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(57) Abstract: The present disclosure generally relates to a crystalline form of methy! ((18)-1-(((25>2-(5-(@-(2-((2S)-1-((28)-2-
{ .(melhoxycarbon yl)amino)-3-methylbutanoyl)-2-pyrrolidiny[)- 1 H-imidazol-5-yl)-4-biphenylyl)-1H-imidazol-2-y1)-1 -pyImo-
lidinyl)carbenyl)-2-methylpropyi)carbamate dihydrochloride salt. The present disclosure also generally relates to a pharmaceatical

composition comprising a crystalline form, as well of methods of using a crystalline form in the treatment of Hepatitis C and

methods for obtaining such crystalline form.
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CRYSTALLINE FORM OF METHYL ((J §)- 1-(((28)-2-(5-(4’~(2-((25)- 1-((28)-2-
((METHOXYCARBONYL)AMINO)-3-METHYLBUTANOYL)-2-
PYRROLIDINYL)-1H-IMIDAZOL-5-YL)-4-BIPHENYLYL)-1 H-IMIDAZOL-2-
YL)-1-PYRROLIDINYL)CARBONYL)-2-METHYLPROPYL)CARBAMATE
°. DIHYDROCHLORIDE SALT

CROSS-REFERENCE TO RELATED APPLICATIONS

This application claims the benefit of U.S Provisional Application Serial
Number 60/954,592 filed August 8, 2007.

The present disclosure generally relates to a crystalline form of methyl ((1.5)-
1-(((25)-2-(5-(4"-(2~((25)-1-((25)-2-((methoxycarbonyl)amino)-3-methylbutanoyl)-2-
pyrrolidinyl)- 1 H-imidazol-5-y1)-4-biphenylyl)- 1 H-imidazol-2-yl)-1-
pyrrolidinyl)carbonyl)-2-methylpropyljcarbamate dihydrochloride salt. The present
disclosure alsc generally relates to a pharmaceutical composition comprising 2
crystalline form, as well of methods of using a crystailine form in the treatment of
Hepatitis C virus (HCV) and methods .for obtaining such crystalline form.

Hepatitis C virus (HCV) is a major human pathogen, infecting an estimated
170 million persons worldwide - roughly five times the number infected by human
immunodeficiency virus type 1. A substantial fraction of these HCV infected
individuals develop serious progressive liver disease, including cirrhosis and
hepatocellular carcinoma.

Presently, the most effective HCV therapy employs a combination of alpha-
interferon and ribavirin, leading to sustained efficacy in 40 percent of paticnts.
Recent clinical results demounstrate that pegylated alpha-interferon is superior to
unmodified alpha-interferon as monotherapy. However, even with experimental
therapeutic regimens involving combinations of pegylated alpha-interferon and
ribavirin, a substantial fraction of patients do not have a sustained reduction in viral
load. Thus, there is a clear and unmet need to develop effective therapeutics for
treatment of HCV infection.

The compound methyl ((1.8)-1-(((25)-2-(5-(4'-(2-((28)-1-((28)-2-
((methoxycarbonyl)amino)-3-methylbutanoyl)-2-pyrrolidinyl)- 1 H-imidazol-5-y1)-4-

-1-

|
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biphenylyl)- 1 H-imidazol-2-yl)-1-pyrrolidinyl)carbonyl}-2-methylpropyl)carbamate is
useful for the treatment of HCV infection. Due to the difficulty in crystallizing this
compound, formation of pure product has not been reproducible. 1t has been found
that the dihydrochloride salt, represented by formula (1) and herein referred to as

5 Compound (1), can be repeatedly crystallized into one particular polymorph, herein

referred to as Form N-2, that offers high aqueous solubiiity and excellent purification

capacity.
chc;\ /B
NH H =
0 N 0 N \ N\'/\N \\
\\L&)L'N I~
= HN
» 2HCI \{)CHg,
10 Compound (1)
In its first aspect the present disclosure provides Form N-2 of
H4CO />
NH H =
SOOI -
A <“/§ N NN 0)?1\1 0
] » 2HC) \(OCHa

In a second aspect the present disclosure provides Form N-2 of

H,yCO
G NH H =
OO -
W\\(N\__/LN \\FTL/\O)\HV\ 0
Z N
- 2HCH OCH3

15  characterized by the following unit cell paramcters:
Cell dimensions: a=7.5680 A
b=9.5848 A
c=162864 A
a=74.132 degrees
20 P = 84.132 degrees

-

|2~
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y = 70.646 degrecs
Space group Pl
Molecules/unit celt 1
wherein measurcment of said crystalline form is at a temperature between about
5  20°Cto about 25 °C.

In a third aspect the present disclosure provides Form N-2 of
HaCO

+ 2HCI OCH4

characterized by fractional atomic coordinates within the unit cell as listed in Table 3.
10 In a fourth aspect the present disclosure provides Form N-2 of
H4CO

A R
SOOI -
W N~""N N g 0
Q/; H HNN(
+ 2HQ) OCH4
with characteristic peaks in the powder X-Ray diffraction pattern at values of two
thetaof 10.3 £0.1,124+0.1,12.83+ 0.1, 13.31£0.1, 13.6 £ 0.1, 15.5+ 0.1, 20.3 +
0.1,21.2+0.1,22.4+ 0.1, 22,7+ 0.1, and 23.7 £ 0.1 at a temperature between about
15 20°C and about 25 °C, based on a high quality pattern collccted with a diffractometer
(CuKua) with a spinning capillary with 20 calibrated with a NIST other suitable
standard.

In a fifth aspect the present disclosure provides Form N-2 of

HaCO
v TR
¢ 0 2
SOOI -
TLROOE,
- 2HCI OCH,4

20  characterized by one or more of the following:

.

3
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a) a unit cell with parameters substantially cqual to the foilowing:

Cell dimensions: a=7.5680 A

b=9.5848 A

c=16.2864 A

o =74.132 degrees

B = 84.132 degrees

v = 70.646 degrees

Space group Pl

Molecules/unit cell 1
whercin measurement of said crystalline form is at a temperature between about
20 °C to about 25 °C;
b) characteristic peaks in the powder X-Ray diffracticn pattern at values of two theta
of 103+0.1,124+0.1, 128 +0.1,13.3+0.1, 13.6 £0.1, 155 £ 0.1,20.3 + 0.1,
21.2%0.1,224 £0.1,22.71 0.1, and 23.7 £ 0.1 at a temperature between about
20°C and about 25 °C, bascd on a high quality pattern ¢collected with a diffractometer
(CuKa) with a spinning capillary with 20 calibrated with a NIST other suitable
standard; and/or
¢) a melt with decomposition endotherm with onset typically in the range of

225-245 °C.

In a sixth aspect the present disclosure provides substantially pure Form N-2

of
HyCO />
AN N = N
= HN
Q/ « 2HCI ‘ OCH3.

In a first embodiment of the sixth aspect said Form N-2 has a purity of at least 95
weight percent. In a second embodiment of the sixth aspect said Form N-2 has a

purity of at least 99 weight percent.

In a seventh aspect the present disclosure provides substantially pure Form N-
2of

I
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with characteristic peaks in the powder X-Ray diffraction pattern at values of two
theta 0of 10.3+0.1,12.4+0.1,12.8 +0.1, 13.3+0.1,13.6 £0.1, 15.5+£0.1,203
0.1,21.2+0.1,22.4+£0.1,22.7+ 0.1, and 23.7 £ 0.1 at a temperature between about
20°C and about 25 °C, based on a high quality pattern collected with a diffractometer
(CuKa) with a spinning capillary with 28 calibrated with a NIST other suitable
standard.

In an eighth aspect the present disclosure provides a pharmaceutical

composition comprising Form N-2 of

H4CO
G NH 0 =
A N N
OO
T\ N }\ 0
= HN
- 2HCl OCH;
and a pharmaceutically acceptable carrier or diluent.
In a ninth aspect the prescnt disclosure provides a pharmaceutical
composition comprising substantially pure Form N-2 of
H,yCO
0} NH 0 H E/>
ﬁ N\)I\ \ |N )\Y\\\
G T g
E HN
- 2HC OCHj

and a pharmaceutically acceptable carrier or diluent. In a first embodirnent of the
ninth aspect said Form N-2 has a purity of at least 95 weight percent. In a second
embodiment of the ninth aspect said Form N-2 has a purity of at least 99 weight

percent.

In a tenth aspect the present disclosure provides a pharmaceutical composition
comprising Form N-2 of

\D
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in combination with one or two additional compounds having anti-HCV activity. In
a first embodiment of the tenth aspect said Form N-2 has a purity of at least 90
weight percent. In a second embodiment of the tenth aspect said Form N-2 has a
purity of at least 95 weight pereent. In a third embodiment of the tenth aspect said
Form N-2 has a purity of at least 99 weight percent.

In a fourth embodiment of the tenth aspect at least one of the additional
compounds having anti-HCV activity is an interferon or ribavirin, In a fifth
embodiment of the tenth aspect the interferon is selected from interferon alpha 2B,
pegylated interferon alpha, consensus interferon, interferon alpha 2A, and
lymphoblastiod interferon tau.

In a sixth cmbodiment of the tenth aspect the present disclosure provides a

pharmaceutical composition comprising Form N-2 of

HaCO
g NH H =
S T
\\\\{‘:/L N N 0};& 0
. < 2HCl - OCH,

in combination with one or two additional compounds having auti-HCV activity
wherein at least one of the additional compounds is selected from interleukin 2,
interleukin 6, interleukin 12, a compound that enhances the development of a type 1
helper T cell response, interfering RNA, anti-sense RNA, Imiqimod, ribavirin, an
inosine 5-monophospate dehydrogenase inhibitor, amantadine, and rimantadine.

In an eleventh aspect the present disclosure provides a method of treating
HCYV infection in a mammal comprising administering to the mammal a

therapeutically-effective amount of Form N-2 of

\&
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In a first embodiment of the eleventh aspect said Form N-2 has a purity of at least 90
weight percent. In a second embodiment of the cleventh aspect said Form N-2 has a
purity of at least 95 weight percent. In a third embodiment of the eleventh aspect
5 said Form N-2 has a purity of at least 99 weight percent. In a fourth embodiment of
the eleventh aspect the mammal is a human. -
Other embodiments of the present disclosure may comprise suitable
combinations of two or more of embodiments and/or aspects disclosed herein,
Yet other embodiments and aspects of the disclosurc will be apparent
10 according to the description provided below.
The compounds of the present disclosure also exist as tautomers; thercfore the
present disclosure also encompasses all tautomeric fofms.
FIG. 1 illustrates experimental and simulated powdcered X-Ray diffraction
patterns (CuKa 2=1.54178 A at T = room temperature) of the N-2 crystalline form of
15 Compound (I).
FIG. 2 illustrates the differential scanning calorimetry pattern of the N-2
crystalline form of Compound (I).
FIG. 3 illustrates the solid state NMR spectrum of the N-2 crystalline form of
Compound (I).
20 The disclosure relates to a crystalline form of Compound ().
HaCO

O%NH 5 ] N

0]

nr

« 2HCI OCH4
{.
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Definitions

As used herein “polyrorph” refers to crystalline forms having the same
chemical composition but different spatial arrangements of the molecules, atoms,
and/or ions forming the crystal.

The term “pharmaceutically acceptable,” as used herein, refers to those
compounds, materials, compositions, and/or dosage forms which are, within the
scope of sound medical judgment, suitable for contact with the tissues of human
beings and animals without excessive toxicity, irritation, allergic response, or other
problem complications commensurate with a reasonable beneift/risk ratio.

The term “substantially pure,” as used herein refers to Form N-2 of
Compound (T) which is great than about 90% pure. This means that the polymorph
of Compound (1) does not contain more than about 10% of any other compound, and,
in particular, does not contain more than about 10% of any other form of Compound
(0. :

The term “therapeutically effective amount,” as used hercin, is intended to
include an amount of the crystalline forms of Compound (1) that is effective when
administered alone or in combination to treat Hepatitis C. The crystalline forms of
Compound (1} and pharmaceutical compusitions thereof may be useful in treating
Hepatitis C. If Compound (I) is used in combination with another medication, the
combination of compounds described herein may result in a synergistic combination.
Synergy, as described for example by Chou and Talalay, Adv. Enzyme Regul. 1984,
22,27-55, occurs when the effect of the compounds when administered in
combination is greater than the effect of the compounds when administered alone as
single agents. _

The term “treating” refers to: (1) preventing a disease, disorder or condition
from occurring in a patient which may be predisposed to the disease, disorder and/or
condition but has not yet been diagnosed as having it; (ii) inhibiting the disease,
disorder or condition, i.e., arresting its development; and/or (iii) reliieviug the disease,
disorder or condition, i.e., causing regression of the disease, disorder and/or
condition.

In one embodiment the disclosure provides a crystalline form of Compound
(D). This crystalline form of Compound (1) may be employced in pharmaceutical

compositions which may optionally include one or more other components selected,
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for example, from the group consisting of excipients, carricrs, and onc of other active .
pharmaceutical ingredients active chemical cntities of different molecular structure.

In one embodiment the crystalline form has phase homogeneity indicated by
less than 10 percent, in another embodiment the crystalling form has phase

homogeneity indicated by less than 5 percent, and in another embodiment the

“crystalline form has phase homogeneity indicated by less than 2 percent of the total

peak arca in the experimentally measured PXRD pattern arising from the extra peaks
that are absent from the simulated PXRD pattern. In another embodiment the
crystalline form has phase homogencity with loss than 1 percent of the total peak area
in the experimentally measured PXRD pattern arising from the extra peaks that are
absent from the simulated PXRD pattern.

1n one embodiment, a composition is provided consisting essentially of the
crystalline form N-2 of Compound (I). The composition of this embodiment may
comprise at lcast 90 weight percent of the crystalline form N-2 of Compound (I),
based on the weight of Compound (I) in the composition. The remaining material
comprises other form(s) of the compound and/or reaction impuritis and/or processing
impurities arising from its preparation.

The presence of reaction impurities and/or processing impurities may be
determined by analytical techniques known in the art, such as, for example,

chromatography, nuclear magnetic resonance spectroscopy, mass spectrometry, or

infrared spectroscopy.

General Preparation of Crystalline Materials:

Crystalline forms may be prepared by a variety of methods, including for

~ cxample, crystallization or recrystallization from a suitable solvent, sublimation,

growth from a melt, solid state transformation from another phase, crystallization
from a supercritical fluid, and jet spraying. Techniques for crystallization or
recrystallization of crystalline forms from a solvent mixture include, for example,
cvaporation of the solvent, decreasing the temperature of the solvent mixture, crystal
seeding a supersaturated solvent mixture of the molecule and/or salt, freeze drying
the solvent mixture, and addition of antisolvents (countersolvents) to the solvent
mixture. High throughput crystallization techniques may be cmployed to prepare

crystalline forms including polymorphs. Crystals of drugs, including polymorphs,
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methods of preparation, and characterization of drug crystals are discussed in Solid-
State Chemistry of Drugs, S.R. Bym, R.R. Pfeiffer, and J.G. Stowell, 2™ Edition,
SSCI, West Lafayette, Indiana (1999). .

For crystallization techniques that employ solvent, the choice of solvent or
solvents is typically dependent upon one or more factors, such as solubility of the
compound, crystallization technique, and vapor pressure of the solvent,
Combinations of solvents may be employed, for example, the compound may be
solubilized into a first solvent to afford a solution, followed by the addition of an
antisolvent to decrease the solubility of the compound in the solution and to afford
the formation of crystals. An antisolvent is a solvent in which the compound has low
solubility.

In one method to prepare crystals, a compound is suspended and/or stirred in
a suitable solvent to afford a slurry, which may be heated to promotc dissolution.
The term “slurry”, as used herein, means a saturated solution of the compound, which
may also contain an additional amount of the compound to afford a heterogeneous
mixture of the compound and a solvent at a given temperature.

Seed crystals may be added to any crystallization mixture to promote
crystallization. Seeding may be employed to control growth of a particular
polymorph or to control the particle size distribution of the crystalline product.
Accordingly, calculation of the amount of seeds needed depends on the size of the
seed available and the desired size of an average product particle as described, for
example, in “Programmed Cooling of Batch Crystallizers,” J.W. Mullin and J. Nyvlt,
Chemical Engineering Science, 1971, 26, 369-377. In general, seeds of small size are
needed to control effectively the growth of crystals in the batch. Seed of small size
may be generated by sicving, milling, or micronizing of large crystals, or by micro-
crystallization of solutions. Care should be taken that milling or micronizing of
crystals does not result in any change in crystallinity of the desired crystal form (i.e.,
change to amorphous or to another polymorph).

A cooled crystallization mixture may be filtered under vacuum, and the
isolated solids may be washed with a suitable solvent, such as cold recrystallization
solvent, and dried under a nitrogen purge to afford the desired crystalline form. The
isolated solids may be analyzed by a suitable spectroscopic or analytical technique,

such as solid state nuclear magnetic resonance, differential scanning calorimetry, X-

-10-
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Ray powder diffraction, or the like, to assure formation of the preferred crystalline
form of the product. The resulting crystalline form is typically produced in an
amount of greater than about 70 weight percent isolated yicld, preferably greater than
90 weight percent isolated yicld, based on the weight of the compound originally'
employed in the crystallization procedure. The product may be co-milled or passed
through a mesh screen to delump the product, if necessary.

Crystallinc forms may be prepared directly from the reaction medium of the
final process for preparing Compound (I). This may be achieved, for example, by
cmploying in the final process step a solvent or a mixture of solvents from which
Compound (I) may be crystallized. Alternatively, crystalline forms may be obtained
by distillation or solvent addition techniques. Suitable solvents for this purpose
include, for example, the aforementioned non-polar solvents and polar solvents,
including protic polar solvents such as alcohols, and aprotic polar solvents such as
ketones.

The presence of more than one polymorph in a sample may be determined by
techniques such as powder X-Ray diffraction (PXRD) or solid state nuclear magnetic
resonance spectroscopy (SSNMR). For example, the presence of extra peaks in an
experimentally measured PXRD pattem wehn compared with a simulated PXRD
pattern may indicate more than one polymorph in the sample. The simulated PXRD
may be calculated from single crystal X-Ray data. see Smith, D.K., “4 FORTRAN
Program for Calculatfng X-Ray Powder Diffraction Patterns,” Lawrence Radiation

Laboratory, Livermore, California, UCRL-7196 (April 1963).

Characterization:

Form N-2 of Compound (I) can be characterized using various techniques, the
operation of which are well known to those of ordinary skill in the art. Examples of
characterization methods inctude, but are not limited to, single crystal X-Ray
diffraction, powder X-Ray diffraction (PXRD), simulated powder X-Ray patterns
(Yin, S.; Scaringe, R. P.; DiMarco, J.; Galella, M. and Gougoutas, J. Z., American
Pharmaceutical Review, 2003, 6, 2, 80), diffcrential scanning calorimetry (DSC),
solid-state *C NMR (Earl, W.L. and Van der Hart, D. L., J. Magn. Reson., 1982, 48,
35-54), Raman spectroscopy, infrarcd spectroscopy, moisturc sorption isotherms,

thermal gravimetric analysis (TGA), and hot stage techniques.
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The forms may be characterized and distinguished using single crystal X-Ray
diffraction, which is based on unit cell measurements of a single crystal of form N-2.
A detailed description of unit cells is provided in Stout & Jensen, X-Ray Structure
Determination: A Practical Guide, Macmillan Co., New York (1968), Chapter 3,
which is herein incorporated by reference. Alternatively, the unique arrangement of
atoms in spatial relation within the crystalline lattice may be characterized according
to the observed fractional atoniic coordinates. Another means of characterizing the
crystalline structure is by powder X-Ray diffraction analysis in which the diffraction
profile is compared to a simulated profile representing pure powder material, both
run at the same analytical temperature, and measurements for the subject form
characterized as a series of 26 values.

One of ordinary skill in the art will appreciate that an X-Ray diffraction
pattern may be obtained with a mcasurement of error that is dependent upon the
measurement conditions employed. In particular, it is generally known that
intensities in an X-Ray diffraction pattern may fluctuate depending upon
measurement conditions employed. It should be further understood that relative
intensities may also vary depending upon experimental conditions, and, accordingly,
the exact order of intensity should not be taken into account. Additionally, a
measurement error of diffraction angle for a conventional X-Ray diffraction pattern is
typically about 5 percent or less, and such degree of measurement error should be
taken into account as pertaining to the aforementioned diffraction angles.
Consequently, it is to be understood that the crystal forms of the present disclosure
are not limited to the crystal forms that provide X-Ray diffraction pattems completely
identical to the X-Ray diffraction patterns depicted in the accompanying Figures
disclosed hercin. Any crystal form that provides and X-Ray diffraction pattern, DSC
thermogram, or SSNMR spectrum substantiallyidentical to those disclosed in the
accompanying Figures fall within the scope of the present disclosure. The ability to
ascertain substantial identities of X-Ray diffraction patters is within the purview of

onc of ordinary skill in the art.

Utility:
The N-2 form of Compound (1), alone or in combination with other

compounds, can be used to treat HCV infection.

-12-
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The present disclosure also provides compositions comprising a
therapeutically effective amount of the N-2 form of Compound (1) and at least one
pharmaceutically acceptiable carrier.

The active ingredient, 1.¢., form N-2 of Compound (1), in such compositions
typically comprises from 0.1 weight percent to 99.9 percent by weight of the
composition, and often comprises from about 5 to 95 weight percent. In some cases,
the pH of the formulation may be adjusted with pharmaceutically acceptable
modifiers (such as calcium carbonate and magnesium oxide) to enhance the stability
of the formulated compound or its delivery form. Formulations of the polymorph of

the present disclosure may also contain additives for enhancement of absorption and

“bioavailability.

The pharmaceutical compositions of this disclosure may be administered
orally, parenterally or via an implanted reservoir. The term parcnteral as used herein
includes subcutaneous, intracutancous, intravenous, intramuscular,intra-articular,
intrasynovial, intrasternal, intrathecal, and intralesional injection or infusion
techniques.

The pharmaceutical compositions may be in the form of a sterile injectable
preparation, for example, as a sterile injectable aqueous or oleaginous suspension.
This suspension may be formulated according to techniques known in the art using
suitable dispersing or wetting agents and suspending agents. The details concerning
the preparation of such compounds are known to those skilled in the art.

When orally administered, the pharmaceutical compositions of this disclosure
may be administered in any orally acceptable dosage form including, but not limited
to, capsules, tablets, and aqueous suspensions and solutions. In the case of tablets for
oral usc, carricrs which arc commonly used include lactose and corn starch.
Lubricating agents, such as magnesium stearate, can also be added. For oral
administration in a capsule form, useful carriers/diluents include lactose, high and
low molecular weight polyethylene glycol, and dried com starch. When aqueous
suspensions are administered orally, the active ingredient is combined with
emulsifying and suspending agents. If desired, certain sweetening and/or flavoring
and/or coloring agents may be added.

Other suitable carricrs for the above noted compositions can be found in

standard pharmaceutical texts, e.g. in "Remington's Pharmaceutical Sciences”, 19th

13-
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ed., Mack Publishing Company, Easton, Penn., 1995. Further dctails concerning the
design and preparation of suitable delivery forms of the pharmaceutical compositions
of the disclosure are known to those skilled in the art.

Dosage levels of between about 0.05 and about 100 milligram per kilogram
{("mgrkg") body wéight per day, more specitically between about 0.1 and about 50
mg/kg body weight per day of the compounds of the disclosure are typical in a
monotherapy for the prevention and/or treatment of HCV mediated discasc.
Typically, the pharmaceutical compositions of this disclosure will be administered
from about 1 to about 3 times per day or alternatively, as a continuous infusion. Such
administration can be uscd as a chronic or acute therapy. The amount of active
ingredient that may be combined with the carrier materials to produce a single dosage
form will vary depending upon the host treated and the particular mode of
administration.

As the skilled artisan will appreciate, lower or higher doses than those recited
above may be required. Specific dosage and treatment regimens for any particular
patient will depend upon a variety of factors, including the activity of the specific
compound employed, the age, body weight, general health status, gender, diet, time
of administration, the duration of treatment, rate of excretion, drug combination, the
severity and course of the infection, the patient's disposition to the infection and the
judgment of the treating physictan. In one embaodiment, unit dosage formulations are
those containing a daily dose or sub-dose, as herein above recited, or an appropriate
fraction thercof, of an active ingredient. Generally, treatment is initiated with small
dosages substantially less than the optimum dose of the peptide. Thereafter, the
dosage is increased by small increments until the optimum effect under the
circumstances is reached. 1n general, the compound is most desirably administered at
a concentration level that will generally afford antivirally effective results without
causing any harmful or deleterious side effects.

When the compositions of this disclosure comprise a combination of the
polymorph of the disclosure and one or more additional therapeutic or prophylactic
agents, both the compound and the additional agent are usually present at dosage
levels of between about 10 and 100 percent, and more preferably between about 10

and BO percent of the dosage normally administered in a monotherapy regimen.
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Administration of the one or more additional agents may occur prior to, after, or
simultaneously with the polymorph of the present disclosure.

When the polymorph is formulated together with a pharmaceutically
acceptable carricr, the resulting composition may be administered i vivo to
mammals, such as man, to inhibit NSSA or to treat or prevent HCV virus infection.
Such treatment may also be achieved using the polymorph of this disclosure in
combination with agents which include, but are not limited 1o: Immunomeodulatory
agents, such as interferons; other antiviral agents such as ribavirin, amantadine; other
inhibitors of NS3A; inhibitors of other targets in the HCV life cycle such as helicasc,
protease, polymerase, metalloprotease, or internal ribosome entry site; or
combinations thereof. The additional agents may be combined with the polymorph
of this disclosure to create a single dosage form. Alternatively these additional
agents may be separately administered to a mammal as part of a multiple dosage
form.

Table 1 below lists some illustrative examples of compounds that can be
administered with the compounds of this disclosure. The compounds of the
disclosure can be administered with other anti-HCV activity compounds in

combination therapy, either jointly or separately, or by combining the compounds

into a composition.

Table 1
Physiological Type of Inhibitor or Source
Brand Name
Class Target Company
Cyclophilin
NIMSE1L o Novartis
Inhibitor
Zadaxin Immunomodulator Sciclone
Suvus Methylene blue Bioenvision
Actilon (CPG10101) TLRY agonist Coley
Tularik Inc.,
Batabulin (T67) Anticancer B-tubulin inhibitor South San
' Francisco, CA

-15-
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Brand Name

Physiological
Class

Type of Inhibitor or

Target

Source

Company

ISIS 14803

Antiviral

antisense

1818
Pharmaceutica
Is Inc,
Carlsbad,
CA/Elan
Phamaceutical
s Ingc., New
York, NY

Summetrel

Antiviral

antiviral

Endo
Pharmaceutica
Is Holdings
Inc., Chadds
Ford, PA

GS-9132 (ACH-806)

Antiviral

HCV Inhibitor

Achillion /
Gilead

Pyrazolopyrimidine
compounds and salts
From WO-
2005047288
26 May 2005

Antiviral

HCYV Inhibitors

Arfow
Therapeutics
Lid.

Levovirin

Antiviral

IMPDH inhibitor

Ribapharm
Inc., Costa
Mesa, CA

Merimepodib
(VX-497)

Antiviral

IMPDH inhibitor

Vertex
Pharmaceutica
Is Inc.,
Cambridge,
MA

XTL-6865 (XTL-002)

Antiviral

monoclonal

antibody

XTL
Biopharmaceu
ticals Lid,
Rehovol,

Isreal
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Physiological Type of Inhibitor or Source
Brand Name
Class Turget Company
Vertex
Pharmaceutica
Is Inc.,
Telaprevir . NS53 serine protease | Cambridge,
Anliviral o .
(VX-950, LY-570310) inhibitor MA/ Eli Lilly
and Co. Inc.,
Indianapolis,
IN
. NS5B Replicase Wyeth /
HCV-796 , Antiviral . , ‘
[nhibitor Virophanna
) NS5B Replicase Idenix /
NM-283 Antiviral o
Inhibitor Novartis
o NS5B Replicase Gene Labs /
GL-59728 Antiviral ]
Inhibitor Novartis
. NS5B Replicase Gene Labs /
GL-60667 Antiviral . .
Inhibitor Novartis
‘ NS5B Replicase
2'C MeA Antiviral Gilead
Inhibitor
L NS5B Replicase
PS1 6130 Antiviral Roche
Inhibitor
o NS5B Replicase
R1626 Antiviral . Roche
{nhibitor
. ) NS5B Replicase
2’C Methy] adenosine Antiviral o Merck
Inhibitor
Japan
JTK-003 Antiviral RdRp inhibitor Tobacco Inc.,
| Tokyo, Japan
ICN
. o . Pharmaceutica
Levovirin Antiviral ribavirin
Is, Costa
Mesa, CA
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Brand Name

Physiological
Class

Type of Inhibitor or
Target

Source

Company

Ribavirin

Anljviral

ribavirin

Schering-

Plough l
Corporalion,
Kenilworth,

NJ

Viramidine

Antiviral

Ribavirin Prodrug

Ribapharm
Inc., Costa

Mesa, CA

Heptazyme

Antiviral

ribozyme

Ribozyme
Pharmaceutica
Is Inc.,
Boulder, CO

BILN-2061

Antiviral

serine prolcase

inhibitor

Bochringer
Ingetheim
Pharma KG,
Ingelheim,

Germany

SCH 503034

Antiviral

serine protease

inhibitor

Schering
Plough

Zadazim

Immune

modulator

Immune modulator

SciClone
Pharmaceutica
‘1s Inc., San

Mateo, CA

Ceplene

Immunomodulator

immune modulator

Maxim
Pharmaceutica
Is Inc., San
Diego, CA

CeliCept

Iminunosuppressa

nt

HCV IgG

immunosuppressant

F. Hoffmann-
La Roche
LTD, Basel,

Switzerland
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Brand Name

Physiological
Class

Type of Inhibitor or

Target

Source

Company

Civacir

Immmunosuppressa

nt

HCV 1gG

nnmunoesuppressant

Nabi
Biopharmaceu
ticals Inc.,
Baca Raton,
FL

Albuferon - ¢

Interferon

albumin IFN-a2b

Human
Genome
Sciences Inc.,
Rockville,
MD

Infergen A

Interferon

IFN alfacon-1

InterMune
Pharmaccutica
Is Ine.,

Brisbane, CA

Omega [FN

Interferon

FFN-@

Intarcia

Therapeutics

1FN-f3 and EMZ701

Interferon

1IFN- and EMZ701

Transition
Therapeutics
In¢., Ontario,

Canada

Rebif

Interferon

IFN-fla

Serono,
Geneva,

Switzerland

Roferon A

Interferon

[FN-0.2a

F. Hoffmann-
La Roche
LTD, Basel,

Switzerland

Intron A

interferon

IFN-a.2b

Schering-
Plough
Corporation,
Kenilworth,

NI
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Brand Name

Physiclogical
Class

Type of Inhibitor or
Targert

Source

Company

Intron A and Zadaxin

Interferon

TFN-o2b/ot ] -

thyinosin

RegeneRx
Biopharmiceu
ticals Inc.,
Bethesda,
MDY/
SciClone
Pharmaccutica
Is Tic, San

Mateo, CA

Rebetron

Interferon

1FN-a.2b/ribavirin

Schering-
Plough
Corporation,
Kenilworth,
NJ

Actimmune

Interferon

INF-y

InterMune
Inc., Brisbane,

CA

Interferon-§

Interferon

Interferon-p-la

Serono

Multiferon

Interferon

Long lasting IFN

Viragen/Valen

lis

Wellferon

Interferon

lymphoblastoid
IFN-anl

GlaxoSmithKl
ine ple,

Uxbridge, UK

Omniferon

Interferon

natural IFN-¢

Viragen Inc.,

Plantation, FL

Pegasys

Interferon

PEGylated IFN-¢2a

F. Hoffmann-
La Roche
LTD, Basel,

Switzertand

Pegasys and Ceplene

Interferon

PEGylated IFN-
a2a/

immune modulator

Maxim
Pharimaceutica
Is Inc., San
Diego, CA
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Brand Name

Physiological

Class

Type of Inhibitor or
Target

Source

Company

Pegasys and Ribavirin

Interferon

PEGylated IFN-

«2a/ribavirin

F. Hoffmann-
La Roche

LTD, Basel,
Switzerland

Schering——“

PEG-Intron

Interferon

PEGylated [FN-u2b

Plough
Corporation,
Kenilworth,
NI

PEG-Intron /

Ribavirin

Interferon

PEGylated IFN-

a.2b/ribavirin

Schering-
Plough
Corporation,
Kenilworth,
NJ

Indevus

1P-501

Liver protection

antifibrotic

Pharmaceutica
Is Inc.,
Lexinglon,
MA

IDN-6556

Liver protection

caspase inhibitor

Idun
Pharmaceutica
Is Inc., San

Diego, CA

Antiviral

serine protease

InterMune

Pharmaceutica

ITMN-191 (R-7227) o
inhibitor Is Inc.,
Brisbane, CA
o NS5B Replicase
GL-59728 Antiviral Genelabs
Inhibitor
ANA-97] Antiviral TLR-7 agonist Anadys

Another aspect of this disclosure provides methods of inhibiting HCV NS5A

activity in patients by administering the polymorph of the present disclosure.
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In onc embodiment, these methods are useful in decreasing HCV NS5A
activity in the patient, If the pharmaceutical composition comprises only the
polymorph of this disclosure as the active component, such methods may additionally
comprise the step of administering to said patient an agent sclected from an
immunomodulatory agent, an antiviral agent, an HCV NS5A inhibitor, or an inhibitor
of other targets in the HCV life cycle such as, for example, helicase, polymerase,
protease, or metalloprotease, Such additional agent may be administered to the
patient prior to, concurrently with, or following the administration of the compounds
of this disclosure.

In another embodiment, these methods are useful for inhibiting viral
rephcation in a patient. Such methods can be useful in treating or preventing HCV
disease.

The polymorph of the disclosure may also be used as a laboratory reagent.
The polymorph may be instrumental in providing research tools for designing of viral
replication assays, validation of animal assay systems and structural biology studies
to further enhance knowledge of the HCV disease mechanisms, _

The polymorph of this disclosure may also be used to treat or prevent viral
contamination of materials and therefore reduce the risk of viral infection of
laboratory or medical personnel or patients who come in contact with such materials,
¢.g., blood, tissue, surgicél instruments and garments, laboratory instruments and
garments, and blood collection or transfusion apparatuses and materials.

The following non-limiting examples are illustrative of the disclosure.

EXAMPLES

e}

®
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Preparation of Compound 2

A 1L, 3-neck round bottom flask, fitted with a nitrogen line, overhead stirrer
and thermocouple, was charged with 20 g (3.9 mmol, 1 equiv) 1,1’-(biphenyl-4,4°-
diyldiethanone, 200 mL CH,Cl; and 8.7 mL (27.1g, 169.3 mmol, 2.02 quiv)
bromine. The mixture was allowed to stir under nitrogen for about 20 hours under
ambient conditions. The resulting slurry was charged with 200 mL CH,Cl; and
concentrated down to about 150 mL via vacuum distillation. The slurry was then
solvent exchanged into THF to a target volume of 200 mL vig vacuum distiliation.
The slurry was cooled to 20-25 °C over 1 hour and allowed to stir at 20-25 °C for an
additional hour. The off-white crystalline solids were filtered and washed with 150
mL CH;Cl,. The product was dried under vacuum at 60 °C to yicld 27.4 g (69.2
mmol, 82%) of the desired product: 'H NMR (400 MHz, CDCl;) § 7.95-7.85 {(m,
4H), 7.60-7.50 (m, 4H), 4.26 (s, 4H); *C NMR (100 MHz, CDCl;) § 191.0, 145.1,
133.8, 129.9, 127.9, 30.8; IR (KBr, cm-1) 3007, 2950, 1691, 1599, 1199; Anal calcd
for Ci¢H12Br:0;2: C, 48.52; H, 3.05; Br, 40.34, Found: C, 48.53; H, 3.03; Br, 40.53,
HRMS calcd for CigHiaBr0, (M + H; DCI): 394.9282. Found: 394.9292. mp
224-226°C.

o

g
0 Boc
Preparation of Compound 3
A 500 mL jacketed flask, fitted with a nitrogen line, thermocouple and
overhead stirrer, was charged with 20 g (50.5 mmol, t equiv) of Compound 2,22.8 g
(105.9 moles, 2.10 equiv) 1-(tert-butoxycarbonyl}-L-proline and 200 mL acetonitrile.
The slurry was cooled to 20 °C followed by the addition of 18.2 mL (13.5 g, 104.4

mmol, 2.07 equiv) DIPFA. The slurry was warmed to 25 °C and allowed o stir for 3

-23-
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hours. The resulting clear, organic solution was washed with 3 x 100 mL 13 wt%
aqueous NaCl, The rich acetonitrile solution was solvent exchanged into toluene
(target volume = 215 mL) by vacuum distillation until there was less than 0.5 vol%

acctonitrile.

Preparation of Compound 4

The toluene solution of Compound 3 was charged with 78 g (1.011 moles, 20
equiv) ammonium acetate and heated to 95-100 °C. The mixture was allowed to stir
at 95-100 °C for 15 hours. After reaction completion, the mixture was cooled to 70-
80 °C and charged with 7 mL acctic acid, 40 mL n-butanol, and 80 mL of 5 vol%
aqueous acetic acid. The resulting biphasic solution was split while maintaining a
temperature > 50 °C. The rich organic phase was charged with 80 mL of 5 vol%
aqueous acetic acid, 30 mL acetic acid and 20 mL n-butanol while maintaining a
temperature > 50 °C. The resulting biphasic solution was split while maintainingé
temperature > 50 °C and the rich organic phasc was washed with an additional 80 mL
of 5 vol% aqueous acetic acid. The rich organic phase was then solvent exchanged
into toluene to a target volume of 215 mL by vacuum distillation. While maintaining
a temperature > 60 °C, 64 mL methanol was charged. The resulting slurry was
heated to 70-75 °C and aged for 1 hour. The slurry was cooled to 20-25 °C over |
hour and aged at that temperature for an additional hour, The slurry was filtered and
the cake was washed with 200 mL 10:3 toluene:methanol. The product was dried
under vacuum at 70 °C, resﬁ!ting in 19.8 g (31.7 mmol, 63%) of the desired product:
‘H NMR (400 MHz, DMS0-d;) § 13.00-11.00 (s, 2H), 7.90-7.75 (m, 4H), 7.75-7.60
(m, 4H), 7.60-7.30 (s, 2H), 4.92-4.72 (m, 2H), 3.65-3.49 (m, 2H), 3.49-3.28 (m, 2H),
2.39-2.1 (m, 2H), 2.10-1.87 (m, 6H), 1.60-1.33 (s, 8H), 1.33-1.07 (s, 10H); *C NMR
(100 MHz, DMSQO-dy) 6 154.1, 153.8, 137.5, 126.6, 125.0, 78.9, 78.5, 55.6, 55.0,
47.0,46.7,33.7,32.2,28.5, 28.2, 24.2, 23.5; IR (KBr, cm-1) 2975, 2876, 1663, 1407,

24-
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1156, 1125; HRMS calcd for CisHysNgO4 (M + H; ESIY): 625.3502. Found:
625.3502. mp 190-195 °C (decomposcd).

-4HCI HN
H
N

NN YQ
_-O-0

Preparation of Compound 5

To a 250 mL reactor equipped with a nitrogen line and overhead stirrer, 25.0
g of Compound 4 (40.01 mmol, | equiv) was charged followed by 250 mL methanol
and 32.85 mL (400.1 mmol, 10 equiv) 6M aqucous HCl. The temperature was
increased to 50 °C and agitated at 50 °C for 5 hours. The resulting slurry was cooled
to 20-25 °C and held with agitation for about 18 hours. Fiitration of the slurry
afforded a solid which was washed successively with 100 mL 90% methanol/water
(V/V)and 2 x 100 mL of methanol. The wet cake was dried in a vacuum oven at

50 °C overnight to give 18.12 g (31.8 mmo!, 79.4%) of the desired product.

Recrystallization of Compound 5

To a 250 mL reactor equipped with a nitrogen line and an overhead stirrer,
17.8g of Compound 5 from above was charged followed by 72 mL methanol. The
resulting slurry was agitated at 50 °C for 4 hours, cooled 1o 20-25 °C and held with
agitation at 20-25 °C for 1 hour, Filtration of the slurry afforded a crystalline solid
which was washed with 60 mL methanol. The resulting wet cake was dried in a
vacuum oven at 50 °C for 4 days to yield 14.7 g (25.7 mmol, 82.6%) of the purified
product: 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 10.5-10.25 (br, 2H), 10.1-9.75 (br, 2H),
8.19 (s, 2H), 7.05 (d, ] = 8.4, 4H), 7.92 (d, J = 8.5, 4H), 5.06 (m, 2H), 3.5-3.35 (m,
4H), 2.6-2.3 (m, 4H), 2.25-2.15 (m, 2H), 2.18-1.96 (m, 2H); *C NMR (100 MHz,
DMSO- dg) 8 156.0, 142.5, 139.3, 128.1, 127.5, 126.1, 116.9, 53.2, 45.8, 29.8, 24.3;
IR (KBr, cm'l) 3429, 2627, 1636, 1567, 1493, 1428, 1028, Anal calcd for
CostlaNgCla: C, 54.75; H, 5.65; CI, 24.86; Adjusted for 1.9% water: C, 53.71; H,
5.76; N, 14.46; Cl, 24.39. Found: C, 53.74; H, 5.72; N, 14.50; Cl, 24.49; KF= 1.9,
mp 240 °C (decomposed).
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Preparation of Compound (I)

A 1 L jacketed flask equipped with a nitrogen line and an overhead stirrer was
sequentially charged with 100 mL acetonitrile, 13.69 g (89.4 mmol, 2.5 equiv)
hydroxybenzotriazole hydrate, 15.07 g (86 mmol, 2.4 equiv) N-(methoxycarbonyl)-
L-valine, 16.46 g (85.9 mmol, 2.4 equiv) 1-(3-dimethyaminopropyl)-3-
ethylicarbodiimide hydrochloride and an additional 100 mL acetonitrile. The
resulting solution was agitated at 20 °C for | hour and charged with 20.4 g (35.8
mmol, 1 equiv) of purified Compound 5. The slurry was cooled to about  °C and
18.47 g (1429 mmoi, 4 equiv) diisopropylethylamine was added over 30 minutes
while maintaining a temperature below 10 °C. Tite solution was slowly heated to 15
°C over 3 hours and held at 15 °C for 12 hours. The resulting solution was charged
with 120 mL 13 wt% aqueous NaCl and heated to 50 °C for 1 hour. After cooling to
20 °C, 100 mL of isopropyl acetate was added. The biphasic solution was filtered
through a 0.45 pum filter and the mixture split. The rich organic phase was washed
with 2 x 240 mL of a 0.5 N NaOH selution containing 13 wt% NaCl followed by 120
mL 13 M% aqueocus NeCl. The mixture was then solvent exchanged into isopropy!l
acetate by vacuum distillation with a target volume of 400 mL. The resulting hazy
solution was cooled to 20 °C and filtered through a 0.45 pum filter. The clear solution
was then solvent exchanged into ethanol by vacuum distillation with a target volume
of 140 mL. While maintaining a temperature of 50 °C, 66.4 mL (82.3 mmol, 2.3
equiv) of 1.24M HCl in ethanol was added. The mixture was then charged with 33
mg (0.04 mmol, 0.001 equiv) of seed crystals of Compound (I) (see preparation
below) and the resulting slurry was stirred at 50 °C for 3 hours., The mixture was
cooled to 20 °C over 1 hour and aged at that temperature for an additional 22 hours.
The slurry was filtered and the wet cake was washed with 100 mL of 2:1
acetone:ethanol. The solids were dried in a vacuum oven at 70 °C to give 22.15 ¢

(27.3 mmol, 76.3%) of the desired product.
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Carbon Treatment and Recrystallization of Compound (1)

A solution of Compound (1) was prepared by dissolving 3.17 g of Compound
(1) from above in 22 mL methanel, The solution was passed through a 47mm Cuno
Zeta Carbon® 53SP filter at ~5 psig at a flow rate of ~58mL/min. The carbon filter
was rinsed with 32 mL of methanol. The solution was concentrated down to 16 mL
by vacuum distillation. While maintaining a temperature of 40-50 °C, 15.9 mL
acetone and 5 mg of seed crystals of Compound (I} (see procedure below) were
added. The resulting slurry was then charged with 32 mL acetone over 3 minutes.
The slurry was held at 50 °C for 2 hours, cooled to 20 °C vver about | hour and held
at 20 °C for about 20 hours. The solids were filtered, washed with 16 mL 2:1
acetonc:methanol and dried in a vacuum oven at 60 °C to give 2.14 g (67.5%) of
purificd Compound (I): 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 80 °C): 8.02 (d, J=8.34 Hz,
4 H),7.97 (s,2 H), 7.86 (d, /=8.34 Hz, 4 H), 6.75 (s, 2 H), 5.27 (1, J/=6.44 Hz, 2 H),
4.17 (t, J=6.93 Hz, 2 H), 3.97 - 4.11 (m, 2 H), 3.74 - 3.90 (m, 2 H), 3.57 (s, 6 H), 2.32
-2.46(m, 2 H), 2.05-231(m, 6 H), 1.91 - 2.07 (m, 2 H), 0.88 (d, /=6.57 Hz, 6 H),
0.79 (d, /=6.32 Hz, 6 H); “C NMR (75 MHz, DMSO-dy): 6 170.9, 156.9, 149.3,
139.1, 131.7, 127.1, 126.5, 125.9, 115.0, 57.9, 52.8, 51.5,47.2, 31.1, 28.9, 24.9, 19.6,
17.7; IR (neat, cm™'): 3385, 2971, 2873, 2669, 1731, 1650. Anal. Calcd for
CaoHsaNeQO6Cly: C, 59.18; H, 6.45; N, 13.80; Cl, 8.73. Found C, 59.98; H, 6.80; N,
13.68; Cl, 8.77. mp 267 °C (decomposed).

Preparation of Seed Crystals of Compound (1)

A 250 mL round-bottom flask was charged with 6.0g (10.5 mmol, 1 equiv)
Compound 5, 3.87g (22.1 mmol, 2.1 equiv) N-(methoxycarbonyl)-L-valine, 4.45g
(23.2 mmol, 2.2 equiv) 1-(3-dimethyaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide
hydrochloride, 0.289 g (2.14 mmol, 0.2 equiv) 1-hydroxybenzotriazole, and 30 mL

acetonitrile. The resulting slurry was then charged with 7.33 mL (42.03 mmol, 4

27
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equiv) diisopropylethylamine and allowed to stir at 24-30 °C for about 18 hours. The
mixture was charged with 6 mL of water and heated to 50 °C for about 5 hours. The
mixture was cooled and charged with 32 mL ethyl acetate and 30 mL water. The
layers were separated and the rich organic layer was washed with 30 mL of 10 wi%
aqueous NaHCOs, 30 mL walcr, and 20 mL of 10 wt% aqueous NaCl. The rich
organic layer was then dried over MgSQO., filtered, and concentrated down to a
residue. The erude material was then purified via flash chromatography (silica gel, 0-
10% methanol in dichloromethane) to provide the frce base of Compound (T).

The free-base of Compound (I} (0.03g) was dissolved in 1 mL isopropanol at
20 °C. Anhydrous HCI (70 pL, dissolved in ethanol, approximately 1.25M
concentration) was added and the reaction mixture was stirred. To the solution was
added methyl zert-butyl ether (1 ml) and the resulting slurry was stirred vigorously at
40 °C to 50 °C for 12 hours. The crystal slurry was cooled to 20 °C and filtered. The
wet cake was air-dried at 20 °C. A white crystalline solid (Form N-2 of Compound
(1)) was obtained.

Form N-2 was analyzed using one or more of the testing methods described
below.

! Single Crystal X-Ray Measurements

A Bruker APEX2 Kappa CCD diffractometer equipped with a rotating anode
generator of Cu Ka radiation, (A = 1.54178 A) was used to collect diffraction data at
the room temperature. Indexing and processing of the measured intensity data were
carried out with the APEX2 software package/program suite (APEX2 Data collection
and processing user interface: APEX2 User Manual, v1.27; BRUKER AXS, INc.,
5465 East Cheryl Parkway, Madison, W1 53711 USA). The final unit cell
parameters were determined using the entire data set,

The structure was solved by direct methods and refined by the full-matrix
least-squares techniques, using the SHELXTL software package (Sheldrick, GM.
1997, SHELXTL. Structure Determination Progrﬁms. Version 5.10, Bruker AXS,
Madison, Wisconsin, USA.). The function minimized in the refinements was Tw(|F

- |[Ec)’. R is defined as X ||Fo| - [Fl/ [Fol while Ry = [Zu |F| - |F)/Zw [Fol'1"?,

o
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where w is an appropriate weighting function bascd on crrors in the observed
intensities, Difference Fourier maps were examined at all stages of refincment. All
non-hydrogen atoms were refined with anisotropic thermal displacement parameters.
The hydrogen atoms associated with hydrogen bonding were located in the final
5  difference Fourier maps while the positions of the other hydrogen atoms were
calculated from an idealized geometry with standard bond lengths and angles. They
were assigned isotropic temperature factors and included in structure factor
calculations with fixed parameters.
The crystal data of the N-2 form is shown in Table 2. The fractional atomic
10 coordinates are listed in Table 3. It should be understood by one of ordinary skill in
the art that slight variations in the coordinates are possible and are considered to be

within the scope the present disclosure.

Table 2. Crystal Data of Fortn N-2

15

Temperature room temperature

Wavelength 1.54178 A

Crystal system, space group Triclinic, P1

Unit cell dimensions a=7.5680(2) A alpha = 74.132(2)°
20 b=9.5848(3) A beta =84.132(2)°

c=16.2864(5) A gamma = 70.646(2) °
Volume 1072.06(5) A’
Z, Calculated density 1, 1.257 Mg/m®

25  Table 3. Atomic coordinates

Atom X Y V4 Atom X Y VA

or} 0.0807 | -0.0688 | 0.0165 H3 0.0264 | 02281 | -0.0035
Cle -0.548% | 0.4635 | -0.1121 H17 -0.7884 | 0.4046 | -0.0848
Cc4 -0.0807 1 0.0688 § -0.0165 H2 -0.2192 ) 0.4393 | -0.0575
Ci3 -0.7034 | 0.6975 | -0.1863 HS -0.2549 1 -0.0380 | -0.0365
Cl13 0.5516 | -0.4628 | 0.1105 H6 -0.5015| 0.1728 | -0.0892
Cis 0.7037 | -0.6988 | 0.1841 H9 0.509¢ | -0.1737| 0.0755
C3 -0.0789 | 02157 | -0.0218 Hi4 0.7875 | -0.4013 | 0.0906

20.
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Atom X Y Z Atom X Y z
Clo 0.3885 | -0.3317 | 0.0771 HI2 -.0376 | -0.2264| 0.0165
Ci -0.3895+ 0.3303 | -0.0781 HI1 0.2109 | -0.4403 | 0.0683
Cli7 -0.7335 | 0.4794 | -0.1115 H§ 0.2590 | 0.0389 | 0.0270
C2 02275 0.3428 | -0.0531 H19 0.8664 | -0.8827 | 0.2693
Cs -0.2458 1 0.0584 | -0.0412 | H20A 0.6721 | -0.9411 | 0.1489
Cé -0.3950 1 0.1847 | -0.0720 ) H20B 0.8348 | -1.0218) 0.1745
C9 03978 | -0.1858 | 0.064!1 H22A 0.4299 | -0.9831 | 0.2863
Cl4 0.7330 [ -0.47741 0.1143 H22B 0.5433 | -1.0623| 0.3720
C12 0.0728 | -0.2143| 0.0290 H24 0.4288 ; -0.8972] 0.4553
CIl 0.2233 | -0.34391 0.0597 H29A 0.3610 | -0.6896| 0.7:199
C8 02471 | -0.0573 [ 0.0347 H29B 0.5410 | -0.6388 1 0.7042
Cl9 0.7480 | -0.8565| 0.2404 H29C 05552 | -0.80601 0.7046
C20 07591 | -0.9804 | 0.1959 H26A 0.0099 | -0.5669 | 0.3086
C22 0.5494 [ -1.0075| 0.3126 H26B 0.2158 | -0.5619( 0.2923
C24 03932 | -0.7895( 0.4232 H26C 0.1027 | -0.5160 | 03723
C28 0.4299 | -0.7573 | 0.5628 H25 0.2074 | -0.8105] 0.3478
C29 0.4783 | -0.7007 | 0.6895 H2IA | 0.6629 | -1.1660 | 0.2427
C26 0.1249 | -0.5830; (.3353 H21B 0.8099 [ -1.1619| 0.3036
C25 0.1972 | -0.7461 0.3866 | H27A 0.0368 | -0.7163 | 0.4938
C21 0.7052 | -1.0999 | 0.2661 H278B 0.1093 | -0.8874 | 0.4894
Cc27 0.0588 | -0.7834 ( 0.4569 H27C | -0.0572| -0.7699 | 0.4319
C23 0.5435 | -0.7711 | 0.3553 H30 -0.6271 | 0.8706 | -0.2714
C30 -0.7440 | 0.8547 | -0.2454 | H31A | -0.9249 | 0.9498 | -0.1547
C34 -0.8171 7 0.7743 | -0.3628 | H3I1B | -0.7674 | 1.0278 | -0.1856
C3l1 -0.8522 | 0.9853 | -0.2037| H33A | -1.1460 | 09828 | -0.2916
C33 -1.0373 | 1.0092 | -0.3191 H33B | -1.0659| 1.0635 | -0.3783
C32 -0.9782 | 1.1019 | -02736| H32A | -1.0859| 1.1679 | -0.2499
C38 -0.8340 | 0.7734 | -0.5748 | H32B | -09111| 11645 | -0.3120
Ci6 -11117 ) 07288 | -0.3922 H36 -1.1758 | 0.7856 | -0.3502
C39 -0.6953 ) 0.7302 | -0.7067 | H3I%A | -0.7874 | 0.7037 | -0.7301
C37 -1.0485 1 0.5605 | -0.3464 | H3IOB | -0.5733] 0.6820 | -0.7276
C35 -0.9477 1 0.7893 | -0.4312| H39C | -0.7221| 0.8392 | -0.7235
Nl 0.5385 | -0.6067 0.1537 H37A | -L1562 ] 05276 | -0.3279
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Atom X Y zZ Atom X Y Z
N4 | 05358 0.6044 | 0.1590| F37B | -0.9757| 0.5444 | -0.2977
N2 | 08232 | 0.6215| 0.1585 | H3IC | -0.9736| 0.5027 | -0.3846
N3 | 0.8254| 0.6252 | 0.1572| H35 | -0.9995 | 0.8976 | -0.4608
N6 | 0s7i9| 082 | 0313 | HI | 04378 | 06316| 01597
N5 | 05974 | 0.8687 | 03055 | H4 | -0.4338| 0.6276 | -0.1688
NS | 08375 | 0.7087 | 04913 | H2ZA | 09413 | 0.6576| 0.1685
N7 | 03941 | -0.6991| 04812 | H3A | -09442| 06631 | -0.1654
04 | 06651] 06742 | 03518| HBA | -0.7710| 0.6146 | -0.4726
Ol | 06094 | -0.6663| 03446 | H7 | 03699 | -0.6020| 04611
02 | 04413 | -0.8890 | 0.6028 | H40A | -1.1909 | 0.7164 | -0.5066
03 | 04448 | -0.6524| 05991 | H40B | -13113| 08675 | -0.4819
05 | -0.9383| 0.8955 | -0.6125| HAOC | -1.3481| 07128 | -0.4363
06 | 07001 | 06782 | 0.6138
Ca0 | -12538| 0.7592 | -0.4606
Cll | 02486 0.7587 | -0.1475
Clz | 02421 | -07524| 0.1377

2. Powder X-Ray Diffraction

About 200mg were packed into a Philips powder X-ray diffraction (PXRD)
sample holder. The sample was transferred to a Philips MPD unit (45 KV, 40mA, Cu

5 Ka). Data were collected at room temperature in the 2 to 32 20 range {continuous

scanning mode, scanning rate 0.03 degrees/sec., auto divergence and anti scatter slits,
receiving slit: 0.2 mm, sample spinner; ON).

The results of the PXRD pattern and a simulated pattern calculated from the
single crystal data are shown in FIG. 1.

10 Table 4 lists the characteristic PXRD peaks that describe Form N-2 of
Compound ().

Table 4. Characteristic diffraction peak positions (degrees 28 + 0.1) at room
temperature, based on a high quality pattern collected with a diffractometer (cuKa)

15  with a spinning capillary with 20 calibrated with a NIST other suitable standard.
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Form N-2

10.3

12.4

12.8

13.3

13.6

15.5

20.3

21.2

22.4

227

23.7

3. Differential Scanning Calorimetry

Differential scanning calorimetry (DSC) experiments were performed ina TA
Instruments ™ model Q2000, Q1000 or 2920, The sample (about 2-6mg) was
weighed in an aluminum pan and recorded accurately to a hundredth of a milligram,
and transferred to the DSC. The instrument was purged with nitrogen gas adt 50
mL/min. Data were collected between room temperature and 300 °C at 10 °C/min
heating rate. The plot was made with the endothermic peaks pointing down.

The results are shown in FIG. 2.

4. Solid-State NMR (SSNMR)

All solid-state C-13 NMR measurements were made with a Bruker DSX-400,
400 MHz NMR spectromter, High resolution spectra were obtained using high-
power proton decoupling and the TPPM pulse sequence and ramp amplitude cross-
polarization (RAMP-CP) wilh magic-angle spinniﬁg (MAS) at approximately 12 kHz
{A.E. Bennett et al. J. Chem, Phys. 1995, 103, 6951). (G. Metz, X. Wu, and S.0.
Smith, J. Magn. Reson. A., 1994, 110, 219-227). Approximately 70 mg of sample,
packed into a canister-design zirconia rotor was used for each experiment. Chemical

shifts (&) were referenced to external adamantane with the high frequency resonance

a2
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being set to 38.56 ppm (W.L. Earl and D.L. VanderHart, J. Magn. Reson., 1982, 48,
35-54).
The SSNMR spectrum is shown in F1G. 3.
Table 5 lists the characteristic SSNMR peaks that describe Form N-2 of
5  Compound (I).
Table 5: SSNMR peak positions of Form N-2 of Compound (I). Peak
positions & (in ppm) relative to TMS scale. ’

Form N-2

14.8

15.3

19.6

204

25.1

25.6

284

293

293

30.1

323

46.8

51.6

543

55.2

57.5

57.8

58.2

111.7

113.1

125.4

127.4

128.5

132.6
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CLAIMS
What is claimed is:

5 1. Form N-2 of
H3CO

2. Form N-2 of
H300

+ 2HCI OCHj

llll‘

10 characterized by the following unit cell pararneters:
Cell dimensions: a=7.5680 A
b=9.5848 A
c=16.2864 A
o =74.132 degrees
15 B = 84.132 degrees
v =70.646 degrees
Space group Pl
Molecules/unit cell 1 i
wherein measurement of said crystaliine form is at a temperature between about
20 20°Cto about 25 °C. '

3. Form N-2 of

-35.
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10

15

20

HsCO

SN D
SOOI -
\\ Q/ H HN—~¢

characterized by fractional atomic coordinates within the unit cell as listed in Table 3.

iy

- 2HCI OCH;

4, Form N-2 of

HiCO
NH H =
0 0 N N \\
\‘\\ \ Q O \l(\ N
\\ N~ ' N NN o)\H\;\ 0
« 2HCI OCH3

with characteristic peaks in the powder X-Ray diffraction pattern at values of iwo
thetaof 10.3 £0.1,124+0.1,12.8£0.1,13.320.1, 13.6 £0.1, 155+ 0.1, 20.3 +

0.1,21.2+£0.1,22.4 +0.1,22.7 £ 0.1, and 23.7 £ 0.1 at a temperature between about
20°C and about 25 °C.

5_. Form N-2 of

HiaCO />
NH H =
SHL-O-0-408
N i | &
j <“;§/J\ N NN O)?m 0
» 2ZHCI OCH;

characterized by one or more of the following:

a) a unit cell with parameters substantially equal to the following:
Cell dimensions: a=7.5680 A ‘
b=9.5848 A
c=16.2864 A
o =74.132 degrees
P =84.132 degrees
v =70.646 dcgrees

36-
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Space group Pl

Molecules/unit cell 1
wherein measurement of said crystalline form is at a temperature between about 20
°C to about 25 °C;
b) characteristic peaks in the powder X-Ray diffraction pattern at values of two theta
of 103£0.1,124+0.1,128+0.1, 13.3+0.1,13.6 +£0.1, 155+ 0.1, 203 + 0.1,
21.2+0.1,22.4+0.1,22.7 £ 0.1, and 23.7 + 0.1 at a tcmperaturc between about
20°C and about 25 °C; and/or

¢) a melt with decomposition endotherm with onset typically in the range of
225-245°C.

6. Substantially pure Form N-2 of
HsCO

7. The form of Claim 6 wherein said Form N-2 has a purity of at least 95 weight

percent.

8. The form of Claim 6 wherein said Form N-2 has a purity of at least 99 weight
percent.

9. Substantially pure Form N-2 of
H,CO

7N o N 2D
Q/ ﬁ Y] HN{O

- 2HCI OCHj4
with characteristic peaks in the powder X-Ray diffraction pattern at values of two
theta of 103 +0.1,124+0.1,12.8+0.1,13.3£0.1, 13.6 £0.1, 155 £ 0.1, 20.3 +

-37-
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0.1,21.2+0.1,224 £ 0.1, 22.7 £ 0.1, and 23.7 £ 0.1 at a temperature between about

20°C and about 25 °C.

10. A pharmaceutical composition comprising Form N-2 of

HaCO

5 A - 2HCI OCH,
and a pharmaceutically acceptable carrier or diluent.
11. A pharmaceutical composition comprising substantially pure Form N-2 of
Hsc(}\
NH H :/>
0] 0 N “~N
\\*\\( Y Y sL
NN )j‘
NN o 0
Q/E H HN\(
- 2HCI OCH,4
10  and a pharmaceutically acceptable carrier or diluent.
12.  The pharmaceutical composition of Claim 11 wherein said Form N-2 has a
~ purity of at least 95 weight percent. »
15 13, The pharmaceutical composition of Claim 11 wherein said Form N-2 has a

purity of at least 99 weight percent.

A pharmaceutical composition comprising Form N-2 of

14,
HgCB\ N
d N o H 2
~-O-O<T -
CF h 7 g
» 2HCH OCHs

20 in combination with one or two additional compounds having anti-HCV activity.

38-
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15.  The pharmaceutical composition of Claim 14 wherein said Form N-2 has a

purity of at least 90 weight percent.

16.  The pharmaceutical composition of Claim 14 wherein said Form N-2 has a

S purity of at least 95 weight percent.

17.  The pharmaceutical composition of Claim 14 wherein said Form N-2 has a

purity of at least 99 weight percent.

10 18,  The composition of Claim 14 wherein at least one of the additional

compounds having anti-HCV activity is an interferon or ribavirin.

19.  The composition of Claim 18 wherein the interferon is sclected from

interferon alpha 2B, pegylated interferon alpha, consensus interferon, interferon alpha

15 2A, and lymphoblastiod interferon tau.

20.  The composition of Claim 14 wherein at least one of the additional

compounds is selected from interleukin 2, interleukin 6, interleukin 12, a compound

that enhances the development of a type 1 helper T cell response, interfering RNA,
20 anti-sensc RNA, Imigimod, ribavirin, an inosine 5'-monophospate dehydrogenase

inhibitor, amantadine, and rimantadine.

21. - A method of treating HCV infection in a mammal comprising administering

to the mammal a therapeutically-effective amount of Form N-2 of

H,CO
NH H =
) \\\(0 N N L
Moo L
N - SN NN O)?NA o
25 - 2HCI OCH3'

22, The method of Claim 21 wherein said Form N-2 has a purity of at least 90

weight percent.

-39-
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23.  The method of Claim 21 wherein said Form N-2 has a purity of at least 95

weight percent.

24.  The method of Claim 21 wherein said Form N-2 has a purity of at lcast 99

5  weight percent.

25. The method of Claim 21 wherein the mammal is a human.

-40-
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FORMA CRISTALINA DE LA SAL DICLORHIDRATO DE ({1S)-1-{{(2S)-2-(5-

{4 -(2-((25)-1-((25)-2-((METOXICARBONIL)AMINO)-3-METIL BUTANOIL }-2-

PIRROLIDINIL)-1H-IMIDAZOL -5-1L)-4-BIFENILIL)-1H-IMIDAZOL -2-11 }-1-

PIRROLIDINIL)CARBONIL)-2-METILPROPIL)\CARBAMATO DE METILO

REFERENCIA A SOLICITUDES RELACIONADAS
L.a presente aplicacion reivindica el beneficio de la solicitud provisional

de Estados Unidos con nimero de serie 60/954,592 presentada el 8 de agosto
de 2007.

La presente revelacian se refiere, en general, a una forma cristalina de

sal diclorhidrato de ({(15)-1-(((2S)-2-(5-(4'-(2~({2S)-1-((2S)-2-

{(metoxicarbonil)amino)-3-metilbutanoil}-2-pirrolidinil)-1H-imidazol-5-il)-4-
bifenilil)-1H-imidazol-2-il}-1-pirrolidinil)carbonil)-2-metilpropil)carbamato de
metilo. La presente revelacidon se refiere también, en general, a una
composicion farmacéutica qﬁe comprende una forma cristalina, asi como a

procedimientos de uso de una forma cristalina en el tratamiento del virus de la

hepatitis C (HCV) y a procedimientos para obtener dicha forma cristalina.

El virus de la hepatitis C (HCV) es un patégeno humano importante que

se estima que infecta a 170 millones de personas en el mundo,

aproximadamente cinco veces el numero infectado por el virus de

inmunodeficiencia humana de tipo 1. Una fraccion sustancial de estos

individuos  infectados por HCV desarrollan una enfermedad hepatica

progresiva, incluyendo cirrosis y carcinoma hepatocelular.

Actualmente, la terapia de HCV mas eficaz emplea una combinacién de

interferon alfa y ribavirina, que conduce a una eficacia sostenida en el 40% de
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los pacientes. Estudios clinicos recientes demuestran que el interferon alfa
pegilado es superior al interferén alfa no modificado como monoterapia. Sin
embargo, incluso con regimenes terapéuticos experimentales que implican
combinaciones de interferén alfa pegilado y nbavirina, una fraccion sustancial
de los pacientes no tiene una reduccion sostenida de la carga virica. Por tanto,
hay una necesidad clara e insatisfecha de desarrollar productos terapeuticos
eficaces para el tratamiento de infeccion por HCV. |

El compuesto ((1S5)-1-({(2S)-2-(5-(4'-(2-((2S)-1-({2S)-2-((metoxicarbonil)-
amino)-3-metilbutanoil)-2-pirrolidinil)- 1 H-imidazol-5-i1)-4-bifenilil)-1H-imidazol-2-
i)-1-pirrolidinif)carbonil}-2-metilpropil)carbamato de metilo es ll:lt“ ‘para el
tratamiento de la infeccion por HCV. Debido a la dificultad de cristalizar este
compuesto, la formacién de producto puro no ha sido reproducible. Se ha
encontrado que la sal diclorhidrato, representada por la formula (1) y designada
en la presente memoria como compuesto (), puede cristalizarse repetidamente
en un polimorfo particular, designado en la presente memoria como forma N-2,

que ofrece una alta solubilidad acucsa y una excelente capacidad de

purificacion.
H,CO
NH =
0 0 o 2
N N N N
OO~
= H \ HN
- 2HCI OCH,4

Compuesto (l)

En su primer aspecto, la presente revelacidn proporciona la forma N-2
de



56

3
H.CO
NH H =
0
2 N N
SOOI -
N N N 0)\\ 0
- 2HCI OCHj
En un segundo aspecto, la presente revelacion proporciona la forma N-2
de
H,CO
NH H =
S-O-O—T A,
= H % i
- 2HC OCH,

5 caracterizada por los siguientes parametros de celda unitaria:
Dimensiones de celda: a=7,5680 A
b= 9,5848 A
c=16,2864 A
a = 74,132 grados
10 p = 84,132 grados
y = 70,646 grados
grupo espacial P1
moléculas/celda unitaria 1

en los que la medida de dicha forma cristalina es a una temperatura

15  entre aproximadamente 20°C y aproximadamente 25°C.

En un tercer aspecto, la presente revelacion proporciona la forma N-2 de



4
H,CO
5 NH 0 H =
T n-0-0-50E)-
= K © HN\{O
. 2HCI OCH;

caracterizada por coordenadas atémicas fraccionarias en la celda unitaria como

se enumeran en fa Tabia 3.

En un cuarto aspecto, la presente revelacion proporciona fa forma N-2

5 de
H;CO /B
NH oS
N oo~
j <"/: N NN o)\'_l\\r; 0

- 2HC OCHs

con picos caracteristicos en el patrdn de difraccion de rayos X en polvo a
valores de dos teta de 10,3+ 0,1, 124+ 0,1, 128+0,1,13,3+ 0,1, 136+ 0,1,
155+01,203+01,212+01,224+0,1,227 +0,1y 237 +0,1auna

10 temperatura entre aproximadamente 20°C y aproximadamente 25°C, basado

en un patron de alta calidad recogido con un difractémetro (CuKa} con

capilaridad por centrifugado con 20 calibrado con un patron del NIST u otro
adecuado.

En un quinto aspecto, la presente revelacion proporciona la forma N-2
15 de

1
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5
H,CO
NH H o=
- O-O=T S
N N NN o)\{ o)
= H HN%
- 2HC! OCH,

caracterizada por uno o mas de los siguientes:

‘a) una celda unitaria con parametros sustancialmente iguales a los siguientes:

dimensiones de celda: a =7,5680 A

b=9,5848 A

c= 16,2864 A

a = 74,132 grados

p = 84,132 grados

y = 70,646 grados

grupo espacial P1

moléculas/celda unitaria 1

en la que la medida de dicha forma cristalina es a una temperatura entre
aproximadamente 20°C y aproximadamente 25°C;

b) picos caracteristicos en el patrén de difraccion de rayos X en polvo a
valores de dos teta de 10,3+ 0,1,124+01,128+ 0,1, 13,3+0,1,136+ 0,1,
155 +0,1,203+£01,212+01,224 +0,1,227 £ 0,1y 237 +0,1auna
temperatura entre aproximadamente 20°C y aproximadamente 25°C, basado
en un patron de aita calidad recogido con un difractometro (CukKa) con
capilaridad por centrifugado con 26 calibrado con un patron del NIST u otro

adecuado; y/o

¢) una mezcla fundida con endotermia de descomposicién con inicio

tipicamente en el intervalo de 225-245°C.
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En un sexto aspecto, la presente revelaciéon proporciona forma N-2

sustancialmente pura de

H4CO

5 NH 0 K{l E/r\?
SOOI
- S

- 2HCI

Rl

OCH; -
En una primera realizacion del sexto aspecto, dicha forma N-2 tiene una

pureza de al menos un 95% en peso. En una segunda realizacion del sexto

aspecto, dicha forma N-2 tiene una pureza de al menos un 99% en peso.

En un séptimo aspecto, la presente revelacion proporciona forma N-2

sustancialmente pura de
H4CO />

NH H o=
o, \\\\\fo N \ Q O N\K\N \\
R¥ee Y

H HN\(
. 2HC OCH,

tHi

con picos caracteristicos en el patrdn de difraccion de rayos X en polvo a
valores de dos teta de 10,3£0,1,124+ 01,128 £ 0,1, .13,3 +01,136+01,
156 +0,1,203+0,1,21,2+01,224 +0,1,227 +0,1y237 +0,1auna
temperatura entre aproximadamente 20°C y aproximadamente 25°C, basado
en un patron de alta calidad recogido con un difractdmetro (CuKa) con
capilaridad de centrifugado con 26 caIiBrado con un patron def NIST u otro

adecuado.

En un octavo aspecto, la presente revelaciébn proporciona una

composicion farmacéutica que comprende la forma N-2 de



7
H,CO
5 NH n :N
SOOI B
= ° HN{O
- 2HCI OCH;

y un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

En un noveno aspecto, la presente revelacidon proporciona una

composicion farmacéutica que comprende forma N-2 sustancialmente pura de

HaCO
NH H =
S OO -
N ! &
‘\\ N - | m NN O%“;k\<p
s - 2HC

OCH,4

y un portador © diluyente farmacéuticamente aceptable. En una primera
realizacion del noveno aspecto, dicha forma N-2 tiene una pureza de al menos
un 95% en peso. En una segunda realizacion del noveno aspecto, dicha forma
N-2 tiene una pureza de al menos un 98% en peso.

10 En un deécimo aspecto, la presente revelacion proporciona una

composicion farmacéutica que comprende la forma N-2 de

HsCO

- 2HCI

HIRE]

OCH,
en combinacién con uno o dos compuestos adicionales que tienen actividad

anti-HCV. En una primera realizacion del décimo aspecto, dicha forma N-2

15 tiene una pureza de al menos un 90% en peso. En una segunda realizacién del
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décimo aspecto, dicha forma N-2 tiene una pureza de al menos un 95% en
peso. En una tercera reatizacion del décimo aspecto, dicha forma N-2 tiene una
pureza de al menos un 99% en peso.

En una cuarta realizacién del décimo aspecto, al menos uno de los
compuestos adicionales que tienen actividad anti-HCV es un interferon o
ribavirina. En una quinta realizacion del décimo aspecto, el interferén se
selecciona de interferon alfa 2B, interferon alfa pegilado, interferon de
consenso, interferén alfa 2A e interferdn linfoblastoide tau.

En una sexta realizacion del décimo aspecto, la presente revelacion

proporciona una composicion farmacéutica que comprende la forma N-2 de

H,CO
3 NH 0 -
SOOI -
j Ng N N o)\H\N o
- 2HCI OCH,

en combinacion con uno o dos compuestos adicionales que tienen actividad
anti-HCV, en la que al menos uno de los compuestos adicionales se selecciona
de interleucina 2, interleucina 6, interleucina 12, un compuesto que potencia el
desarrollo de una respuesta de linfocito T auxiliar de tipo 1, ARN interferente,

ARN antisentido, Imigimod, ribavirina, un inhibidor de 5'-monofosfato de inosina

deshidrogenasa, amantadina y rimantadina.

En un undéecimo aspecto, la presente revelacion proporciona un
procedimiento de tratamiento de infeccion por HCV en un mamifero que

comprende administrar al mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de
forma N-2 de
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Y
H,CO /3
NH H =
S ° N A — N N L
- O-O<T -,
G -
- 2HCI OCHS-

En una primera realizacion del undécimo aspecto, dicha forma N-2 tiene
una pureza de al menos un 80% en peso. En una segunda realizacién del
undécimo aspecto, dicha forma N-2 tiene una pureza de al menos un 95% en
peso. En una tercera realizacion del undécimo aspecto, dicha forma N-2 tiene
una pureza de al menos un 99% en peso. En una cuarta realizacion del
undécimo aspecto, el mamifero es un ser humano.

Otras realizaciones de la presente revelacion pueden comprender
combinaciones adecuadas de dos o mas de las realizaciones y/o aspectos

dados a conocer en ia presente memoria.

Resultaran evidentes aun otras realizaciones y aspectos de la revelacion
seglin la descripcion proporcionada a continuacion.

Los compuestos de la presente revelacion existen también en forma de
tautémeros; por lo tanto, la presente revelacion comprende también todas las
formas tautoméricas.

La FIG. 1 ilustra patrones de difraccion de rayos X en polvo
experimentales y simulados (CuKa 2=1,54178 A a T = temperatura ambiente)

de la forma cristalina N-2 del compuesto (I).

La FIG. 2 ilustra el patron de calorimetria de barrido diferencial de la

forma cristalina N-2 del compuesto ().

La FIG. 3 ilustra el espectro de RMN en estado soélido de la forma
cristalina N-2 del compuesto (I).
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La revelacion se refiere a una forma cristalina del compuesto ().

H5CO />
NH 0 H =
OO
T\ <\‘/§ N S \(o
- 2HC OCH;

(.

Definiciones

Como se usa en la presente memoria, “polimorfo” designa formas

cristalinas que tienen la misma composicion quimica pero diferentes

disposiciones espaciales de las moléculas, atomos y/o iones que forman el
cristal.

El término “farmacéuticamente aceptable’, como se usa en la presente
memoria, designa aquellos compuestos, materiales, composiciones y/o formas
de dosificacidon gue, dentro del alcance del criterio médico formal, son
adecuados para contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin una
excesiva toxicidad, irritacion, respuesta alérgica u ofras complicaciones
problematicas proporcionales a una relacién de beneficio/riesgo razonable.

El término “sustancialmente puro”, como se usa en la presente memoria,
designa la forma N-2 del compuesto (I) que es mas de aproximadamente un
90% pura. Esto significa que el polimorfo del compuesto (i) no contiene mas de
aproximadamente un 10% de cualquier otro compuesto y, en particular, no
contiene mas de aproximadamente un 10% de cualquier otra forma del
compuesto {1).

El término “cantidad terapéuticamente eficaz”, como se usa en ia

presente memoria, se pretende que incluya una cantidad de las formas
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cristalinas del compuesto (1) que sea eficaz cuando se administra sola o en
combinacion para tratar la hepatitis C. Las formas cristalinas del com‘puesto ()
y las composiciones farmacéuticas dei mismo pueden ser utiles en el
tratamiento de la hepatitis C. Si se usa el compuesto (1) en combinacion con
otra medicacion, la combinacion de compuestos descrita en ia presente
memoria puede dar como resuitado una combinacién sinérgica. La sinergia,

como se describe, por ejemplo, por Chou y Talalay, Adv. Enzyme Regul. 1984,

22, 27-55, aparece cuando el efecto de los compuestos cuando se administran
en combinacién es mayor que el efecto de los compuestos cuando se
administran solos como agentes individuales. |

El término “tratar” designa: (i) evitar que ococurra una enfermedad,
trastorno o afeccion en un paciente que puede estar predispuesto a la
enfermedad, trastorno y/o afeccion pero no se ha diagnosticado todavia que la
tiene; (ii) inhibir la enfermedad, trastorno o afeccion, concretamente, detener su
desarrollo; y/o (iii) aliviar la enfermedad, trastorno o afeccion, concretamente,
causar la regresién de la enfermedad, trastorne y/o afeccion.

En una realizacién, la revelacién proporciona una forma cristalina del
compuesto (I). Esta forma cristalina del compuesto (l) puede emplearse en
composiciones farmaceéuticas que pueden incluir opcionalmente uno o mas
componentes distintos seleccionados, por ejemplo, de! grupo constituido por
excipientes, portadores y uno de otros ingredientes farmacéuticamente activos
o entidades quimicas de diferente estructura molecular.

En una realizacion, ta forma cristalina tiene una homogeneidad de fase

indicada por menos de un 10%, en otra realizacion, la forma cristalina tiene una

homogeneidad de fase indicada por menos de un 5%, y en otra realizacion, la
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forma cristalina tiene una homogeneidad de fase indicada por menos de un 2%
del area de pico total en el pairébn de PXRD medido experimentalmente que
surge de los picos extra que estan ausentes del patron de PXRD simulado. En
otra realizacion, la forma cristalina tiene homogeneidad de fase con menos de
un 1% del area de pico total en el patron de PXRD medido experimentalmente
que surge de los picos extra que estan ausentes del patron de PXRD simulado.

En una realizacion, se proporciona una composicion constituida
esencialmente por la forma cristalina N-2 del compuesto (1). La composicion de
esta realizacion puede comprender al menos un 90% en peso de la forma
cristalina N-2 del compuesto (l), basada en el peso del compuesto (l) en la
composicion. El material restante comprende ofra(s) forma(s) del compuesto
y/o impurezas de reaccién y/o impurezas de procesamiento que surgen de su
preparacion.

La presencia de impurezas de reaccion y/o impurezas de procesamiento
puede determinarse mediante técnicas analiticas conocidas en la técnica tales
como, por ejemplo, cromatografia, espectroscopia de resonancia magnética
nuclear, espectrometria de masas o espectroscopia infrarroja.

Preparacion general de materiales cristalinos:

Las formas cristalinas pueden prepararse mediante una variedad de
procedimientos incluyendo, por ejemplo, cristalizacion o recristalizacion a partir
de un disolvente adecuado, sublimacion, crecimiento a partir de una mezcla
fundida, transformacion en estado sélido desde otra fase, cristalizacion a partir
de un fluido supercritico y pulverizacion por chorro. Las técnicas para
cristalizacion o recristalizacion de formas cristalinas a partir de una mezcla de

disolventes incluyen, por ejemplo, la evaporacién del disolvente, reducir la
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temperatura de la mezcla disolvente, siembra de cristales en una mezcla de
disolventes supersaturada de la molécula y/o sal, liofilizacion de la mezcia de
disolventes y adicion de antidisolventes (contradisolventes) a la mezcla de
disolventes. Pueden emplearse técnicas de alto rendimiento para preparar
formas cristalinas incluyendo polimorfos. Los cristales de medicamentos,
incluyendo polimorfos, procedimientos de preparacion y caracterizacion de
cristales de medicamentos se discuten en “Solid-State Chemistry of Drugs”,
S.R. Byrn, R.R. Pfeiffer y J.G. Stowell, 22 edicién, SSCI, West Lafayette,
Indiana (1999).

Para las técnicas de cristalizacion que emplean disolvente, la eleccion
del disolvente o disolventes es tipicamente dependiente de uno o mas factores
tales como la solubilidad del compuesto, la técnica de cristalizacion y |a presion
de vapor del disolvente. Pueden emplearse combinaciones de disolventes, por
ejemplo, el compuesto puede disolverse en un primer disolvente para
proporcionar una solucién, seguido de la adicién de un antidisolvente para
reducir la solubilidad del compuesto en la solucidn y para proporcionar la
formacién de cristales. Un antidisolvente es un disolvente en el que el
compuesto tiene baja solubilidad.

£n un procedimiento para preparar cristales, se suspende ylo' agita un
compuesto en un disolvente adecuado para proporcionar una suspension
espesa, que puede calentarse para promover la disolucion. El término
“suspension espesa’, como se usa en la presente memoria, significa una
solucion saturada del compuesto que puede contener también una cantidad

adicional del compuesto para proporcionar una mezcla heterogénea del

compuesto y un disolvente a una temperatura dada.
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Pueden anadirse cristales simientes a cualquier mezcla de cristalizacion
para promover la cristalizacién. La siembra puede emplearse para controlar el
crecimiento de un polimorfo particular o para controlar la distribucion def
tamano de particula del producto cristaline. En consecuencia, el calculo de la
cantidad de simiente necesaria depende del tamano de la simiente disponible y
del tamafio deseado de una particula de producto media como se describe; por

ejemplo, en “Programmed Cooling of Batch Crystallizers,” JW. Mullin y J. Nyvit,

Chemical Engineering Science, 1971, 26, 369-377. En general, son necesarias
simientes de pequefio tamano para controlar eficazmente el crecimiento de
cristales en el lote. Las simientes de pequefic tamafio pueden generarse
tamizando, moliendo o micronizando cristales grandes, o mediante
microcristalizacion de soluciones. Debe tenerse cuidado de que el molido o

micronizacidon de cristales no dé como resultado ningdn cambic en la

cristalinidad de la forma cristalina deseada (concretamente, cambio a amorfa u

otro polimorfo).

Puede filtrarse a vacio una mezcla de cristalizacion enfriada, y los

solidos aislados pueden lavarse con un disolvente adecuado tal como

disolvente de recristalizacion fria, y secarse con purga ‘de nitrégeno

proporcionando la forma cristalina deseada. Los sodlidos aislados bueden
analizarse mediante una técnica espectroscopica o analitica adecuada, tal
como resonancia magnetica nuclear en estado sélido, calorimetria de barrido
diferencial, difraccion de rayos X en polvo o similares, para asegurar la

formacion de la forma cristalina preferida del producto. La forma cristalina

resultante se produce tipicamente en una cantidad de mas de

aproximadamente un 70% en peso de rendimiento aislado preferiblemente mas
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de un 90% en peso de rendimiento aislado, basado en el peso del compuesto
empleado originalmente en el procedimiento de cristalizacion. El producto
puede comolerse o pasarse a traves de un tamiz de malla para desagregar el
producto, en caso necesario.

Las formas cristalinas pueden prepararse directamente a partir del
medio de reaccion del proceso final para preparar compuesto (l). Esto puede
conseguirse, por ejemplo, empleando en la etapa final del proceso un
disolvente ¢ una mezcla de disolventes a partir del cual pueda cristalizarse el
compuesto (I). Como alternativa, pueden obtenerse formas cristalinas mediante
técnicas de destilacion o de adicion de disclvente. Los disolventes adecuados
con este fin incluyen, por ejemplo, los disolventes no polares y disolventes
polares anteribrmente mencionados, incluyendo disolventes polares préticos
tales como alcoholes y disolventes polares aproticos tales como cetonas.

la presencia de mas de un polimorfo en una muestra puede
determinarse mediante técnicas tales como difraccidn de rayos X en polvo
(PXRD) o espectroscopia de resonancia magnética nuclear en estado sélido
(SSNMR). Por ejemplo, la presencia de picos exitra en un patron de PXRD
medido experimentalmente cuando se compara con un patron de PXRD
simulado puede indicar mas de un polimorfo en la muestra. Puede calcularse el
PXRD simutado a partir de los datos de rayos X en monocristal. Véase Smith,
DK., “A FORTRAN Program for Calculating X-Ray Powder Diffraction

Patterns,” Lawrence Radiation Laboratory, Livermore, California, UCRL-7196
(abril de 1963).

Caracterizacion:

La forma N-2 del compuesto (}) puede caracterizarse usando diversas
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técnicas cuya operacion es bien conocida por los expertos en la técnica. Los
ejemplos de procedimientos de caracterizacion incluyen, pero sin limitacion,
difraccion de rayos X en monocristal, difraccion de rayos X en polvo (PXRD),
patrones de rayos X en polvo simulados (Yin, S.; Scaringe, R. P.; DiMarco, J.;

Galella, M. y Gougoutas, J. Z., American Pharmaceutical Review, 2003, 6, 2,

80), calorimetria de barrido diferencial (DSC), RMN-"2C en estado sélido (Earl,

W.L. y Van der Hart, D. L., J. Magn. Reson., 1982, 48, 35-54), espectroscopia

Raman, espectroscopia infrarroja, isotermas de absercion de humedad, analisis
gravimeétrico térmico (TGA) y técnicas de placa caliente.

Las formas pueden caracterizarse y distinguirse usando difraccion de
rayos X en monocristal, que esta basada en las medidas de celda unitaria de
un monocristal de forma N-2. Se properciona una descripcion detallada de las
celdas unitarias en Stout y Jensen, “X-Ray Structure Determination: A Practical
Guide”, Macmillan Co., Nueva York (1968), capitulo 3, que se incorpora a la
presente memoria por referencia. Como alternativa, la disposicién Gnica de

atomos en relacidn espacial en la reticula cristalina puede caracterizarse segin

las coordenadas atomicas fraccionarias observadas. Es otro medio de

caracterizacion de la estructura cristalina mediante el perfil de difraccion de
rayos X en polvo, en el que se compara el perfil de difraccion con un perfil
simulado que representa material en polvo puro, ambos procesados a la misma
temperatura analitica, y medidas de la forma en cuestién caracterizadas por

una serie de valores de 20.

Un experto en la técnica apreciara que puede obtenerse un patron de

difraccién de rayos X con una medida de error que depende de las condiciones

de medida empleadas. En particular, es generalmente conocido que las
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intensidades en un patron de difraccion de rayos X pueden fluctuar
dependiendo de las condiciones de medida empleadas. Deberia entenderse
adicionaimente que las intensidades relativas pueden variar también
dependiendo de las condiciones experimentales y, en consecuencia, el orden
exacto de intensidad no deberia tenerse en cuenta. Adicionalmente, es
fipicamente un error de medida del angulo de difraccion para un patrén de
difraccion de rayos X convencional de aproximadamente un 5% o menor, y
dicho grado de error de medida deberia tenerse en cuenta como parte de ios
angulos de difraccidon anteriormente mencionados. En consecuencia, ha de
entenderse que las formas cristalinas de la présente revelacion no estan
limitadas a las formas cristalinas que proporcionan patrones de difraccion de
rayos X en polvo completamente idénticos a los patrones de difraccion de rayos
X en polvo descritos en las figuras adjuntas dadas a conocer en a presente
memoria. Cualquier forma cristalina que proporcione un patron de difracciéon de
rayos X, termograma de DSC o espectro de SSNMR sustancialmente idéntico a
los dados a conocer en las figuras adjuntas cae dentro del alcance de la
presente revelacion. La capacidad de estimar las identidades sustanciales de

patrones de difraccion de rayos X esta dentro del alcance de un experto en la

técnica.

Utilidad:

La forma N-2 del compuesto (l), sola o en combinacion conl otros
compuestos, puede usarse para tratar infeccion por HCV.

La presente revelacion proporciona también composiciones que
comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de ia forma N-2 del

compuesto (1) y al menos un portador farmacéuticamente aceptable.
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El ingrediente activo, concretamente la forma N-2 del compuesto (1),
comprende tipicamente en dichas composiciones de 0,1% en peso a 99,9% en
peso de la composicidn, y a menudoc comprende de aproximadamente 5 a 95%
en peso. En algunos casos, el pH de la formulacidon puede ajustarse con

modificadores farmacéuticamente aceptables (tales como carbonato de calcio y

oxido de magnesio) para potenciar la estabilidad del compuesto formulado o su

forma de suministro. Las formulaciones del polimorfo de la presente revelacion

pueden contener también aditivos para la potenciacidon de la absorcion y

biocdisponibitidad.

Las composiciones farmaceuticas de esta revelacion pueden

administrarse por via oral, parenteral o mediante un deposito implantado. El

término parenteral como se usa en la presente memoria incluye inyeccion

subcutanea, intracutanea, intravenosa, intramuscular, intraarticular,

intrasinovial, intrasternal, intratecal e intralesional o técnicas de infusion.

Las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de una

- preparacién inyectable esteéril, por ejemplo, en forma de una suspension

acuosa u oleaginosa inyectable estéril. Esta suspensidon puede formularse
segun técnicas conocidas en la técnica usando agentes dispersantes o
humectantes y agentes de suspension adecuados. Los detalles referentes a la
preparacion de dichos compuestos son conocidos por los expertos en la

técnica.

Cuando se administran por via oral, las composiciones farmacéuticas de

esta revelacion pueden administrarse en cualquier forma de dosificacion
oraimente aceptable incluyendo, pero sin limitacion, capsulas, comprimidos y

suspensiones y soluciones acuosas. En el caso de comprimidos para uso oral,
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los portadores que se usan habitualmente incluyen lactosa y almidon de maiz.

Pueden anadirse también agentes lubricantes tales como estearato de

magnesio. Para administracion oral en forma de capsula, los

portadores/diluyentes dtiles incluyen lactosa, polietilenglicol de alto y bajo peso

molecular y almidén de maiz secado. Cuando se administran por via oral

suspensiones acuosas, se combina el ingrediente activo con agentes

emulsionantes y de suspension. Si se desea, puederi anadirse ciertos agentes

edulcorantes y/o aromatizantes y/o colorantes.
Pueden encontrarse ofros portadores adecuados para las
composiciones observadas anteriormente en textos farmacéuticos estandar,
por ejemplo, en "Remington's Pharmaceutical Sciences", 19® ed., Mack
Publishing Company, Easton, Penn,, 1995. Son conocidos por los expertos en
la técnica detalles adicionales referentes al disefio y preparacion de formas de
suministro adecuadas de las composiciones farmacéuticas de la revelacion.
Son tipicos niveles de dosificacion de entre aproximadamente 0,05 vy
aproximadamente 100 miligramos por kilogramo ("mg/kg") de peso corporal al
dia, mas especificamente entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 50
mg/kg de peso corporal al dia de los compuestos de la revelacion en una
monoterapia para la prevencion y/o el tratamiento de enfermedad mediada por
HCV. Tipicamente, las composiciones farmacéuticas de esta revelacion se
administraran de aproximadamente 1 a aproximadamente 3 veces al dia o,
como alternativa, en forma de una infusion continua. Dicha administracién
puede usarse como terapia crénica o aguda. La cantidad de ingrediente activo

que puede combinarse con los materiales portadores para producir una forma

de dosificacion unica variara dependiendo del hospedador tratado y del modo
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de administracién particular.

Como apreciara el experto en la técnica, pueden ser necesarios dosis
menores o0 mayores que las citadas anteriormente. Los regimenes de
dosificacion y tratamiento especificos para cualquier paciente particular
dependeran de una serie de factores, incluyendo la actividad del compuesto
especifico empleado, la edad, el peso corporal, el estado de salud general, el
género, la dieta, el momento de administracion, la duracién del tratamiento, la
tasa de excrecion, la combinacién de medicamentos, la gravedad y curso de la
infeccion, la predisposicion del paciente hacia la infeccion y el criterio del
médico que trata. En una realizacion, son formulaciones de dosificacion unitaria
aquelias que contienen una dosis o subdosis diaria, como se cita anteriormente

en la presente memoria, o una fraccion de la misma, de un ingrediente activo.

En general, el ftratamiento se inicia con dosificaciones pequefas

sustancialmente menores que la dosis 6ptima del péptido. Después de elio, se
aumenta la dosificacion mediante pequefios aumentos hasta alcanzar el efecto

optimo segun las circunstancias. En general, el compuesto se administra lo

mas deseablemente a un nivel de concentracion que proporcionara

generalmente resultados antiviricos eficaces sin causar efectos secundarios
dafinos o perjudiciales.

Cuando las composiciones de esta revelacion comprenden una
combinacion del polimorfo de la revelacion y uno o mas agentes terapéuticos o
profitacticos adicionales, tantc el compuesto como el agente adicional estan
habituaimente presentes a niveles de dosificacion de entre aproximadamente
10 y 100%, y mas preferiblemente, entre aproximadamente 10 y 80% de la

dosificacidn administrada normalmente en un régimen de monoterapia. La

1%
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administracion de uno o mas agentes adicionales puede ocurrir antes, después
o simultaneamente al polimorfo de la presente revelacion.

Cuando el polimorfo se formula junto con un portador farmacéuticamente
aceptable, la composicion resultante puede administrarse in vivo a mamiferos
tales como el hombre para inhibir NS5A o para tratar o prevenir infeccion por el
virus HCV. Dicho tratamiento puede conseguirse también usando el polimorfo
de esta revelacion en combinacidn con agentes que incluyen, pero sin
fimitacion: agentes inmunomoduladores tales como interferones; otros agentes
antiviricos tales como ribavirina, amantadina; otros inhibidores de NS5A;
inhibidores de otras dianas en el ciclo vital del HCV tales como helicasa,
proteasa, polimerasa, metaloproteasa o sitic de entrada a ribosoma interno; o
combinaciones de las mismas. Los agentes adicionales pueden combinarse

con el polimorfo de esta revelacion para crear una forma de dosificacion unica.

Como alternativa, estos agentes adicionales pueden administrarse

separadamente a un mamifero como parte de una forma de dosificacion
muttiple.

La tabla 1 siguiente enumera algunos ejemplos ilustrativos de
compuestos que pueden administrarse con los compuestos de esta revelacion.
Los compuestos de la revelacion pueden administrarse con otros compuestos
con actividad anti-HCV en terapia de combinacion, unida o separadamente, o

combinando los compuestos en una composicion.

Tabla 1

Tipo de ’
Nombre

Clase fisiolégica | inhibidor

_ o | Compaiiia fuente
comercial

diana
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Tipo de
Nombre
Clase fisiologica | inhibidor o | Compania fuente
comercial
diana
Inhibidor de
NIM811 Novartis
ciclofilina
Inmunomodula
Zadaxin Sciclone
dor
Azul de
Suvus Bioenvision
metileno
Actilon Agonista de |
Coley
(CPG10101) TLRY
Inhibidor de p-| Tulank inc., South
Batabulina (T67) | Anticanceroso
tubulina San Francisco, CA
ISIS
Pharmaceuticals
Inc, Carlsbad,
|SIS 14803 Antivirico Antisentido
CA/Elan
Phamaceuticals Inc.,
Nueva York, NY
| Endo
_ Pharmaceuticals
Summetrel Antivirico Antivirico
Holdings Ing.,
Chadds Ford, PA
GS-9132  (ACH-| - o Inhibidor de
Antivirico Achillion / Gilead
806) HCV
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Tipo de
Nombre
Clase fisiologica | inhibidor o | Compafiia fuente
comercial
diana

Compuestos de

pirazolopirimidina

y sales del )
: Inhibidores de | Arrow  Therapeutics
documento  WO- | Antivirico
HCV Ltd.
2005047288
26 de mayo de
2005
1 Inhibidor de | Ribapharm Inc.,
Levovirina Antivirico
' IMPDH Costa Mesa, CA
Vertex
Merimepodib Inhibidor de
Antivirico Pharmaceuticals
(VX-497) IMPDH
Inc., Cambridge, MA
XTL
XTL-6865 (XTL- Anticuerpo
Antivirico Biopharmaceuticals
002) monocional
Lid., Rehovot, lsreal
Vertex
Telaprevir Inhibidor de | Pharmaceuticals
(VX-950, LY- | Antivirico serinproteasa Inc., Cambridge,
570310) NS3 MA/ Eli Lilly v Co.
Inc., Indianapolis, IN
| Inhibidor de
HCV-796 Antivirico Wyeth / Viropharma
L | replicasa NS5B
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‘ Tipo de
Nombre )
Clase fisiolégica | inhibidor o | Compafiia fuente
comercial _
diana
] inhibidor de _
NM-283 Antivirico Idenix / Novartis
replicasa NS5B
Inhibidor de | Gene Labs /
GI-59728 Antivirico _
replicasa NS5B | Novartis
|
Inhibidor de | Gene Labs /
GL-60667 Antivirico
replicasa NS5B | Novartis” J
Inhibidor de
2’C MeA Antivirico Gilead
replicasa NS5B
Inhibidor de
PSI 6130 Antivirico Roche
replicasa NS5B
L
Inhibidor de
R1626 Antivirico Roche
replicasa NS5B
|
2C Inhibidor de
Antivirico Merck
Metiladenosina replicasa NS5B
, Inhibidor de | Japan Tobacco Inc.,
JTK-003 Antivirico
RdRp Tokyo, Japén
ICN
Levovirina Antivirico Ribav_irina Pharmaceuticals,
Costa Mesa, CA
Schering-Plough
Ribavirina Antivirico

Ribavirina

Corporation,

Kenilworth, NJ
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Tipo de
Nombre ‘
Clase fisiologica | inhibidor o | Compania fuente
comercial '
diana
| Profarmaco de | Ribapharm Inc.,
Viramidina Antivirico
ribavirina Costa Mesa, CA
Ribozyme
Heptazima Antivirico Ribozima Pharmaceuticals
Iinc., Boulder, CO
L I
Boehringer
Inhibidor de | Ingelheim Pharma
BILN-2061 Antivirico
serinproteasa KG, Ingelheim,
Alemania
, Inhibidor de
SCH 503034 Antivirico Schering Plough
serinproteasa
SciClone
Inmuno- Inmuno-
Zadazim Pharmaceuticals
modulador modulador
inc., San Matec, CA
1 Maxim
Inmuno- Inmuno-
Ceplene Pharmaceuticais
modulador modulador
Inc., San Diego, CA
Inmuno- F. Hoffmann-La
CeliCept Inmunosupresor | supresor de | Roche LTD, Basilea,
{ IgG de HCV

Suiza j
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Tipo de
Nombre _
Clase fisiologica | inhibidor o | Compafdia fuente
comercial
diana
Inmuno- Nabi
Civacir inmunosupresor | supresor de | Biopharmaceuticals
IgG de HCV Inc., Boca Raton, FL
Human Genome
IFN-o2b de
Albuferon-a Interferén Sciences Inc.,
albumina
Rockville, MD
1
InterMune
Infergen A Interferdn IFN alfacon-1 Pharmaceuticals
Inc., Brisbane, CA
intarcia
Omega IFN Interferén IFN-o
Therapeutics
Transition
IFN-B yl
IFN-g y EMZ701 | Interferén Therapeutics  Inc.,
EMZ701
Ontario, Canada
Serono, Ginebra,
Rebif Interferon IFN-B1a
Suiza
{
_ F. Hoffmann-La
Roferon A Interferon IFN-a2a Roche LTD, Basilea,
Suiza
Schering-Plough
Intron A Interferon IFN-02b Corporation,
Kenilworth, NJ
|
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Tipo de
Nombre
_ Clase fisiologica | inhibidor o | Compariia fuente
comercial _
diana
|
RegeneRx
Biopharmiceuticals
Intron A y IFN-o2b/ol- Iinc., Bethesda, MD/
Interferon
Zadaxin timosina SciClone
Pharmaceuticals
l Inc, San Mateo, CA
Schering-Plough
IEN-
Rebetron Interferdn Corparation,
o2bfribavirina ‘
Kenilworth, NJ
InterMune nc.,
Actimmune Interferén INF-y
Brisbane, CA
Interferon-p Interferén Interferén-B-1a | Serono
IFN de larga _
Multiferon Interferdn Viragen/VValentis
duracion
IFN-an1 GlaxoSmithKiine plc,
Wellferon Interferon '
linfoblastoide Uxbridge, UK
. Viragen Inc.,
Omniferon Interferon IFN-a natural
Plantation, FL
F. Hoffmann-La
IFN-a2a
Pegasys Interferén Roche LTD, Basilea,
pegilado
Suiza
L

>0
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Tipo de
Nombre
Clase fisiologica | inhibidor o | Compafiia fuente
comercial
diana
IFN-a2a
Maxim
Pegasys y pegilado/ '
Interferon Pharmaceuticals
Ceplene inmuno- )
Inc., San Diego, CA
modulador
T FN-o2a F Hoffmann-La
Pegasys y ) .
Interferon PEGilado/ Roche LTD, Basilea,
ribavirina
ribavirina Suiza
Schering-Plough
IFN-a2b
PEG-Intron Interferon Corporation,
PEGilado
Kenilworth, NJ
IFN-a2b Schering-Plough
PEG-intron /
Interferon PEGilado/ Corporation,
ribavirina
ribavirina Kenilworth, NJ
Indevus
Proteccion
IP-501 Antifibrotico Pharmaceuticals
hepatica
inc., Lexington, MA
Idun
Proteccion Inhibidor de
IDN-6556 Pharmaceuticals
hepatica caspasa
inc., San Diego, CA
InterMune
ITMN-191 (R- Inhibidor de
Antivirico Pharmaceuticais
7227) serinproteasa
Inc., Brisbane, CA
L
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r Tipo de
Nombre
Clase fisiologica | inhibidor o | Compania fuente
comercial
diana
Inhubidor de
GL-59728 Antivirico Genelabs
replicasa NS5B
Agonista de
ANA-971 ' Antivinco Anadys
TLR-7

Otro aspecto de esta reveiacidbn proporciona procedimientos de

inhibicion de la actividad NS5A de HCV en pacientes mediante la

administracion de! polimorfo de la presente revelacion.

En una realizacion, estos procedimientos son utiles en la reduccion de la
actividad NS5A de HCV en el paciente. Si la composicion farmacéutica
comprende solo el polimorfo de esta revelacibn como componente activo,
dichos procedimientos pueden comprender adicionalmente la etapa de
administrar a dicho paciente un agente seleccionado de un agente
inmunomodulatorio, un agente antivirico, un inhibidor de NS5A de HCV o un
inhibidor de otras dianas del ciclo vital del HCV tales como, por ejemplo,
helicasa, polimerasa, proteasa o metaloproteasa. Dicho agente adicional puede
administrarse al paciente antes, simultaneamente o después de fa
administracion de los compuestos de esta revelacién. |

En otra realizacion, estos procedimientos son Utiles para inhibir la
replicacion virica en un paciente. Dichos procedimientos pueden ser Gtiles en el
tratamiento o prevencién de enfermedad por HCV.

El polimorfo de la revelacion puede usarse también como reactivo de

laboratorio. El polimorfo puede ser crucial para proporcionar herramientas de
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investigacion para disefar ensayos de replicacion virica, validacion de sistemas
de ensayo animales y estudios de biologia estructural para potenciar
adicionalmente el conocimiento de los mecanismos de enfermedades por HCV.

El polimorfo de esta revelacion puede usarse también para tratar o
prevenir la contaminacion virica de materiales y por lo tanto reducir el riesgo de

infeccion virica de personal de laboraterio o médico que entra en contacte con

dichos materiales, por ejemplo, sangre, tejido, instrumental y prendas

quirdrgicas, instrumental y prendas» de laboratorio y aparatos y materiales de
recogida o transfusion de sangre.
Los siguientes ejemplos no limitantes son ilustrativos de la revelacion.
EJEMPLOS

Q
Br

Br
0

Preparacion del compuesto 2
Se cargo6 un matraz de fondo redondo de 3 bocas de 1 | equipado con un
conducto de nitrégeno, agitador de varilia y termopar con 20 g (83,9 mmol, 1
equiv) de 1,1-(bifenil-4,4"-diil)dietanona, 200 mi de CH,Cl, y 8,7 ml (27,1 g,
169,3 mmol, 2,0? equiv) de bromo. Se dej6 agitar la mezcla en atmésfera de
nitrbgeno durante aproximadamente 20 horas en condiciones ambientales. Se
cargo la suspension espesa resultante con 200 mi de CH,Cl, y se concentrd

hasta aproximadamente 150 ml mediante destilacion a vacio. Se intercambio
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entonces el disolvente de la suspension espesa por THF hasta un volumen
diana de 200 ml mediante destilacion a vacio. Se enfrié l1a suspenéién espesa a
20-25°C durante 1 hora y se dejo agitar a 20-25°C durante 1 hora adicional. Se
filtraron los sélidos cristalinos blanquecinos y se lavaron con 150 mi de CH,Cls.
Se sec6 el producto a vacio a 60°C, proporcionando 27,4 g (69,2 mmol, 82%)
del producto deseado: RMN-'H (400 MHz, CDCl) & 7,95-7,85 (m, 4H), 7,60-
7,50 (m, 4H), 4,26 (s, 4H); RMN-"*C (100 MHz, CDCls) & 191,0, 145,1, 1338,
129,9, 127,9, 30,8; IR (KBr, cm™') 3007, 2950, 1691, 1599, 1199; Anal calc.
para C4eH2Br-02: C, 48,52, H, 3,05; Br, 40,34. Encontrado: C, 48,53; H, 3,03;

Br, 40,53. EMAR calculado para CigHizBr0; (M + H; DCI*):
Encontrado: 394, 9292 P f..224-226°C.

394,9282.

o

’Boc,
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Preparacién del compuesto 3
Se cargd un matraz con camisa de 500 ml equipado con un conducto de
nitrogeno, termopar y agitador de varilla con 20 g (50,5 mmol, 1 equiv) de
compuesto 2, 22,8 g (105,9 mol, 2,10 equiv) de 1-(terc-butoxicarbonil)-L-prolina
y 200 ml de acetonitrilo. Se enfrid la suspension espesa a 20°C seguido de la
adicion de 18,2 mi (13,5 g, 104,4 mmol, 2,07 equiv) de DIPEA. Se calenté a

suspension espesa a 25°C y se dej6 agitar durante 3 horas. Se lavé Ia solucién
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transparente organica resultante con 3 x 100 ml de NaCl acuoso al 13% en
peso. Se intercambi6 el disolvente de 1a solucion rica en acetonitrilo por tolueno

(volumen diana = 215 ml) mediante destilacion a vacio hasta que hubo menos

~de 0,5% en peso de acetonitrifo.

Boc.
N
H
“
|
C(L\N \L-N
H
N\

Preparacion del compuesto 4
Se cargo la solucidn de tolueno del compuesto 3 con 78 g (1,011 moles,
20 equiv.) de acetato de amonio y se calenté a 95-100°C. Se dejé agitar la
mezcla a 95-100°C durante 15 horas. Después de la terminacion de la
10 reaccion, se enfrio la mezcla a 70-80°C y se cargd con 7 ml de acido acético,
40 m! de n-butanol y 80 ml de acido acético acuoso al 5% en vol. Se dividid la
fase bifasica resultante manteniendo una temperatura > 50°C. Se carg6 la fase
organica enriquecida con 80 mi de acido acético acucso al 5% en vol, 30 ml de
acido acético y 20 mi de n-butanol manteniendo una temperatura > 50°C. Se
15 dividié la solucion bifasica resultante manteniendo una temperatura > 50°C Y ée
lavd la fase organica enriquecida con 80 ml adicionales de acido acético
acuoso al 5% en vol. Se intercambio entonces el disolvente de la fase organica
enriquecida por toluenc hasta un volumen diana de 215 ml mediante destilacion
a vacio. Se cargaron 64 ml de metanol manteniendo una temperatura > 60°C.
20 Se calentd la suspension espesa resultante a 70-75°C y se envejecid durante 1

hora. Se enfri6 la suspension espesa a 20-25°C durante 1 hora y se envejecio

a esa temperatura durante 1 hora adicional. Se filtro la suspensién espesa y se
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lavo la torta con 200 ml de tolueno:metancl 10:3. Se secd el producto a vacio a
70°C, dando como resultado 19,8 g (31,7 mmol, 63%) del producto deseado:
RMN-"H (400 MHz, DMSO-ds) & 13,00-11,00 (s, 2H), 7,90-7,75 (m, 4H), 7,75-
7,60 (m, 4H), 7,60-7,30 (s, 2H), 4,92-4,72 (m, 2H), 3,65-3,49 (m, 2H), 3,49-3,28
(m, 2H), 2,39-2,1 (m, 2H), 2,10-1,87 (m, 6H), 1,60-1,33 (s, 8H), 1,33-1,07 (s,
10H); RMN-">C (100 MHz, DMSO-ds) & 154,1, 153,8, 137,5, 126,6, 125,0, 78,9,
78,5, 55,6, 55,0, 47,0, 46,7, 33,7, 32,2, 28,5, 28,2, 24,2, 23,5; IR (KBr, em™)
2975, 2876, 1663, 1407, 1156, 1125; EMAR calculada para CigHasNeO4 (M + H;
ESI™): 625,3502. Encontrada: 625,3502. P f.: 190-195°C (descompuesto).

4 HC!
N \ \X‘D
H |

Preparacion del compuesto 5

Se cargaron 25,0 g de compuesto 4 (40,01 mmol, 1 equiv) en un reactor
de 250 ml equipado con un conducto de nitrégeno y agitador de varilla, seguido
de 250 mi de metanol y 32,85 ml (400,1 mmol, 10 equiv) de HCI| acuoso 6 M
Se aumentd la temperatura a 50°C y se agito a 50°C durante 5 horas. Se enfrio
la suspension espesa resultante a 20-25°C y se mantuvo con agitacion durante
aproximadamente 18 horas. La filtracion de la suspensién espesa proporcioné
un solido que se lavo sucesivamente con 100 ml de 90% de metanol/agua (v/v)
y 2 x 100 ml de metanol. Se secd la torta himeda en una estufa a vacio a 50°C
durante una noche, dando 18,12 g (31,8 mmol, 79,4%) del producto deseado.

Recristalizacion del compuesto 5 |
Se cargaron 17,8 g del compuesto 5 anterior en un reactor de 250 ml

equipado con un conducto de nitrdgeno y un agitador de‘varilia, seguido de 72
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mi de metanol. Se agitd la suspensidn espesa resultante a 50°C durante 4
horas, se enfrid a 20-25°C y se mantuvo con agitacion a 20-25°C durante 1
hora. La filtracion de la suspension espesa proporciond un sélido cristalino que
se lavo con 60 ml de metanol. Se seco la torta seca resultante en una estufa a
vacio a 50°C durante 4 dias, proporcionando 14,7 g (25,7 mmol, 82,6%) del
producto purificado: RMN-"H (400 MHz, DMSO-dg) & 10,5-10,25 (a, 2H), 10,1-
9,75 (a, 2H), 8,19 (s, 2H), 7,05 (d, J = 8,4, 4H), 7,92 (d, J = 8,5, 4H), 5,06 (m,
2H), 3,5-3,35 (m, 4H), 2,6-2,3 (m, 4H), 2,25-2,15 (m, 2H), 2,18-1,96 (m, 2H);
RMN-"2C (100 MHz, DMSO- dg) & 156,86, 142,5, 139,3, 128,1, 127.5, 1261,
116.9, 53,2, 45,8, 29,8, 24,3, IR (KBr, cm™) 3429, 2627, 1636, 1567, 1493,
1428, 1028. Anal calc. para CzsH32NsCla: C, 54,75; H, 5,65; Cl, 24,86, ajustado
para 1,9% de agua: C, 53,71; H, 5,76; N, 14,46; Cli, 24,39. Encontrado: C,

53,74, H, 5,72; N, 14,50, Cl, 24,49; KF =1,9. P.f.: 240°C (descompuesto).

H,CO
2 HCH

g NH o ' H E/P\>
SOOI A,
C L

OCH,4

Preparacion del compuesto ()

Se cargé secuencialmente un matraz con camisa de 1 | equipado con un
conducto de nitrdgeno y agitador de varilla con 100 ml de acetonitrilo, 13,69 g
(89,4 mmol, 2,5 equiv) de hidrato de hidroxibenzotriazol, 15,07 g (86 mmol, 2.4
equiv) de N-(metoxicarbonil)-L-valina, 16,46 g (85,9 mmol, 24 equiv) de
clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida y 100 m! adicionales
de acetonitrilo. Se agito la solucion resultante a 20°C durante 1 hora y se cargd

con 20,4 g (35,8 mmol, 1 equiv) de compuesto purificado 5. Se enfrid la

27
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suspension espesa aproximadamente a 0°C y se afadieron 1847 g (142,9
mmol, 4 equiv) de diisopropiletiiamina durante 30 minutos manteniendo una
temperatura inferior a 10°C. Se calentd lentamente la solucion a 15°C durante 3
horas y se mantuvo a 15°C durante 12 horas. Se cargoé la solucion resultante
con 120 ml de NaCl acuoso al 13% en peso y se calentd a 50°C durante 1
hora. Después de enfriar a 20°C, se anadieron 100 ml de acetato de isopropilo.
Se filtré la solucion bifésiéa a través de un filtro de 0,45 um y se dividid la
mezcla. Se lava la fase organica enriquecida con 2 x 240 ml de una sotuciéon de
NaOH 0,5 N que contenia 13% en peso de NaCl, seguido de 120 m! de NaCl
acuoso al 13% en peso. Se intercambid entonces el disolvente de la mezcla por
acetato de isopropilo mediante destilacién a vacio con un volumen diana de
400 ml. Se enfrig la solucidn turbia a 20°C y se filtr6 a través de un filtro de 0,45
pm. Se intercambi¢ entonces el disolvente de la solucién transparente por
etanol mediante destilacibn a vacio con un volumen diana de 140 mi. Se
afadieron 66,4 ml (82,3 mmol, 2,3 equiv) de HCI 1,24 M en etanol manteniendo
una temperatura de 50°C. Se cargd entonces la mezcla con 33 mg (0,04 mmol,
0,001 equiv) de cristales simientes de compuesto (I} (véase la preparacion a
continuacion) y se agitd la suspensién espesa resultante a 50°C durante 3
horas. Se enfrio la mezcla a 20°C durante 1 hora y se envejecié a esa
temperatura durante 22 horas adicionales. Se filtro la suspension espesa y se
lavé la torta humeda con 100 ml de acetona:etanol 2:1. Se secaron los solidos

a vacio en una estufa a vacio a 70°C, dando 22,15 g (27,3 mmol, 76,3%) del
producto deseado.
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Tratamiento con carbono y recristalizacién del compuesto (1)

Se preparé una solucién del compuesto (1) disolviendo 3,17 g de
compuesto () anterior en 22 ml de metanol. Se pasoé la solucién a través de un
filtro Cuno Zeta Carbon® 53SP de 47 mm a ~34,5 kPa a un caudal de ~58
mi/min. Se aclaro el fitro de carbono con 32 ml de metanci. Se concentré la
solucion hasta 16 m! mediante destilacion a vacio. Se anadieron 15,9 m! de
acetona y 5 mg de cristales simientes del compuesto (I) (véase el
procedimiento a continuacion) manteniendo una temperatura de 40-50°C. Se
cargb entonces la suspension espesa resultante con 32 mi de acetona durante
30 minutos. Se mantuvo la suspension espesa a 50°C durante 2 horas, se
enirio a 20°C durante aproximadamente 1 hora y se mantuvo a 20°C durante
aproximadamente 20 horas. Se filtraron los solidos, se lavaron con 16 mi de
acetona:metanol 2:1 y se secaron en estufa a vacio a 60°C, dando 2,14 g
(67,5%) de compuesto (1) purificado: RMN-"H (400 MHz, DMSO-ds 80°C): 8,02
(d, J=8,34 Hz, 4H), 7,97 (s, 2H), 7,86 (d, J=8,34 Hz, 4H), 6,75 (s, 2H), 5,27 (t,

=6,44 Hz, 2H), 417 (t, J=6,95 Hz, 2H), 3,97-4,11 (m, 2H), 3,74-3,90 (m, 2H),
3,57 (s, 6H), 2,32-2,46 (m, 2H), 2,09-2,31 (m, 6H), 1,91-2,07 (m, 2H), 0,88 (d,
J=6,57 Hz, 6H), 0,79 (d, J=6,32 Hz, 6H); RMN-">C (75 MHz, DMSO-ds): &
170.9, 156,9, 149,3, 1391, 131,7, 1271, 126,5, 125,9, 115,0, 57,9, 52,8, 51,5,
47,2, 31,1, 289, 249, 196, 17,7, IR (puro, cm™): 3385, 2971, 2873, 2669,
1731, 1650. Anal. calc. para CsoHsoNgOsCly: C, 59,18: H, 6,45; N, 13,80; CI,
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8,73. Encontrado: C, 59,98; H, 6,80, N, 1368, Cl, 877. Pf.

(descompuesto).

267°C

Preparacion de cristales simientes del compuesto (1)

Se carg6 un matraz de fondo redondo de 250 ml con 6,0 g (10,5 mmol, 1
equiv) de compuesto 5, 3,87g (22,1 mmol, 2,1 equiv) de N-(metoxicarbenil)-L-
valina, 4,45g (23,2 mmol, 2,2 equiv) de clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-
3-etilcarbodiimida, 0,289 g (2,14 mmuol, 0,2 equiv) de 1-hidroxibenzotriazol y 30
ml de acetonitrilo. Se cargé entonces la suspension espesa resultante con 7,33
mi (42,03 mmol, 4 equiv) de diisopropiletilamina y se dejé agitar a 24-30°C
durante aproximadamente 18 horas. Se cargo la mezcla con 6 ml de agua y se
calentd a 50°C durante aproximadamente 5 horas. Se enfridé la mezcla y se
cargd con 32 ml de acetato de etilo y 30 ml de agua. Se separaron las fases y
se lavo la fase organica enriquecida con 30 mi de NaHCO; acuoso al 10% en
peso, 30 ml de agua y 20 mi de NaCl acuoso al 10% en peso. Se seco
entonces ia fase organica rica sobre MgSQ,, se filtré y se concentré hasta un
residuo. Se purifico entonces el material bruto mediante cromatografia
ultrarrapida (gel de silice, 0-10% de metanol en diclorometano), proporcionando
ta base libre del compuesto (l).

Se disolvid la base libre del compuesto (1) {0,03g) en 1 ml de isopropano!
a 20°C. Se afiadio HCI anhidro (70 pl, disuelto en etanol, aproximadamente
concentracion 1,25 M) y se agito la mezcla de reaccion. Se afiadio a la solucion
metil-ferc-butiléter (1 ml) y se agito vigorosamente la suspension espesa
resuitante a 40°C a 50°C durante 12 horas. Se enfrid la suspensién espesa

cristalina a 20°C y se filtrd. Se secd al aire la torta seca a 20°C. Se obtuvo un

s¢lido cristalino blanco (forma N-2 del compuesto (1)).
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Se analiz6 la forma N-2 usando uno ¢ mas de los procedimientos de

ensayo descritos a continuacion.

1 Medidas de rayos X en monocristal

Se us6 un difractometro Bruker APEX2 Kappa CCD equipado con un

. anodo giratorio generador de radiacion Cu Ka (A = 1,54178 A) para recoger los

datos de difraccion a temperatura ambiente. Se llevaron a cabo la indexacion y
procesamiento de los datos de intensidad medidos con el paquete de
software/coleccidon de programas APEX2 (APEX2 Data collection and
processing user interface: APEX2 User Manual, v1.27; BRUKER AXS, INc.,
5465 East Cheryl Parkway, Madison, Wl 53711, EE.UU.). Los parametros de
celda unitaria finales se determinaron usando el conjunto entero de datos.

Se resolvio la estructura mediante procedimientos directos y se refind
mediante las técnicas de minimos cuadrados de la matriz completa, usando el
paquete de software SHELXTL (Sheldrick, GM. 1997, SHELXTL. Structure
Determination Programs. Version 5.10, Bruker AXS, Madison, Wisconsin,
EE.UU.). La funcién minimizada en los refinamientos era =w(|F,| - |F)°. R se
define como Z ||F| - |Fe|[/Z |Fo| mientras que Ry = [Zu( [Fof - [F)¥/Zw [Fof]"2, en
la que w es una funcidn de ponderacion apropiada basada en los errores de las
intensidades observadas. Se examinaron mapas de diferencia de Fourier en
todas las etapas del refinamiento. Se refinaron todos los atomos no de
hidrégeno con parametros de desplazamiento térmico anisotropico. Los atomos
de hidrégeno asociados al enlace de hidrégeno se localizaron en los mapas de
diferencia de Fourier finales, mientras que las posiciones de los otros atomos
de hidrogeno se calcularon a partir de una geometria idealizada con longitudes

y angulos de unién estandar. Se asignaron factores de temperatura isotrépicos
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y se incluyeron en los calculos del factor estructural con parametros fijos.

Se muestran en ia Tabla 2 los datos cristalinos de la forma N-2. Se
enumeran en la Tabla 3 las coordenadas atémicas fraccionarias. Debe
entenderse por cualquier experto en la técnica que son posibles ligeras
variaciones en las coordenadas y se considera que estan dentro del alcance de

la presente revelacion.

Tabla 2. Datos cristalinos de la forma N-2

Temperatura temperatura ambiente
Longitud de onda 1,54178 A
Sistema cristalino, grupo espacial Triclinico, P1
Dimensiones de la celda unitaria a = 7,5680(2) A alfa= 74,132(2) °
b=9,5848(3) A beta=84.132(2)°
c=16,2864(5) A gamma = 70.646(2)°
Volumen 1072,06(5) A®
Z, densidad calculada 1, 1,257 mg/m®
Tabla 3. Coardenadas atdmicas
Fl‘omo X Y 12 Atomo [ X Y Z 1
c7 0,0807 | -0,0688] 0,0165 | H3 0,0264 | 0,2281 | -0,0035
C16 -0,5489] 0,4635 | -0,1121| H17 -0,7884| 0,4046 | -0,0848
Ca -0,08071 0,0688 | -0,0165| H2 -0,219210,4393 | -0,0575
C18 -0,7034) 0,6975 | -0,1863 | H5 -0,25491 -0,03801 -0,0365

C13 0,5516 | -0,4628) 0,1105 | H6 -0,5015| 0,1728 [ -0,0892

C156 0,7037 |-0,6988| 0,1841 | H9 10,6090 | -0,1737] 0,0755

C3 -0,07891 0,2157 |-0,0218| H14 0,7875 | -0,4013
E}‘IO 0,3885 | -0,3317]0,0771 | H12 -0,0376

06,0906
-0,2264 | 0,0165

(s
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Atomo | X B% Z Afomo | X Y Z

C1 -0,38951 0,3303 | -0,0781| H11 0,2109 | -0,4403 0,0683
C17 -0,733510,4794 | -0,1115| H8 0,2590 | 0,0389 | 0,0270
C2 -0,2275) 0,3428 | -0,0531| H19 0,8664 | -0,8827| 0,2693
C5 -0,24581 0,0584 | -0,0412| H20A 70.6721 -0,941110,1489
Co6 -0,3950 0,1847 | -0,0720; H20B | 0,8848 | -1,0218| 0,1745
C9 0,3978 | -0,1858| 0,0641 | H22A | 0,4299 | -0,9831} 0,2863
C14 0,7330 [ -0,4774(0,1143 | H22B | 0,6433 | -1,0623] 0,3720
c12 0,0728 | -0,2143 0,0290 | H24 0,4288 | -0,8972| 0,4553
C11 0,2233 | -0,3439 0,0597 | H29A | 0,3610 | -0,6896( 0,7199
C8 0,2471 [-0,057310,0347 [ H29B | 0,5410 |-0,6388| 0,7042
C19 0,7480 | -0,85651 0,2404 | H29C | 0,5552 | -0,8060|0,7046
C20 0,7591 —.0,9804 0,1959 { H26A | 0,0099 | -0,56691 0,3086
c22 0,5494 | -1,0075]0,3126 | H26B | 0,2158 | -0,5619] 0,2923
C24 0,3932 | -0,7895]| 0,4232 | H26C | 0,1027 |-0,516010,3723
C28 0,4299 | -0,7573(0,5628 | H25 0,2074 | -0,8105| 0,3478
C29 0,4783 | -0,7007] 0,6895 | H21A | 0,6629 | -1,1660| 0,2427
LCZS 0,1249 | -0,5830| 0,3353 [ H21B | 0,8099 |{-1,1619] 0,3036
C25 0,1972 1 -0,7461) 0,3866 | H27A ] 0,0368 | -0,7163] 0,4938
C21 0,7052 | -1,0999]| 0,2661 | H27B | 0,1093 1-0,8874(0,4894
C27 0,0588 | -0,783410,4569 | H27C |-0,0572|-0,7699] 0,4319
C23 0,5435 | -0,7711| 0,3553 | H30 -0,627110,8706 |-0,2714
C30 -0,74401 0,8547 | -0,2454| H31A |.0,92491 0,9498 | -0,1547
C34 -0,8171]0,7743 | -0,3628| H31B | -0,7674( 1,0278 | -0,1856

4%
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Atomo | X Y 4 Atomo | X Y Z
C31 )—0,8522 0,9853 | -0,2037| H33A 1-1,1460] 0,9828 | -0,2916
C33 \—1,0373 1,0092 1-0,3191] H33B | -1,0659{ 1,0635 | -0,3783
C32 i-0,9782 1,1019 | -0,2736 | H32A |-1,0859] 1,1679 |-0,2499
C38 1-0,8340 0,7734 | -0,6748} H32B | -0,9111} 1,1645 | -0,3120
C36 ‘—1,1117 0,7288 | -0,3922| H36 -1,1758} 0,7856 | -0,3502
C39 \-0,6953 0,7302 {-0,7067 | H39A | -0,787410,7037 | -0,7301
\637 [—1,0485 0,5605 | -0,3464 | H39B |-0,5733|0,6820 | -0,7276
G35 -0,947710,7893 | -0,4312| H39C [-0,7221{0,8392 | -0,7235
N1 0,5385 \-0,6067 0,1637 | H37A {-1,1562| 0,5276 | -0,3279
[N4 -0,5358| 0,6044 | -0,1590| H37B |-0,9757| 0,5444 | -0,2977
N2 0,8232 \-O,GZﬂ 0,1585 | H37C |-0,9736| 0,5027 |-0,3846
N3 -0,8254‘0,6252 -0,1572| H35 [ -0,9995] 0,8976 |-0,4608
[NS -0,8719]0,8722 | -0,3123| H1 0,4378 | -0,6316| 0,1597
| N5 0,5974 {-0,8687; 0,3055 | H4 -0,43381 0,6276 | -0,1688
N8 -0,8375] 0,7087 | -0,4913| H2A ] 0,9413 [-0,6576( 0,1685
N7 0,3941 | -0,6991} 0,4812 | H3A -0,94421 0,6631 | -0,1654
04 -0,665110,6742 | -0,3518| H8A -0,7710| 0,6146 | -0,4726
01 0,6094 | -0,6663]| 0,3446 | HY 0,3699 | -0,6020| 0,4611
02 0,4413 ' -0,8890{ 0,6028 | H40A | -1,1909] 0,7164 [ -0,5066
03 0,4448 | -0,6524| 0,5991 | H40B | -1,3113]| 0,8675 | -0,4819
05 -0,9383} 0,8955 | -0,6125] H40C |[-1,3481|0,7128 | -0,4362
06 -0,7001|0,6782 | -0,6138
[C40 -1,253810,7592 -0,4606t L

|

a4
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Atomo | X Y Z Atomo | X Y Z W

\CH -0,2486| 0,7587 | -0,1475

i
Ci2 0,2421 [ -0,7524 0,1377

| |

2. Difraccion de rayos X en polvo

Se empaquetaron aproximadamente 200 mg en un soporte para
muestras de difraccion de rayos X en polvo (PXRD) Philips. Se transfirio la
muestra a una unidad Philips MPD (45 KV, 40mA, Cu Ku). Se recogieron los
datos a temperatura ambiente en el intervalo 20 de 2 a 32 (modo de barrido
continuo, velocidad de barrido 0,03 grados/s, ranuras de autodivergencia y
antidispersion, ranura receptora: 0,2 mm, cenirifugador de muestra: encendido.

Se muestran en la FIG. 1 los resultados del patron de PXRD y un patron

simulado calculado a partir de los datos en monocristal.

La Tabla 4 enumera los picos de PXRD caracteristicos que describen la
forma N-2 del compuesto (I).
Tabla 4. Posiciones de pico de difraccion caracteristicos (grados 26 + 0,1) a
temperatura ambiente, basados en un patréon de alta calidad recogido con un

difractometro (cuKa) con un capilar giratorio con 26 calibrado con un patron del
NIST u otro adecuado.

s

Forma N-2 ]

10,3

12,4

12,8

13.3

13,6

16,5
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20,3

212

224

22,7

23,7

3. Calorimetria de barrido diferencial

T T T

Se realizaron experimentos de calorimetria de barrido diferencial (DSC)
en un TA instruments™ modelo Q2000, Q1000 o 2820. Se peso la muestra
(aproximadamente de 2-6 mg) en un platilo de aluminio, se registré
exactamente a una centésima de miligramo y se transfirié a la DSC. Se purgd
el instrumento con gas nitrégeno a 50 mi/min. Se recogieron los datos a entre
temperatura ambiente y 300°C a 10°C/min de velocidad de calentamiento. Se
realizé la representacion con los picos endotérmicos apuntando hacia abajo.

Se muestran los resuftados en la FIG. 2.

4. RMN en estado sdlido (SSNMR)

Se realizaron todas las medidas de RMN-">C en estado sélido con un
espectrometro de RMN Bruker DSX-400, a 400 MHz. Se obtuvieron espectros
de alta resolucion usando desacoplamiento de proton de alta potencia y la
secuencia de impulsos TPPM y polarizacion cruzada con amplitud en pendiente

(RAMP-CP) con rotacion en angulo magico (MAS) aproximadamente a 12 kHz

(A.E. Bennett et al. J. Chem. Phys. 1995, 103, 6951). (G. Metz, X. Wu y S.0O.

Smith, J. Magn. Reson. A., 1994, 110, 219-227). Se usaron aproximadamente
70 mg de muestra empaquetada en un rotor de circonio con disefio de bote
para cada experimento. Los desplazamientos quimicos (3) se referenciaron a

adamantano externo, fijandese la resonancia de alta frecuencia a 38,56 ppm
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(W.L. Early D.L. VanderHart, J. Magn. Reson., 1982, 48, 35-54).

Se muestra el espectro de SSNMR en la FIG. 3.

La Tabla 5 enumera los picos caracteristicos de SSNMR que describen

la forma N-2 del compuesto ().

Tabla 5: Posiciones de pico de SSNMR de la forma N-2 del compuesto

(). & de posiciones de pico (en ppm) respecto a la escala de TMS.

-

Forma N-2

14,8

15,3

19,6

204

251

25,6

28,4

29,3

29,3

30,1

32,3

468

516

54,3

552

575 .

57,8
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58,2

111,7

113,1

1254

1274

128,5

132,6

133,7

138,8

150,5

151,9

156,7

169,9
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Habiendo descrito la invencion como antecede, se declara como propiedad lo

contenido en las siguientes

REIVINDICACIONES
5 1. Forma N-2 de
H,CO />
NH H =
o O N N
OO
Q/g ﬁ O NP
« 2HCI OCHj
2. Forma N-2 de
H4CO /3
NH o H =
SOOI
\\ {l/z N NG P
- 2HCI OCH,

10 caracterizada por los siguientes parametros de celda unitaria:
dimensiones de celda: a = 7,5680 A
b= 9,5848 A
c=16,2864 A
a =74,132 grados
15 f = 84,132 grados
y = 70,646 grados
grupo espacial P1

moléculas/celda unitaria 1

en la que la medida de dicha forma cristalina es a una temperatura entre
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aproximadamente 20°C y aproximadamente 25°C.

3. Forma N-2 de

H4CO
7~NH H -
SOOI A
h " y - Oﬁ; .
- 2HC) OCHs

5 caracterizada por coordenadas atémicas fraccionarias en la celda unitaria como

se enumeran en la Tabla 3.

4. Forma N-2 de
H4CO
S~ N /A N TN A
HN
- 2HCl %

10 con picos caracteristicos en et patron de difraccion de rayos X en polvo a

valores de dos tetade 10,3 +0,1,124+0,1,128+0,1,133+0,1,136 £ 0,1,
155+0,1,203+0,1, 212+ 01,224 +01, 227 +0,1y237 +0,1auna

temperatura entre aproximadamente 20°C y aproximadamente 25°C.

15 5. Forma N-2 de



10

15
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H,CO

A\ ‘ NN }\\
- 2HCI

OCHj

1k

caracterizada por uno o mas de los siguientes:

a) una celda unitaria con parametros sustancialmente iguales a los siguientes:
dimensiones de celda; a=7,5680A

b=9,5848 A

c = 16,2864 A

a = 74,132 grados

B = 84,132 grados

y = 70,646 grados

grupo espacial P1

moléculas/celda unitaria 1

en la que la medida de dicha forma cristalina es a una temperatura entre
aproximadamente 20°C y aproximadamente 25°C;

b) picos caracteristicos en el patron de difraccion de rayos X en polvo a
valores de dos tetade 10,3 +0,1,124+0,1,128+0,1,13,3+0,1, 13,6 £ 0,1,
155+ 0,1, 203 £ 0,1, 212+ 0,1,224 + 0,1, 227 + 01y 23,7 £ 0,1 a una
temperatura entre aproximadamente 20°C y aproximadamente 25°C; y/o

c) una mezcla fundida con endotermia de descomposiciéon con inicio

tipicamente en el intervalo de 225-245 °C.

6. Forma N-2 sustanciaiments pura de
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H,CO
NH H =
SOOI S
N { N
N - I N NN d}jj 0
= N
2HCI OCH;
7.

La forma de ia reivindicacion 6 en la que dicha forma N-2 tiene

una pureza de al menos un 95% en peso.

8. La forma de ia reivindicacién 6 en la gue dicha forma N-2 tiene

una pureza de al menos un 99% en peso.

9. Forma N-2 sustancialmente pura de

H,CO

TSy N\
A T S

HN\{
10 - 2HC OCH,

con picos caracteristicos en el patron de difraccidn de rayos X a valores de dos
tetade 10,3£0,1,124+£0,1,128+0,1,13,3+£0,1,13,6 +0,1, 15,5+ 0,1, 20,3
+01,212+01,224+01,227 +01y 23,7 + 0,1 a una temperatura entre
aproximadamente 20°C y aproximadamente 25°C.

15

10.  Una composicién farmacéutica que comprende la forma N-2 de
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H4CO
NH H =
VN - [L\{ - O}\HYN 0
] . 2HCl \{OCHg,

y un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

11.  Una composicion farmacéutica que comprende forma N-2

5 sustancialmente pura de

H,CO
5 NH o § = \\
N7 N
< UD-O-O<T
. H HN
- 2HCI OCH,

y un portador o diluyente farmaceéuticamente aceptable.

12.  La composicién farmacéutica de la reivindicacion 11, en la que

13 dicha forma N-2 tiene una pureza de al menos un 95% en peso.

13. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 11, en la que

dicha forma N-2 tiene una pureza de al menos un 99% en peso.

15 14, Una composicion farmacéutica que comprende la forma N-2 de



-« 2HCH OCHs
en combinacién con uno o dos compuestos adicionales que tienen actividad

anti-HCV.

15.  La composicion farmacéutica de la reivindicacion 14, en la que

5
dicha forma N-2 tiene una pureza de al menos un 90% en peso.
16. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 14, en la que
dicha forma N-2 tiene una pureza de al menos un 95% en peso.
10

17.  La composicién farmacéutica de la reivindicacion 14, en la que

dicha forma N-2 tiene una pureza de al menos un 99% en peso.

18. La composicion de la reivindicacion 14, en la que al menos uno

15 de los compuestos adicionales que tiene actividad anti-HCV es un interferén o

ribavirina.

19.  La composicioén de la reivindicacion 18, en la que et interferon se
selecciona de interferon alfa 2B, interferon alfa pegilado, interferén de

20 consenso, interferon alfa 2A e interferon linfoblastoide tau.

20.  La composicion de la reivindicacion 14, en la que al menos uno
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20

52

de los compuestos adicionales se selecciona de interleucina 2, interleucina 6,
interleucina 12, un compuesto que potencia el desarrollo de una respuesta de

linfocitos T auxiliares de tipo 1, ARN interferente, ARN antisentido, Imigimod,

ribavirina, un inhibidor de 5-monofosfato de inosina deshidrogenasa,

amantadina y rimantadina.

21.  Un procedimiento de tratamiento de una infeccion por HCV en un

mamifero que comprende administrar al mamifero una cantidad

terapéuticamente eficaz de forma N-2 de

H,CO
NH H =
OO~ g
\\ N N NN N
Z 0
= H HN
Z2HCI OCH,
22.

El procedimiento de la reivindicacion 21, en el que dicha forma N-

2 tiene una pureza de al menos un 90% en peso.

23.  El procedimiento de la reivindicacion 21, en el que dicha forma N-

2 tiene una pureza de al menos un 85% en peso.

24 El procedimiento de la reivindicacién 21, en el que dicha forma N-

2 tiene una pureza de al menos un 99% en peso.

25 El procedimiento de la reivindicacién 21, en el que el mamifero es

un ser humano.
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RESUMEN

La presente revelacion se refiere, en general, a una forma cristalina de

sal  diclorhidrato  de (1S)-1-((28)-2-(5-(4'(2-(2S)-1-((25)-2-

((metoxicarbonil)amino)-3-metitbutanoil)-2-pirrolidinil)-1H-imidazol-5-il)-4-
bifenilil)-1H-imidazol-2-il)-1-pirrolidinil)carbonil)-2-metilpropil)carbamato de
metilo. La presente revelacion se refiere también, en general, a una
composicion farmacéutica que comprende una forma cristalina, asi como a

procedimientos de uso de una forma cristalina en el tratamiento de hepatitis C y

a procedimientos para obtener dicha forma cristalina.
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Vill-3-1 |Declaration: Entitlement to claim
priority
Declaration as to the applicants - |in relation to this international
! entiflement, as at the internaticnal filing 1i ti
i date, o claim the priority of the earlier [2PP+1C& 1°_n
application specified below, where the
applicant is not the applicant who filed
the earlier application or where the
applicant's name has changed since the
filing of the earlier application {(Rutes
4.17{iii) and 51bis.1{a)(iii))
Name BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY
1 is entitled to claim priority of earlier
‘ application No. 60/954,592 by virtue of
| the following:
mm&ui an assignment from KIM, Soojin to
! BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY, dated 09
I August 2007 (09.08.2007)
wW3“i an assignment from GAO, Qi to RRISTOL-
L MYERS SQUIBB COMPANY, dated 09 August
| 2007 (09.08.2007)
VHI-3-1G| - an assignment from YANG, Fukang to

V)

BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY, dated 14

August 2007 (14.08.2007)
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Declaration: Entitiement to apply for
and be granted a patent

Declaraticn as to the applicant's
entitlement, as at the international filing
date, to apply for and be granted a
patent {Rules 4.17(ii) and S1bis.1(a)(ii}},
in a case where the declaration under
Rule 4.17{iv) is not appropriate:

Name (LAST, First)

in relation to this international
application

BRISTOL-MYERS SQUIBR COMPANY is entitled

to apply for and be granted a patent by
virtue of the following:

V-2

v)
!
|
1

an assignment from KIM, Soojin to
BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY, dated 09
August 2007 (09.08.2007)

VIl-2-1i
v)

i
1

an assignment from GAQ, Qi to BRISTOL-
MYERS SQUIBB COMPANY, dated 09 August
2007 (09.08.2007)
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v
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an assignment from YANG, Fukang to
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Apoderado{a) y/o Representante de
BRISTOL - MYERS SQUIBB COMPANY

REFERENCIA Radicacién No. 10 11972
Solicitud internacional PCT/US2008/071734
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Tramite 11
Evento 378
Actuacidn 416
Oficio No. 10202
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