichz hodnota relativni int

9
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¢ difrakéni piky daclatasvir fumaratu podle tohoto vyndlezu jsou:

8,1;11,7; 15,1;20,3; 22,7 a 24.4 + 0,2 ° 2-theta. RTG pragkovy zaznam je uveden na obrazku

29.

Tabulka 5
Pos. [°2Th] | d[A] [Rel Int [%]

7,44 11,874 15,4
8,15 10,845 100,0
9,99 8,845 9,3

11,13 7,944 22
11,71 7,552 69,2
12,95 6,832 18,1
14,63 6,049 11,8
15,12 5,854 44.0
15,37 5,760 35,6
16,88 5,249 222
18,42 4813 9,8

18,73 4,733 10,7
19,93 4451 64,1
20,29 4374 77,8
21,33 4,163 11,7
21,88 4,059 73

22,65 3,922 26,5
23,91 3,719 14,7
24,41 3,644 243
25,24 3,526 9,0

26,32 3,383 19,2
27,07 3,291 18,9
28,34 3,146 46

29,61 3,014 7,6

Teplota tani daclatasvir fumardtu (1:1) (obrazek 30) je v tomto ptipadé 112

(DSC).
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Na obrazku 31 je uveden piiklad 'H NMR spektra ptipraveného daclatasvir fumaratu

sav e

(pipraveného podle ptikladu 12).

Krystalicka forma daclatasvir fumaratu (1:2) je charakterizovana reflexemi uvedenymi
v Tabulce 6. Tabulka 6 zahrnuje reflexe, jejichz hodnota relativni intenzity je vyS$si nez 1
procento. Charakteristické difrakéni piky daclatasvir fumardtu podle tohoto vynalezu jsou:

6,6; 8,2;13,0;154220,5+£0,2° 2-theta. RTG praskovy zdznam je uveden na obrazku 32.

Tabulka 6
Pos. [°2Th.] d[A] Rel. Int. [%]
6,60 13,378 31,4
7,56 11,680 19,5
8,23 10,730 76,6
10,02 8,823 7,5
11,31 7,814 7,4
11,82 7,484 254
12,48 7,089 54,6
13,00 6,804 87,6
14,16 6,250 20,5
15,41 5,747 100,0
20,52 4,325 65,8
23,40 3,798 17,0
24,59 3,617 9,5
25,37 3,508 5,6
26,47 3,365 17,0
27,22 3,274 9,6
28,72 3,106 14,4

Teplota tini daclatasvir fumaratu (1:1) (obrazek 33) je v tomto pripadé 154 °C a 200 °C
(DSC).
Na obrazku 34 je uveden piiklad 'H NMR spektra pfipraveného daclatasvir fumaratu

(ptipraveného podle piikladu 13).

11
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Vynalez je blize objasnén v nasledujicich prikladech provedeni. Tyto piiklady, které ilustruji
piipravu novych pevnych forem daclatasviru podle vynalezu, maji vyhradn& ilustrativni

charakter a rozsah vynalezu v Zadném ohledu neomezuji.

Experimentalni ¢ast

RTG prdskova difrakce

Difraktogramy byly ziskany na praSkovém difraktometru X'PERT PRO MPD PANalytical,
pouzité zéfeni CuKa (\=1.542 A), excitadni napéti: 45 kV, anodovy proud: 40 mA, méfeny
rozsah: 2 - 40° 20, velikost kroku: 0,01° 20 pfi setrvani na reflexi 0,5 s, mé&feni probihalo na
plochém vzorku o plo3e/tloust'ce 10/0,5 mm. Pro korekei primérniho svazku byly uzity 0,02
rad Sollerovy clonky, 10 mm maska a 1/4° fixni protirozptylova clonka. Ozafend plocha
vzorku je 10 mm, byly uZity programovatelné divergencni clonky. Pro korekei sekundérniho

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

Infracervend spektroskopie

ATR (Ge - single reflection) infradervena spektra praskovych vzorki byla zméiena
infradervenym spektrometrem (Nicolet Nexus, Thermo, USA) vybavenym DTGS detektorem
KBr, v rozsahu mé&feni 600-4000 em’! a se spektrdlnim rozliSenim 4,0 cm’!. Data byla ziskana

pii po¢tu akumulaci spektra 64. Ke zpracovani spekter byl pouZit software OMNIC 6.2.

Diferencni skenovact kalorimetrie (DSC)

Z4znamy novych pevnych forem daclatasviru byly namé&feny na piistroji Discovery DSC od
firmy TA Instruments. Navazka vzorku do standardniho Al kelimku (40 pL) byla mezi 4-

5 mg a rychlost ohfevu 5 °C/min. Teplotni program, ktery byl pouzit je slozen z 1 stabilizacni
minuty na teplot& 0°C a poté z ohfevu do 220 °C rychlosti ohfevu 5 °C/min (Amplituda = 0,8
oC a Perioda = 60s). Jako nosny plyn byl pouzit 5.0 Nz o pratoku 50 ml/min.

'H NMR

Pro strukturni charakterizaci byla pouZita 'H NMR spektroskopie pii 250 MHz od firmy
Bruker Avance 250. Jako rozpoustédlo byl pouZit deuterovany D6-dimethylsulfoxid a méfeni
probihala pii teplot€ 303 K. J ako vnitini reference s 0,00 ppm byl pouZit trimethylsilan
(TMS).

12



Ptiklady
Ptiklad 1

Pr¥iprava volné baze daclatasviru

Krystalicky daclatasvir dihydrochlorid byl ptipraven podle postupu uvedeného v patentu (WO
2009/020828). Volna baze daclatasviru byla ptipravena suspendovanim 500 mg daclatasvir
dihydrochloridu (n = 6,45-10‘4 mol) ve 30 ml ethylacetdtu. K této suspenzi bylo pfidéno 2,3
ml vodného roztoku NaOH (n = 1,29-10° mol), ktery byl pfipraven rozpu$ténim 180 mg
NaOH v 8 ml vody. Vznikly roztok byl dikladng protfepan. Vrstva organického rozpoustédla
byla oddglena od vodné faze, promyta 8 ml vody. Po op&tovném odstranéni vodné faze bylo
k organickému roztoku pfidano 50 mg bezvodého siranu sodného, roztok byl zfiltrovan a
odpafen na rotatni vakuove odparce. Dale byla odd€lena neutralizaci daclatasvir
dihydrochlorid roztokem hydroxidu sodného s naslednou izolaci produktu v roztoku
ethylacetatu. Po odpafeni organického rozpoustedla byla ziskéna volné baze daclatasviru.
Vytézek 432,3 mg (95 %). HPLC &istota 98 %. Teplota skelného pfechodu 121 °C (DSC).

RTG praskovy zaznam na obr. 1.
Ptiklad 2
Piiprava amorfni formy amorfni formy daclatasvir dihydrochloridu precipitaci

Methyl[(25)-1-{(25)-2-[4-(4’- {2-[(25)-1- {(2S)—2—[(methoxykarbonyl)amino]-3 -methyl-
-butanoyl}-2-pyrolidinyl]-1 H-imidazol-4-yl}-4-bifenylyl)-1 H-imidazol-2-y1]-1-pyrrolidinyl}-
3-methyl-1-oxo-2-butanyl]karbamatu (volné baze daclatasviru) v mnozstvi 300 mg
(4,06 10" mol) byl rozpustén ve 10 ml izopropylalkoholu. K tomuto roztoku bylo pfidano 242
ul (8,53-10'4 mol) bezvodé kyseliny chlorovodikové v izopropylalkoholu (16,3 %). Smés byla
ponechéna 30 min. michat pfi laboratorni teplote. Poté bylo k tomuto roztoku pridano 9 ml
tercbutymethylletheru a vznikla suspenze byla ponechana michat 2 hod. za pokojové teploty.
Vylou¢eny pevny podil byl odfiltrovan Vysledny produkt byl ponechan vyschnout ve
vakuové susarné pHi teploté 40 °C a tlaku 20 kPa po dobu 12 hod. Vytézek 277 mg (85 %).
HPLC &istota 98,3 %. RTG praskovy zdznam na obr. 3. Teplota skelného ptechodu podle
DSC 191 °C.
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Ptiklad 3

Piiprava amorfni formy amorfni formy daclatasvir dihydrochloridu odpaieni

rozpoustédla

Krystalicky daclatasvir dihydrochlorid pfipraveny podle piikladu 1 v mnoZstvi 300 mg
byl rozpuitén v 1,5 ml methanolu pii 40 °C. Vznikly roztok byl zfiltrovan a odpafen na
vakuové odparce pfi teplot€ 45 °C a tlaku 2 kPa. Vysledny produkt byl ponechan vyschnout
ve vakuové suamé pii teploté 40 °C a tlaku 20 kPa po dobu 12 hod. HPLC ¢istota 98,0 %.
RTG pragkovy zdznam na obrazku 5. Teplota skelného piechodu podle DSC 187 °C.

Piiklad 4
Piiprava daclatasvir dihydrobromidu

Methyl[(25)-1-{(285)-2-[4-(4’-{ 2-[(25)-1- {(25)-2-[(methoxykarbonyl)amino] -3-methyl-
-butanoyl}-2-pyrolidinyl]-1 H-imidazol-4-yl}-4-bifenylyl)-1 H-imidazol-2-yl]-1-pyrrolidinyl}-
3-methyl-1-oxo0-2-butanylJkarbamatu (volné baze daclatasviru) v mnozstvi 103,3 mg
(1,40 .10™* mol) byl rozpustén ve 4 ml ethylacetétu. K tomuto roztoku bylo ptidéno 30,6 pl
(2,71-104 mol) kyseliny bromovodikové (48 %). Smés byla ponechana 2 hod. michat pfi
laboratorni teplot&. Poté byl roztok ponechan volng& odpafit za pokojové teploty. HPLC Cistota
95,4 %. RTG praskovy zaznam na obrazku 70brazek 6. Teplota skeln¢ho prechodu podle
DSC 183 °C.

Priklad 5

Piiprava daclatasvir disiranu
Methyl[(ZS)-1-{(2S)-2-[4-(4’-{2—[(2S)-1-{(25')-2—[(methoxykarbonyl)amino]-3-methyl-
-butanoyl}-2-pyrolidinyl]- 1H-imidazol-4-yl}-4-bifenylyl)-1 H-imidazol-2-y1]-1-pyrrolidinyl}-
3-methyl-1-ox0-2-butanyl]karbamatu (volné béze daclatasviru) v mnozstvi 102,6 mg

(1,39 .10 mol) byl rozpustén ve 4 ml ethylacetatu. K tomuto roztoku bylo ptidano 15,0 wl

14
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(2,54-10* mol) kyseliny sirové (96 %). Smés byla ponechana 2 hod. michat pfi laboratorni

»

teploté. Poté byl roztok ponechan voln& odpatit za pokojové teploty. HPLC &istota 97,6 %.
RTG pragkovy zaznam na obrazku 9. Teplota skelného prechodu podle DSC 176 °C.

Ptiklad 6
Piiprava daclatasvir naftalensulfonat

Methyl[(2S)—1-{(2S)-2-[4-(4’-{2-[(2S)-1-{(2S)-2-[(methoxykarbonyl)amino]-3-methyl-
-butanoyl}-2-pyrolidinyl}-1 H-imidazol-4-yl}-4-bifenylyl)-1 H-imidazol-2-yl]-1-pyrrolidinyl}-
3-methyl-1-oxo-2-butanyl]karbamatu (volné béaze daclatasviru) v mnoZstvi 98,39 mg (1,33
.10 mol) byl rozpustén ve 4 ml ethylacetatu. K tomuto roztoku bylo pfidano 39,91 mg
(1,42-10'4 mol) 2-naftalensulfonové kyseliny (70 %). Smés byla ponechéna 2 hod. michat pfi
laboratorni teplot&. Poté byl roztok ponechan voln odpafit za pokojové teploty. HPLC listota
96,3 %. RTG praskovy zaznam na obréazku 11. Teplota bodu tani podle DSC

Tmp; = 97 °C a Tmp; =223 °C.

Piiklad 7
PFiprava daclatasvir tosylat

Methyl[(25)-1-{(25)-2-[4-(4’ -{2-[(25)-1-{ (25)-2-[(methoxykarbonyl)amino]-3 -methyl-
-butanoyl}-2-pyrolidinyl]-1 H-imidazol-4-yl}-4-bifenylyl)-1 H-imidazol-2-y1]-1-pyrrolidinyl}-
3-methyl-1 -ox0-2-butanyl]karbamétu (voln¢ baze daclatasviru) v mnozstvi 125,1 mg

(1,69 -10™* mol) byl rozpustén ve 4 ml ethylacetatu. K tomuto roztoku bylo pfidano 30,33 mg
(1 .74-10™* mol) toluensulfonové kyseliny (99 %). Smés byla ponechana 2 hod. michat pii
laboratorni teploté. Poté byl roztok ponechan volné odpafit za pokojové teploty. HPLC Cistota
98 %. RTG praskovy zaznam na obrazku 14. Teplota bodu tani podle DSC Tmp; =122°Ca
Tmp, =234 °C.

Ptiklad 8

15
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Priprava daclatasvir mesylatu

Methyl[(2S)-1-{(25)-2-[4-(4"- {2-[(28)-1- {(2S)-2—[(methoxykarbonyl)amino]-3 -methyl-

—butanoyl}-2-pyrolidiny1]-1H-imidazol-4-yl}-4-bifenylyl)-1H-imidazol-2—yl]-1-pyrrolidinyl}-
3-methyl-1-oxo0-2-butanyl]karbamatu (volné béze daclatasviru) v mnozstvi 98,39 mg
(1,33 .10 mol) byl rozpustén ve 4 ml ethylacetatu. K tomuto roztoku bylo pfidano 13,79 mg
(1,74-10'4 mol) methansulfonové kyseliny (99 %). Smé&s byla ponechdna 2 hod. michat pfi
Jaboratorni teplot&. Poté byl roztok ponechan volné odpafit za pokojové teploty. HPLC Cistota
97,3 %. RTG praskovy zaznam na obréazku 17. Teplota skelného pfechodu podle DSC 103 °C.

Ptiklad 9
Piiprava daclatasvir besylatu

Methyl[(2S)-1-{(2S)-2-[4-(4"- {2-[(285)-1-{ (2S)-2-[(methoxykarbonyl)amino]-3 -methyl-

-butanoyl}-2-pyrolidinyl]-1 H-imidazol-4-yl}-4-bifenylyl)-1 H-imidazol-2-yl]-1-pyrrolidinyl}-
3-methyl-1-oxo-2-butanyl]karbamatu (volné baze daclatasviru) v mnoZstvi 101,3 mg (1,37
.10™* mol) byl rozpustén ve 4 ml ethylacetatu. K tomuto roztoku bylo pfidano 21,32 mg
(1,74-10'4 mol) benzensulfonové kyseliny (99 %). Smés byla ponechana 2 hod. michat pii
laboratorni teplot&. Poté byl roztok ponechan volné odpafit za pokojové teploty. HPLC Cistota
97,7 %. RTG praskovy zdznam na obrazku 20. Teplota skelného pfechodu podle DSC 108 °C.

Ptiklad 10

Priprava daclatasvir maleatu 1:1)

Methyl[(25)-1-{(2S)-2-[4-(4’- {2-[(29)-1- {(2S)—2—[(methoxykarbonyl)amino]-3-methyl-

-butanoyl}-2-pyrolidinyl]-1 H-imidazol-4-yl}-4-bifenylyl)-1 H-imidazol-2-yl]-1-pyrrolidinyl}-
3-methyl-1-oxo-2-butanyl]karbamétu (volné béaze daclatasviru) v mnoZstvi 98,45 mg (1,33
.10 mol) byl rozpustén ve 4 ml ethylacetatu. K tomuto roztoku bylo ptidano 15,64 mg
(1,33-10'4 mol) maleinové kyseliny (99 %). Smés byla ponechdna 2 hod. michat pfi
laboratorni teplot&. Poté byl roztok ponechan volné odpafit za pokojové teploty. HPLC Cistota

98,9 %. RTG praskovy zaznam na obrazku 23. Teplota bodu tani podle DSC 165 °C.

16



Priklad 11
P¥iprava daclatasvir maleatu (1:2)

Methyl[(2S)-1-{(25)-2-[4-(4 -{2-[(25)-1- {(2S)-2-[(methoxykarbonyl)amino]-3-methyl-
-butanoyl}-2-pyrolidinyl}-1 H-imidazol-4-yl}-4-bifenylyl)-1 H-imidazol-2-yl]-1-pyrrolidinyl}-
3-methy1—1-oxo-2-butany1]karbamétu (volné baze daclatasviru) v mnozstvi 103,6 mg (1,40
.10™ mol) byl rozpustén ve 4 ml ethylacetatu. K tomuto roztoku bylo pfiddno 32,9 mg
(2,81-10'4 mol) maleinové kyseliny (99 %). Smés byla ponechana 2 hod. michat pfi
laboratorni teplot&. Poté byl roztok ponechan volné odpafit za pokojové teploty. HPLC Cistota
98,8 %. RTG praskovy zaznam na obréazku 26. Teplota bodu tani podle DSC 166 °C.

Ptiklad 12
Piiprava daclatasvir fumaritu (1:1)

Methyl[(ZS)-1-{(2S)-2-[4-(4’-{2-[(2S)-1-{(2S)—2-[(methoxykarbonyl)amino]-3-methy1-
-butanoyl}-2-pyrolidinyl]-1 H-imidazol-4-y1}-4-bifenylyl)- 1H-imidazol-2-yl]-1-pyrrolidinyl}-
3-methyl-1-oxo-2-butanyl]karbamétu (volné béaze daclatasviru) v mnozstvi 104,3 mg (1,41
.10™ mol) byl rozpustén ve 4 ml ethylacettu. K tomuto roztoku bylo pfidéno 21,32 mg
(1,41-104 mol) fumarové kyseliny (99 %). Smés byla ponechana 2 hod. michat pfi laboratorni
teploté. Poté byl roztok ponechan volné odpatit za pokojové teploty. HPLC ¢istota 98,5 %.
RTG praskovy zdznam na obrazku 29. Teplota bodu tani podle DSC Tmp; = 112°CaTmpy =
179 °C.

Piiklad 13
P¥iprava daclatasvir fumaratu (1:2)

Methyl[(25)-1- {(28)-2-[4-(4-{2-[(29)- 1-{(25)-2- [(methoxykarbonyl)amino]-3 -methyl-
-butanoyl}-2-pyrolidinyl]-1 H-imidazol-4-yl}-4-bifenylyl)-1 H-imidazol-2-yl}-1-pyrrolidinyl}-

17
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3-methyl-1-0x0-2- butanyl]karbamatu (volné baze daclatasviru) v mnoZstvi 99,8 mg (1,33 10
* mol) byl rozpustén ve 4 ml ethylacetatu. K tomuto roztoku bylo ptidano 31,67 mg (2, 70-10™
mol) fumarové kyseliny (99 %). Smés byla ponechéna 2 hod. michat pti laboratorni teploté.
Poté byl roztok ponechdn volné odpaiit za pokojové teploty. HPLC ¢istota 98,3 %. RTG
praskovy zdznam na obrazku 32. Teplota bodu tani podle DSC Tmp; = 154 °C a Tmpz =

200 °C.

18
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Patentové naroky

1. Soli daclatasviru v tuhém skupenstvi s kyselinou vybranou ze skupiny sestavajici
z kyseliny chlorovodikové,  bromovodikové,  sirove, 2-naftalensulfonové,
toluensulfonové, methansulfonove, benzensulfonové, maleinové a fumarové.

2. Stl daclatasviru podle naroku 1 s kyselinou chlorovodikovou v tuhém skupenstvi,
kterd vykazuje v RTG praskovém zaznamu charakteristické amorfni halo.

3. Sal daclatasviru podle naroku 2 s kyselinou chlorovodikovou v tuhém skupenstvi
podle naroku 1 vyznaCujici se tim, Ze vykazuje teplotu skelného prechodu Tg > 180
°C.

4. Sil daclatasviru podle naroku 1 s kyselinou bromovodikovou v tuhém skupenstvi.

5. Sul daclatasviru s kyselinou s kyselinou bromovodikovou podle naroku 4, kterd
vykazuje v RTG praskovém zdznamu charakteristické amorfni halo.

6. Sal daclatasviru podle naroku 4 s kyselinou bromovodikovou podle niroku 4
vyznadujici se tim, Ze vykazuje teplotu skelného pfechodu Tg > 180 °C.

7. Sal daclatasviru podle naroku 1 s kyselinou sirovou v tuhém skupenstvi.

8. Sil daclatasviru s kyselinou sirovou podle naroku 7, ktera vykazuje v RTG praskovém
z4znamu charakteristické amorfni halo.

9. Sal daclatasviru s kyselinou sirovou podle naroku 7 vyznadujici se tim, Ze vykazuje
teplotu skelného pfechodu Tg > 170 °C.

10. Sal daclatasviru podle naroku 1 s 7-naftalensulfonovou kyselinou v tuhém skupenstvi.

11. Stl daclatasviru s 2-naftalensulfonovou kyselinou podle naroku 10, ktera vykazuje
charakteristické reflexe v RTG pragkovém zaznamu: 4,5; 10,5; 13,7; 15,1; 18,9 2 21,6
+ 0,2 ° 2-theta.

12. Sul daclatasviru s 2-naftalensulfonovou kyselinou podle naroku 10 v krystalické
formé, ktera vykazuje v DSC zaznamu pik pfi teploté 97 °C a pik pfi teplot& 223 °C.

13. St daclatasviru podle naroku 1's toluensulfonovou kyselinou v tuhém skupenstvi.

14. Stl daclatasviru s toluensulfonovou kyselinou podle naroku 13, ktera vykazuje
charakteristické reflexe v RTG praskovém zéznamu: 5,0; 6,3;10,2; 13,7, 18,6 a 210+
0,2 ° 2-theta.
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Sl daclatasviru s toluensulfonovou kyselinou podle néroku 13 v krystalické formé,
kter4 vykazuje v DSC zdznamu pik pii teplot& 122 °C a pik pfi teploté 234 °C.

. Sl daclatasviru podle naroku 1's methansulfonovou kyselinou v tuhém skupenstvi.

Sl daclatasviru s methansulfonovou kyselinou podle naroku 16, ktera vykazuje v
RTG praskovém zdznamu charakteristické amorfni halé.

sl daclatasviru s methansulfonovou kyselinou podle naroku 16 vyznacujici se tim, Ze
vykazuje teplotu skelného pechodu Tg > 100 °C.

Sl daclatasviru podle naroku 1 s benzensulfonovou kyselinou v tuhém skupenstvi.

gl daclatasviru s benzensulfonovou kyselinou podle naroku 19, ktera vykazuje v
RTG pragkovém zaznamu charakteristické amorfni halo.

Sl daclatasviru s benzensulfonovou kyselinou podle naroku 19 vyznadujici se tim, Ze
vykazuje teplotu skelného ptechodu Tg > 106 °C.

. Sul daclatasviru podle naroku 1 s maleinovou kyselinou v tuhém skupenstvi.
_Sil daclatasviru s jednim molarnim ekvivalentem maleinovou kyseliny podle naroku
22, kterd vykazuje charakteristické reflexe v RTG praskovém zaznamu: 9,1; 15,8;

17.9; 21,5; 24,7 a 26,3 £ 0,2 ° 2-theta.

Sl daclatasviru s jednim molarnim ekvivalentem maleinovou kyseliny podle naroku
22 v krystalické formé, ktera vykazuje v DSC zdznamu pik pfi teploté 165 °C.

il daclatasviru se dvéma molarnimi ekvivalenty maleinovou kyseliny podle néroku
22, ktera vykazuje charakteristické reflexe v RTG praskovém zdznamu: 9,0; 15,6;

17,8; 21,4; 23,0 2 24,5 £ 0,2 ° 2-theta

il daclatasviru se dvéma molarnimi ekvivalenty maleinovou kyseliny podle naroku
22 v krystalické formé, ktera vykazuje v DSC zédznamu pii teploté 166 °C.

_Sul daclatasviru podle naroku 1 s fumarovou kyselinou v tuhém skupenstvi.

.Sl daclatasviru s jednim molarnim ckvivalentem fumarové kyseliny podle naroku 217,
ktera vykazuje charakteristické reflexe v RTG praskovém zdznamu: 8,1; 11,7; 15,1;
20,3;22,7a24,4+0,2 ° 2-theta.
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29.

30.

31.

32.

Siil daclatasviru s jednim molérnim ekvivalentem fumarové kyseliny podle néro.ku :2.7.
v krystalické formé, ktera vykazuje v DSC zéznamu pik pii teplots 112 °C a pik pii

teploté 179 °C.

Siil s daclatasviru se dvéma molarnimi ekvivalenty fumarové kyseliny podle niroku
27, ktera vykazuje charakteristické reflexe v RTG praskovém zaznamu: 6,6; 8,2; 13,0;
15,4 220,51 0,2 ° 2-theta.

Siil daclatasviru se dvéma molarnimi ekvivalenty fumarové kyseliny podle naroku 27
v krystalické formé&, ktera vykazuje v DSC zaznamu pik pii teploté 154 °C a pik pfi
teploté 200 °C.

Zptisob piipravy pevnych forem soli daclatasviru uvedenych v narocich 2, 4,7, 10, 13,
16, 19, 22, 27 vyznadujici se tim, Ze je smichan Methyl[(28)-1-{(2S)-2-[4-(4’-{2-
[(2S)-1-{(2S)—2-[(methoxykarbonyl)amino]-3- methylbutanoyl}-2-pyrolidinyl]-1H-
imidazol-4-yl}-4-bifenylyl)-1 H-imidazol-2-yl]-1-pyrrolidinyl}-3-methyl-1 -0X0-2-
butanyl]karbamatu - daclatasvir s kyselinou vybranou ze skupiny sestavajici
z kyseliny chlorovodikové,  bromovodikové,  sirove, 2-naftalensulfonove,
toluensulfonové, methansulfonové, benzensulfonové, maleinové a fumarové a
s rozpoustédlem.
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