(t

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Delegatura de propiedad Industrial

Divisiéon de Nuevas Crew—-
5% \

OLICI

PATENTE DE INVENCION

- PCT ENTRADA EN FASE NACIONAL -

e 06126673

'54. TiTULo CRISTAL ESTABLE DE COMPUESTO 4-0XOQUINOLINA

51. CLASIFICACION INTERNACIONAL

1. SOLICITANTE JAPAN TOBACCO INC.

DOMICILIO 2-1, Toranomon 2-chome, Minato-ku, Tokyo 105-8422. JAPON

/4. APODERADO DRA. MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO

, 34 (l, 2000
2. BOGOTA, D. C.,

! - =
iFOFlMA P-10) ; :‘g
[




¢ = )
SUPERNTENDENCIA DE INEAGTHIA ¥ COMERCIO
Industria y Comercio R w5t Ow 202D WUECREACIONES
SUPERINTENDENC!A T eACIOWAL
A 411 PRESENTACION  Folios: W47 .,
FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
SOLICITUD DE
@
[ X ]Patente dé invencién -""Jtatents de Modsio de Utitidad.
mmpllulol Dmmlo [
Nortre JAPAN TOBACCO INC #"
IDENTIRIGACION
SOLICITANTE {T1) 1 Direcclén 2 ¢ Torapomon 2-chome Minato
f K, Tokyo 1058422 - JAPON {G c B ny O
Naclonglidad o Domiclic  Tokyo JAPON
Lugar de Consttucién JAPON
. Teléfono Fax
: E-mall
(3
Nombra MARGARITA CASTELLANOS A. IDENTIFICACION
REPRESENTANTE
0 APODERADO (74) Direccién CALLE 84A No. 7TA-09 lcc [x] Nt [
Teléfono 6107420 Fax 810 0708 ce O oo []
Cual
Emal  nfocestellancevco com Nomero 38778654 TPA T0 819 CSJ
O — S L
Nombre VER ANEXO #1
INVENTOR (ES) {72}
Direcciém
Naclonalided o Domicllio,
(&) PCT(88)
Solichud Intsriacional No PCTIIP2006/009804 Fecha {9/0512006
Publicadén intemacional No WO 2006/113508 4/ Fecha 01/1272006
(8) Thuio (54) CRISTAL ESTABLE DE COMPUESTO 4-OXOQUINOLINA

e

(7) Clasificacion Intsrnacional (51} CD7D 218/58 AB1K 31/47 ABIP 34/18

(8) Prioridad {33) Pals de Origen (32) Fecha (31) Namera de Salleitud
JP 202004
sig] N [
Compiobahte db pajgo Nb 08-82.362 Fecha Diclomhbre 1de 2008

instruccionee para el diligenclamiento del presents formulario, ver reverso de esta pigina.




Anexos

Comprobante de pago de |a tasa de presentacidn de la solicitud

Documento que acrediia la existencla y representacidn legal cuando el solicitanie sea persona juridica

Poderes sl fuere el caso junto con ia sustiuvcidn del mismo a mi favor

Documento de cesién del inventor al solicitante o a au causante

Declaraclones

Copla de la solicitud iIntemacional (Resumen descripcién revindicaciones dibujos)

Traductidn de la solicitud Intemacional al castellano (Resumen descripcidn reivindicaciones dibujos)

Copla del examen preliminar Imtemactonal efectuado por ia Autoridad Intemacional de Examen Preliminar {IPEA)
Traducclén del examen preliminar intemacional efectuada por la IPEA

De ser ¢l caso copla del contrato de acceso

De eer ol caso documento que acredite ia heencia o autorizacidn de uso de conocdmientos tradicsonales de las
comunidades Indigenas

De ser ol caso ceriificado de depdsito del material bloldgico
Aste final 12x12 I

De ser ¢l caso informacidn sobre otras soliciiudes de patente o titulos obtenidos en el exiranjero por 8l miamo ttular
o au causante elaconadas parcial o totalmenta con la Invenctn de sata solicitud

De ser ol casp modificaciones efectuadas a la sohciud intemacional
Otros Tarjeta Propletario Tarjeta Temética y Extracto para la Publicacién , Formato PCT/BI1/304
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CASTELLANOS & CO LTDA
ABOGADOS
Calle 84 A No. 7 A-09
Bogotd, D.C. - COLOMBIA

NOMBRE

1 MOTOHIDE S8ATOH /

2 TAKAHISA uorouumy'

3 TAKASHI MATSUDA /

4  KENTARO KONDO /

§ - KOJIANDO
8 KOJI MATSUDA

7 SHUJI MIYAKE

8 HIDETO UEHARA /

ANEXO # 1
INVENTOR(ES) (72)

DIRECCION

c/o Central Phamaceutical
Institute of Japan Tobacco
Murasaki-cho, Takatsuki-shi,
5691125, JAPON

c/o Central Phamaceutical
Institute of Japan Tobacco
Murasaki-cho, Takatsuki-shi,
5601125, JAPON

c/lo Central Pharmaceutical
Iingtitute of Japan Tobacco
Murasaki-cho, Takatsuki-shi,
5891125, JAPON

¢/o Central Phammaceutical
Institute of Japan Tobacco

Murasaki-cho, Takatauki-shi,
5691125, JAPON
c/o Central Phammaceutical

Institute of Japan Tobacco

Murasaki-cho, Takatsuki-shi,
5691125, JAPON
c¢/lo Central Phamaceutical

Institute of Japan Tobacco

Murasaki-cho, Takatsuki-shi,
5691125, JAPON
c/o Central Phamaceutical

Institute of Japan Tobacco

Murasaki-cho, Takatsuki-shi,
5691125, JAPON
¢/o Central Phamaceutical

Institute of Japan Tobacco
Murasaki-cho, Takatsuki-ghi,
5691125, JAPON

Research
Inc., 1-1,
Osaka,

Research
Ine., 1-1,
Osaka,

Research
Inc.,, 1-1,
Osaka,

Research
Inc., 14-1,
Osaka,

Research
Inc., 1-1,
Osaka,

Research
Inc., 1-1,
Osaka,

Research
Inc., 11,
Osaka,

Research
Inc., 1-1,
Osaka,

NACI NALIDAD
O DOMICILIO

JAPONES

JAPONES

JAPONES

JAPONES

JAPONES

JAPONES

JAPONES

JAPONES
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TOTAL ¢ s £63,900.00
SCH:  CUATROCIENTOS SESENTA Y TRES MIL PESOS

<

RECIBC DE CAJA APLICADO AL EXPEDIENTE Ma.

143



ALVARO CASTELLANOS M. & CIA
ABOQADOS
Calle 84 A No. 7 A-DD
Apuarindo 8348
Bogotd, D.C. ~ COLOMBIA

Sefior

Jefe de la Divisién de Nuevas Creaclones
Superintendencia de Industria y Comercio

Ministerio de Comercio, Desarrollo, Industria y Turismo

E. S. D.

Ref.. PODER conferido por la sociedad JAPAN TOBACCO INC.

Yo, XIMENA CASTELLANOS ABONDANO, mayor de edad, identificada y domicillada como
aparece al pi6 de mi fima, atentaments manifiesto a Uds. que sustituyo en i{a Dra.
MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO, el pcder que me confiri6 la sociedad JAPAN
TOBACCO INC., con domicilio en 2-1, Toranomon 2-chome, Minato-ku, Tokyo 105-8422,
JAPON debidamente legalizado por Apostilla, bajo los Nos. 02041 y 02042 ol dia 14 de
Junio de 2004, con las mismas facultades que me fueron conferidas, para tramitar la

solicitud de Patente PCT Entrada en Fase Nacional en Colombia, para: CRISTAL ESTABLE -
DE COMPUESTO 4-OXOQUINOLINA.-

Del Sefior Jefe, Acepto

ena Castellanoa Abondano M :aﬂhﬁutolq“os Abondano TO\
C.C. No. 38.773.330 de Usaquén C.C. No. 39.779.654 de Usaquén
T.P.A. No. 58.236 del C.S.J. T.P.A. No. 70.819 del C.S.J.
Calle 94A No. 7A-08 — Bogota, D.C. Calle 84A No. 7A-09 - Bogota, D.C.
Teléfonos: 6107420 — 6107480 Teléfonos: 6107420 — 8107480

Bogotd, D.C.
XCAMCA/1421

G:WUSER\DEPARTAMENTO DE PATENTES\PATENTES\1421\WMEMORIAL DE SUSTITUCION.doc
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4q 26 -FNPCT , 4927 FAI

G 7
- PODER POWER OF ATTORNEY
B fog suscrito (9 JAPAN TOBACCO INC, | twe) the undersigned _ 2pan Tobacco Inc.
domiciiado &) en 2-1 , Toranomon 2-chome, Minato~ ' 2-1, Tormmomon 2-chome, Mm.

Tokyo 105-8422 Jepan |

ku, Tokyo 105-8422 - JAPON

nombra{n) por &l presente 'a XIMENA CASTELLANOS A. y}o
MARGARITA CASTELLANGS A, abogadas con oficinas en Ia Curera 9 No. 93
0%, Bogotl - Colombia para

hereby grant(s) Power of Attamey to XIMENA CASTELLANOS A. and/or
mmnm&mmumsmw
Bogotd - COLOMBIA 1D

* ¥ para obtener ka proteccidn de mi (nuestra) propledad industrial y con este
fin autorizamos a dichos apoderados para que nos representen ante
cualesquiera autoridades o personas de los Ordenés administrativo,
contencioso-administrativo y judical en todo o relacionado con los sigulentes
aans y gestiones:

a) Obcendén de patentes de invendidn , modelos y dibujos Industriales:
regisiro de marcas de lbria, de servido, coleaivas o defensivas y de
denominaciones de origen; depdsion de nombwes y enseflas comerdales; su
renavacida prémoga, inscripdén de aspaso y Garnbio de nombre o domidlio,

. canceiacién voluntaria ¥ &l reglstro de licencias de uso de esos derechos;
b} Fara Ia obtanddn de Reglsmos Sanimrioy, © Acdones de oposidén,
observaciin, cancelaciin, nulidad, medidas cautelares ¥ en general los juldas
cviles, penales, adminlscrativos o contendoso-administradvos que
Prorovamos o se nas promuevan, pudlendo &n todas Jos actos y gestones
ariba decerminados sustinr &ste mandato, cransighr, desistir, recibir, Gancelar,
renundiar, aceptar notlificadones y nombrar apoderades judicales y
exmajudidales.

Dado y fimado hoy__2_de Junio de 2004

. notificadions and appolng

. Nmmmnunui:ndwmwm MMW

mmmmawnwtumwm o’

" persans, specilly thase, adridnistrarive cintentious and judicial, in all matters

conceming the foliowing :
dommndmnmmmmndmdm-
service, collective and defensive marks, and of designations of origin; the
deposit of commerdal names and ensigns: s renewal , exvension, recordal -
of assignments, change of name or domidie, voluntary Gancellation; and the
registradon of loenses of use of the above rigths: b} For de obtention of
sankary Registrations; @ Actians of oppositon, canceliation, nufky,
Infringement, granting of licenses; and In general the dvil, aiminat and
administrative sults related to those rigths; aaions and sults Instubed by us
of against us; and that In all che above maren they may subsinre this
Power of Alnmey, CoMmpromise, desist, cancel, recelve, renounce, accept
auomeys In fag, in or out of Court.

In._Tokyo — JAPAN

en_ Tokyo, JAPON
Por, Teruo DAITO

{Noary should execute on other side)
(Consular legaltzation necessary)

Ry Japen Tobacco Inc.

'I'uuoD?‘l‘m.PmtAunmey
oy shoud execute in omer 868 geut Tnformation Degt.
{Cansular legalization necessary) |

—am onm . P mmme A me- s seees o

ALVARO CASI'ELLANOS M &cm

ASQGADOS COLONBIA

Onvera 9 No. 93-09 - PO, Box 6349 - mm
» Telx: (371) 610 7420 /80 / B0 - Rax. (371) 810 0704 - imps

e . i v al
." :::u:o a la ﬂnl.




AP
APOSTILLE

(Convention de La Haye du b octobre 1961)

. Country: JAPAN

This public document
. has been signed by Katsuyuki YAMAGUCHI
. acting in the capacity of Notary Public of the Osaka
Legal Affairs Bureau
. bears the seal/stemp of Katsuyuki YAMAGUCHI, Notary Public
Certified

® JUN. 14,2004

_y..é.r

For the Minister for Foreign Affairs
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Registerd Nol 0 ((2004)
NOTARIAL CERTIFICATE

This is to certify that Teruo DAITO signed the attached document
in my very presence on this 31st day of March 2004.

Katsuyuki Yamaguchi
Notary, attached to
Osaka Legal affairs Bureau

NOTAHY 15-18,1-chome,Akutagawa-cho,

™ 15-18, (Midon AK ‘N . ok
Wmm "'cj' 5 Takatsuki-shi,Osaka,Japan.
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CERTIFICATE

I, KATSUHIKO HONDA, President and Chief Executive Officer of
JAPAN TOBACCO INC., a Japanese corporation located at 2-1,
TORANOMON 2-CHOME, MINATO-KU, TOKYO 105-8422, JAPAN,
hereby declare that I am authorized to sign and execute documents relating
to intellectual property rights on behalf of the said corporation, and hereby
certify that, as of March 31, 2004, Mr. TERUO DAITO was Director of
Patent Information Dept. of Central Pharmaceutical Research Institute of
the said corporation, was my proxy, and was authorized to sign and execute

documents relating to intellectual property rights on behalf of the said
" corporation. Said documents include, but are not limited to, applications,
powers of attorney, assignments, authorizations of agents, petitions and the
like in connection with patent and utility model filed in foreign countries
with the name of the said corporation.

Dated this 7 day of Zne , 2004,
JAPAN TOBACCO INC.

KATSUHIKO HONDA
President and Chief Executive Officer
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8. 1,
. > J APP‘\\
APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: JAPAN

This public document
2. has been signed by Katsuyuki YAMAGUCHI
3. acting in the capacity of Notary Public of the Osaka
Legal Affairs Bureau
4. bears the seal/stamp of Katsuyuki YAMAGUCHI, Notary Public
Certified
6. at Osaka 6. JUN' ‘l 4' 2004

7. by the Ministry of Foreign Affairs
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Registration Book No.168 (2004)
NOTARIAL CERTIFICATE

This is.to certify that :

1) Teruo Daito was Director of Patent Information Dept. of
Central Pharmaceutical Reseearch Institute of JAPAN
TOBACCO INC. ,a Japanese corporation of being legally
constituted and in existance in accordance with the laws of
Japan ,located at 2-1, Toranomon2-chome, Minato-ku, Tokyo
105-8422 Japan ,as of March 31,2004 and was authorized to
sign and execute documents relating to intellectual property
rights on behalf of the said corporation.

2)said Teruo Daito signed the attaced document in my
presence on 31st day of March,2004.

IN TESTIMONY WHEREOF,I have hereto subscribed my
. name and affixed my seal of office.

On the 8th day of June,2004
at the Office of Notary Katsuyuki Yamaguchi

Hkosgrts

Katsuyuki Yamaguchi
Notary,attached to
Osaka Legal affairs Bureau,
15-18, (Midon Akutagewa ld e J 15-18,1-chome, Akutagawacho,
— Takatsuki-shi, Osaka,Japan.
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CERTIFICATE
This is to certify that the annexed Notarial Certificate has
been executed by Notary,duly authorized and practising in Osaka,
Japan, and that the Official seal appearing on the same is genuine.

Date 04. 6.14

Director of the Osake Legal Affairs Burean
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CERTIFICATE
This is to certify that the annaxed Notarial Certificate has
been executed by Notary,duly authorized and practising in Osaka,
Japan, and that the Official seal appearing on the same is genuine.

Dae 04, 6.14

Director of the Osake Legal Affairs Bureau
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TRADUCCION OFICIAL No. 04-0616

de un documento escrito en INGLES, ¢l cual para su identificacién lleva

el sello de la Traductora e Intérprete Oficial, Res. 2755/68 y 01144 /97

de Minjusticia, al igual que la presente.

{Anexo a un documento de poder otorgado por Japan Tobacco Inc.)

Registro No. 100 (2004)
' CERTIFICADO NOTARIAL
La pres?nte es para certificar que Teruo DAITO firmé6 el documento
adjunto en mi propia presencia hoy dia 31 de marzo de 2004.
(fdo) ilegible
Katsuyuki Yamaguchi
Notario adjunto a la Oficina de Asuntos Legales de
Osaka - 15-18, 1-chome, Akutagawa-cho,
Takatsuki-shi, Osaka, Japén
(Sello) Oficina de Asuntos Legales de Osaka
NOTARIO - 15-18 (Midori Akutagawa Bldg) 1-chome

Akutagawa-cho, Takatsuki-shi, Osaka, Jap6n

APOSTILLA
(Convencién e La Haya del 5 de Octubre de 1961)
1. Pais: JAPON

Este documento pablico
2. ha sido firmado por Katsuyuki YAMAGUCHI

3. actuando en su carécter de Director de la Oficina de Asuntos legales
de Osaka

: '-‘..“\ 'h“--r‘;“-'\‘é ':
i Ay

A ﬂfﬁ%kﬁ
§ ASUSTIN moRALES RiVEIRA §
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4. lleva el sello de Katsuyuki YAMAGUCHI, Notario Pablico
Certificado
5. en Osaka 6. ¢l 14 de Junio 2004

7. por el Ministerio de Relaciones Exteriores

8. No. 02041

9. Sello: 10: Firma
(fdo) ilegible
Tsutomu HIGUCHI

Por el Ministro de Relaciones Exteriores.

(Sello del Ministerio de Relaciones Exteriores de Japén)

CERTIFICADO
Yo, KATSUHIKO HONDA, Presidente y Funcionario jefe Ejecutivo de
JAPAN TOBACCO INC., una sociedad japonesa situada en 2-1,
TORANOMON 2-CHOME, MINATO-KU, TOKYO 105-8422, JAPON,
declaro por medio del presente que estoy autorizado para firmar y
otorgar docum;':ntos relacionados con derechos de propiedad intelectual
en nombre de- dicha sociedad, y por medio del presente certifico que, a
Marzo 31 de 2004, el sefior TERUO DAITO era el Director del
Departamento de Informacién de Patentes del Instituto Central de
Investigaciones Farmacéuticas de dicha sociedad, era mi apoderado y
estaba autorizad para firmar y otorgar documentos relacionados con
derechos de propiedad intelectual en nombre de dicha sociedad. Dichos
documentos incluyen, pero no ae limitan a, solicitudes, l.mderes.

cesiones, autorizaciones de agentes, peticiones y similar en relacién con




patentes y modelos de utilidad pré:sentados en paises extranjeros con el
nombre de dicha sociedad.

Dado hoy dia 7 de Junio de 2004

JAPAN TOBACCO INC.

KATSUHIKO HONDA

Presidente y Funcionario Jefe Ejecutivo

Libro de Registro No. 168 (2004)
CERTIFICADO NOTARIAL
La presente e¢8 para certificar que:

1) Teruo Daito era el Director del departamento de Informacién de
Patentes del Instituto Central de Investigaciones Farmacéuticas
de JAPAN TOBACCO INC., una sociedad japonesa que estan
legalmente constituida y existe de acuerdo con las leyes del
Japén, situada en 2-1, Toranomon 2-chome, Minato-ku, Tokio
105-8422 Japdn, a Marzo 31 de 2004, y estaba autorizado para
firmar y-otorgar documentos relacionados con derechos de
propiedad intelectual en nombre de dicha sociedad.

2) Dicho Tereuo Daito f'u:mé el documento adjunto en mi propia
presencia el dia 31 de Marzo de 2004.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, he suscrito aqui mi nombre y he

fijado mi sello de oficio.

El dia 8 de Junio de 2004

En la Oficina del Notario I_{atsuy'uki Yamaguchi

(fdo) ilegible

..- X -u
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Katsuyuki Yamaguchi
Notario adjunto a la Oficina de Asuntos Legales
De Osaka, 15-18, 1-chome, Akutagawacho
. Takatsuki-shi, Osaka, Jap6n
(Sello) Oficina de Asuntos Legales de Osaka
NOTARIO - 15-18 (Midori Akutagawa Bldg) 1-chome

Akutagawa-cho, Takatsuki-shi, Osaka, Japén

CERTIFICADO 1558
La presente es para certificar que la firma que aparece anteriormente ha sido
impuesta por Notario, debidamente autorizado y en ejercicio sn Osaka, Japén y
que el sello oficial que aparece en el mismo es auténtico.
Fecha: 04.6.14

Director de la Oficina de Asuntos Legales de Osaka
CERTIFICADO 1559

La presente es para certificar que Ia firna que aparece anteriormente ha sido
impuesta por Notario, debidamente autorizado y en ejercicio en Osaka, Japén y
que el sello oficial que aparece en el mismo es auténtico.

Fecha: 04.6.14

Director de la Oficina de Asuntos Legales de Osaka

APOSTILLA
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5. Pais: JAPON

Este documento pablico
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6. ba sido firmado por Katsuyuki YAMAGUCHI
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7. actuando en su caracter de Dh'c;ctor de la Oficina de Asuntos legales
de Osaka
8. lleva el sello de Katsuyuki YAMAGUCHI, Notario Pablico
Certificado

5. en Osaka 6. el 14 de qunio 2004

7. por ¢l Ministerio de Relaciones Exteriores

8. No. 02042
9. Sello: 10: Firma
(fdo) ilegible
Tsutomu HIGUCHI -.

Por ¢l Ministro de Relaciones _E:—xteriérea.

(Sello del Ministerio de Relaciones Exteriores de Japén)

Es traduccion fiel y completa, a la cual me remito,

Bogotd, Junio 22, 2004.
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" El (los) suscrilo (s)

Motohide SATOH, Takahisa MOTOMURA,
Takashi-MATSUDA, Kentaro KONDO, Koji
ANDD, Koji MATSUDA, Shuji MIYAKE

y Hideto UEHARA

en consldemﬁld al pago de la suma de

[ CUUR. . 93.1:00........... ), que he(mos)
recibldo, por el presenie documentc cedo
(cedemos) a

JAPAN TOBACCO INC.

una compalila constituida de conformidad con las
leyesde  JAPON

con oficinas en

2-1, Toranomon 2-chome, Minato-ku,
Tokyo 105-8422, JAPOK"

todos loa daracho: y titulos sobre la nvencién
denominada

CRISTAL ESTABLE DE COMPUESTO
4-0XOQUINOLINA

EL CESIONARIO firma tamblén el presente y

declara que acepta dicha casion

Dadoy firnado hoy 16 de Noviembre de 2006

Motohide SATOH, Takahisa MOTOMURA,
Kentaro KONDO, Koji ANDO, Koiji MATSUDA, Shuji MIYAKE
and Hideto UEHARA

=
ENTS_

ASSIGNMENT

The undersigned
Takashi MATSUDA,

In considaration of the sum of

Coeenen US040 ... 2L, the receipt of which
Is hereby aciknowledged, by these presents do sell,
assign and ransfer unto

Japan Tobacco Inc.
a corporation organized under the laws of

Japan

having a place of business at
2-1, Toranomon 2
Minato-ku, Tokyo 105-8422 Japan
all righis and iile to the invention related to

STABLE CRYSTAL OF 4-OXOQUINOLINE COMPOUND

THE ASSIGNEE signs these presents and declares
that accepts the aforesaid assignment

Glven an signed .this November 16. 2006

en OSAKA In Osaka

_ Inventors
Mtﬁ Lﬂl‘ fc:c? L K;AT&" KMJQ /‘f T
Motohide SATOH Shoil MIY,
IJ«J;. My tainuna A

_Takashi Matsudn
Takashi MATSUDA 1MATSUDA
Assignee
Japan Tobacco Inc. '
Yoghinori INUBUSHI

' ViCe President, Intellectual Property
. JALVARO CASTELLANOS M. & CIA,
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Carrers ¥
Tda TN din 407807/

Ne. §3-08 P.O.Bux $J47 + Bogmi,
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APOSTILLE

(Convention de Ls Haye du 5 octobre 1961)

. Country: JAPAN
This public document
. has been signed by Kstsuyuki YAMAGUCHI
. acting in the capacity of Notary Public of the Osaka
Legal Affairs Bureau
. bears the seal/stamp of Katsuyuki YAMAGUCHI, Notary Public
Certified
. at Osska 6. ROV, 16.2006
. by the Ministry of Foreign Affairs
. No.* 4 5 3 3

. Seal/stamp:

= ] it -
. '-i" :".'.' .
e s For the Minister for Foreign Affairs
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Registerd No.342(2006)
NOTARIAL CERTIFICATE
This is to certify that Yoshinori Inubushi, Motohide Sato, Kentaro Kondo,
Shuji Miyake, Takahisa Motomura, Koji Ando, Hideto Uehara,
Takashi Matsuda and Koji Matsuda signed to the attached document in my very

presence. :
Dated this 13th day of November, 2006.

K %tsuyuz. 1 Yamaguchi

Notary, attached to

r.

[Osaxa Lear Arrams Bureay Osaka Legal Affairs Bureau
NOT ARY ' 15-18,1-chome,Akutagawa-cho,
e B 1 Takatsuki-shi,Osaka,Japan.
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This is to certify that the annexed Notarial Certificate has
been executed by Notary,duly authorized and practising in Osaka,
Japan, and that the Official Seal appesring on the same is genuine.
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TRADUCCION OFICIAL No. 06-12-01

De un documento escrito en INGLES, el cusl para su identificacion lleva
el sello y firma de la Traductora e Intérprete Oficial, Res. 2755/68 y

01144/97 de Minjusticia.
(Anexos a un documento de cesién de Motohide SATOH, Takahisa
MOTOMURA, Takashi MATSUDA, Kentaro KONDO, Koji ANDO, Koji
MATSUDA, Shuji MIYAKE e Hideo UEHARA a favor de Japan Tobacco
Inc.)
Registro No, 342 / 2006
CERTIFICADO NOTARIAL

Certifico por la presente que Yoshinori Inubuahi, Motchide Sato,
Kentaro Kondo, Shuji Miyake, Takahisa Motomura, Koji Ando, Hideto
Uehara, Takashi Matsuda y Koji Matsuda firmaron el documento
adjunto en mi propia presencia.
Dado hoy dia 13 de Noviembre de 2006.

(fdo) Katsuyuki Yamaguchi

Katsuyuki Yamaguchi

Notario adjunto a la

Oficina de Asuntos Legales de Osaka

15-18-, 1-chome, Akutagawa-cho,

Takatsuki-shi, Osaka, Japén
(Sello) Oficina de Asuntoe Legales de Osaka
NOTARIO - 15-18 (Midori Akutagawa Bildg,) 1-chome
Akutagawa-cho, Takatsuki-shi, Osaka, Japtn
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CERTIFICADO
Certifico por la presente que el Certificado Notarial anexo ha sido
otorgado por Notario debidamente autorizado y en ejercicio en Osaka,
Japén, y que el sello oficial que aparece en el misino es auténtico.
Fecha: 06-11.16
Director de la Oficina de Asuntos Legales de Osaka
APOSTILLA
(Convencién de La Haya de Octubre 5, 1961)
1. Pais: JAPON
Este documento piiblico
2. ha sido firmado por: Katsuyuki YAMAGQUCHI
3. actuando en su cardcter de: Notario Piblico de la Oficina de.
Asuntos Legales de Osaka |
4. lleva el sello de Katsuyuki YAMAGUCHI, Notario Piblico
CERTIFICADO:
5. en Osaka 6. ¢l dis 16 de Noviembre de 2006
7. por el Ministerio de Relaciones Exteriores

8. No. 4533
9. Sello 10. Firma:
(fdo) ilegible
Toshihiko TANAKI
Por el Ministerio de Relaciones Exteriores (Sello)

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, a la cual me remito,
Bogota, D. C., Diciembre 5, 2006
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DESCRIPTION
BTARIE CRYSTAL OF 4-CXOQUINOLINE COMPOURD
TECANICAL FIELD
The present invention relates to a stable crystal of 6-(3-
chloro-2—-fluorobenzyl)-1-[ (8) -1-hydroxymethyl-2-methylpropyl]-7-
methoxy—4-oxo—1,4-dihydroquinoline—3—-carboxylic acid

(hereinafter sometimes to be campound A) and a mixed crystal

thereof. The present invention also relates to a pharmaceutical

canposition comprising the crystal or the mixed crystal.
BACEGROUND OF THE ART

The present Applicant has disclosed in Japanese Patent
Application No. 2003-293117 filed by the same Applicant that the
above-mentioned compound A has an inhibitory action on lntegrase
that is an en ésaenti.al enzyme for the growth of HIV' (Human
Immnodeficliency Virus), whj:ch is a causative vims of AIDS
(Acquired Immunodeficiency -Syndrome), and shows an anti-HIV
effect (particularly Example 4-32 and Experimental Example).

In general, wvhen a compound is u.sed as a pharmaceutical
product, chemical and physical stability of the compound is
required so as to maintain quality and/or facilitate
preservation. Not only the final pharmaceutical composition but
also a compound as a synthetic starting material is desirably
chemically and physically stable for the same reasons.

Therefore, such compound is preferably a crystal,
particularly preferably a stable crystal. When the compound has
crystal .polymorphism, the most stable crystal ls generally
selected.
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¥%hile the above-mentioned application describes compound A,
no concrete description relating to the crystal form of compound
A is found.

SMMARY OF THE INVENTION

Thus, the present inventors have studied various crystal
forms of compound A in an attempt to find a stable crystal of
compound A. As a2 result, they have found that compound A has
crystal polymorphism, and a crystal of campound A having a
particular crystal form is useful as a stable crystal, and based
on which findings, they have completed the present invention.

Accordingly, the present invention provides the following.
[1] A cxystal (crystal form II) of &—(3-chloro~2-fluorcbenzyl)-
1- [.(8) —1-hydroxymethyl-2-methylpropyl]-7-methoxy—4-oxo—1,4—
dihydroquinoline—3-carboxylic acid, which has an X-ray powder
diffraction pattern having characteristic diffraction peaks at
diffraction angles 29(°) of 6.56, 13.20, 19.86, 20.84, 21.22,
25.22° as measured by X-ray powder diffrac‘t_:metar;
[2] a crystal (crystal foxm III) of 6-(3-chloro—2—fluorcbenzyl)-
1-[ {S) -1-hydroiymethyl-2-methylpropyl] -7-methoxy—4—oxo-1, 4~
dihydrogquinoline-3—-caxrboxylic acid, which has an X-ray powder
diffraction pattern having characteristic diffraction peaks at
diffraction angles 20(°) of B.54, 14.02, 15.68, 17.06, 17.24,
24.16, 25.74° as measured by X-ray powder diffractometer;
[3] a crystal (crystal form III) of 6-(3—-chloro—2-fluorobenzyl)-
1~ [ (S) -1-hydroxymethyl-2-methylpropyl] -7-methoxy-4-oxo-1,4-
dihydrogquinoline-3-carboxylic acid, having an extrapolated onset
temperature of 162.145.0°C;
[4] the crystal of any of the above-mentioned [1] to [3], which
has a purity of crystal of not less than 10l-; _
[5] a mixed crystal comprising the crystal of the above-
mentioned 1 and the crystal of the above-mentioned [2] or [3];
[6] the mixed crystal of the above-mentioned [5], wherein the
purity of crystal is not less than 70%;
[7] a pharmaceuntical compoaition comprising the crystal of any

(
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f th above-mentionead [1] to [4) or the mixed crystal of the
above-mentioned [5] or [6], and a pharmaceutically acceptable
carrler;

[8] an integrase inhibitor comprising the crystal of any of the
above-mentioned [1] to [4] or the mixed crystal of the above—
mentioned [5] or [6] as an active ingredient;

[9] an antivirus agent comprising the crystal of any of the
above-mentioned [1] to [4] or the mixed crystal of the above—
mentioned [5] or [6] as an active ingredient;

[10] an anti-HIV agent comprising the crystal of any of the
above-mentioned [1] to [4] oxr the mixed crystal of the above—
man‘l;ioned [5] or [6] as an active ingredient; .

[11] an anti-HIV composition comprising the crystal of any of
the above-mentioned (1] to [4] or the mixed crystal of the
above-mentioned [5] or [6] and,one or more kinds of other anti-
HIV active substances as active ingredients; and
[12] an anti-HIV agent for a multiple drug therapy with other
anti-HIV agent, which comprises the crystal of any of the above—
mentioned [1] to [4] or the mixed cxrystal of the above-mentioned
[5] or [6] as an active ingredient.

Fig. 1 shows mltiple records of X—-ray powder diffraction
patterns, wherein the uppér line shows the dlffraction pattern
of crystal form III, the middle line shows the diffraction
pattern of crystal form I, the lower line shows the diffraction
pattern of crystal form II, the vertical axlis shows diffraction
intensity (cps: counts per second: intervals of scale is 2500
cps) and the transverse axis shows diffraction angle 29(°).

Fig. 2 shows multiple records of X-ray powder diffraction
pattern obtained from the sample after 3-day preservation of the
stabllity test of crystal form I. For comparison, the uppermosat
line shows the diffraction pattern (initial conditions) of
crystal form IX, and the lowermost line shows the diffraction
pattern (initial conditions). of crystal form I. Shown from the

3
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second line are diffraction patterns under preservation
condition #6 (60°C/75% R.H., open container, 3 weeks
preservation), preservation condition #4 (60°C, container with
stopper, 3 weeks preservation), preservation condition #5 (60°C,
open container, 3 weeks preservation), preservation condition #3
(80°C, open corntainer, 3 days preservation) and preservation
condition #2 (80°C, container with stopper, 3 days preservation).
The vertical axis shows diffraction intensity (cps: counts per
second: intervals of scale 1s 2500 cps) and the transverse axis
shows diffraction angle 2¢(°).

EFFECT OF THE INVENTION

The crystal or mixed crystal of campound A of the present
invention has the above-mentioned particular crystal form and is
superior in physical and chemical stability; which in turn has
advantage that maintenance of- the guality of compound A £ r a
long-texrm becomes possible, which facilitates preservation. 1In
addition, they have advantage that handling during production of
various pharmaceutical compositions and bulk is easy, which
reduces the production cost.

DETAYLED DESCRIPTION OF THE INVENTION

The present invention is explained in detail in the
following. .

In the present invention, the “crystal form II” of
campound A means a crystal of compound A, which has an i(-—ray
powder diffraction pattern having characteristic diffracti n
peaks at diffraction angles 29(°) of 6.56, 13.20, 19.86, 20.84,
21.22, 25.22° as measured by X-ray powder diffractometex.

_ In the present invention, the “crystal form III” of
compound A means a crystal of compound A, which has an X-ray
powder diffraction pattern having characterlstic diffiraction
peaks at diffraction angles 29(°) of 8.54, 14.02, 15.68, 17.06,
17.24, 24.16, 25.74° as measured by X-ray powder diffractometer.

The diffraction peak value at the above-mentioned
diffraection angle 29(°) may show slight measurement error due to

4
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the measurement instruments or measurement conditions and the
like. To be specific, the measurement error may be within the
range of 10.2, preferably i10.1, more preferably 10.06.

The crystal of campound A of the present-invention is als
characterized by thermal analysis. For example, when the
crystal form III of compound A of the present invention is
subjected to Differential s::am;ing Calorimetry (DSC), the
enthalpy of endothermic peak is sbout 81 J/g, and extrapolated
onset temperature is 162.145.0°C, preferably 162.143.0°C, more
preferably 162.141.0°C, wherein the “extrapolated onset
temperature” means, as defined by JIS K 7121 (measurement method
of transfer temperature of plastic), the temperature at an.
intersection of the extrapolated baseline of the lower
tunpei:a‘l:u.re side toward the higher temperature side with the
tangent line drawn at the point showing the greatest slope on
the leading edge of the melting peak on a lower temperatur side
in a DSC curve. When the enthalpy and extrapolated onset
temperature of the endothermic peak is within the above—
mentioned range, the crystal of compound A is stable.

The crystal of compound A of the present invention may be
either a cryatai form II or a crystal form III, or -a mixed
crystal of a crystal form II. and a crystal foxm IXI. For use in
a pharmaceutical product of compound A and the like, the crystal
form II or crystal form III is preferable because they-a.ta
stable crystals, and a crystal form III is more preferable
because it is the most stable crystal. In addition, a crystal
form II is preferable in view of the absoxrbability by living
organisms upon administration as a pharmaceutical composition.

In the present invention, the “purity of crystal” means
the purity of the crystal form II or crystal form III of
compound A. In the case of a mixed crystal of a crystal form II
and a crystal form III, it means the ratlo of crystal relative
to the total amount of substance of a crystal form II and a
crystal form III. The puriFy of the crystal of the present

5
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invention can be detexmined by, for example, Jnown methods such
asX-ray powder diffractometry, thermal analysis and the like.

‘The purity of the crystal or mixed crystal of the present

invention does not need to be 100%, and may be not less than 70%,
preferably not less than 80%, more preferably not less than 90%,
more preferably not less than 95%, and most preferably not less
than 98%. Purity within this range ia preferable for
guaranteelng the gquality.

The crystal or mixed crystal of compound A of the present
invention can be administered to a mammal (hman, mouse, rat,
hamster, rabbit, cat, dog, bovine, sheep, monkey etc.) and the
11k_e as various pharmaceutlical compositions such as antji-HIV
agents, HIV inteqgrase inhibitors, antivirus agents and the like
used for, for example, the prophylaxis and/or treatment of AIDS.

When the crystal or mixzed crystal of compound A of the
present invention is used as a pharmaceutical composition, it is
admixed with pharmaceutically acceptable carriers, excipients,
dilvents, extending agents, disintegrants, stabllizers,
preservatives, buffers, emulsifiers, flavoring agents, col ring
agents, sweetening agents, thickeners, correctives, dissolution
aids, and oth.er. additives, that are generally known per se, such
as water, vegetable oll, alc;:hol (e.g., ethanol or benxyl
alcohol etc.), polyethylene glycol, glycerol triacetate,
gelatin, carhbohydrate (e.g., lactose, starch etc.}, mg-neaim
stearate, talc, lanolin, petrolatum and the like, formed into
tablet, pill, powder, granule, suppository, injection, eye drop,
liquid, capsule, troche, aesrosol, elixir, suspension, emulsion,
syrup and the like by a conventional method, and adminlsterxed
systemically or topically, and orally or parenterally.

While the dose varies depending on age, body weight,
symptom, treatment effect, administration method and the like,
it is generally 0.01 mg to 1 g per administration for an adnlt,
which 18 given once to several times a day orally or in a dosage
form of an injection such as intravenous injection and the like.



16

15

25

30

3]

WO 2005/113508 PCT/JP2005/009604

An anti-HIV agent is generally required to sustain its
eff ct for a long time, so that it can be effective not only for
temporal suppression of viral growth but also for the
prohibition of viral re—growth. This means that a prolonged
administration 1s necessary and that a high single dose may be
frequently inevitable to sustain the effect for a longer period
during night and the like. Such prolonged and high dose
adninistration increases the risk of side effects.

In view of this, one of the preferable modes of the
present invention is such compound permitting high absorptlon by
oral administration, and such compound capable of maintaining
blood concentration of the administered compound for an extended
period of time.

By the “prophylaxis of AIDS" is meant, for example,
administration' of a pharmaceutical agent to an individual who
tested HIV positive but has not yet developed the disease state
of AIDS, administration of a pharmaceutical agent to an
individual who shows an improved disease atate of AIDS after
treatment but who carries HIV still to be eradicated and whose
relapse of AIDS is worried, and administration of a
pharmaceutical agent out of a fear of possible infection.

The anti-HIV cclnpos:l.t:l.;m of the present invention is used
for, for example, a multiple drug combination therapy of AIDS.
Examples of the "other anti-HIV active substance” to he used for
the anti-HIV composition include an anti-HIV antibody, an HIV
vaccine, immnostimulants such as interferon and the like, an
HIV ribozyme, an HIV antisense drug, an HIV reverse
transcriptase inhibitor, an HIV protease inhibitor, an inhibitor
of bond between a bond receptor (CD4, CXCR4, CCRS and the like)
of a host cell recognized by virus and the virus, and the like.

Specific examples of the HIV reverse transcriptase
inhibitor include Retrovir(R) (zidovudine), Epivir(R)
(lamivudine) , Zerit(R) (sanilvudine), Videx(R)} (didanosine),
HBivid(R) (zalcitabine}, Ziagen (R) (abacavir sulfate),

7
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Viramine (R) (nevirapine), Stocrin(R) (efavirenz), Rescriptor (R)
{delavirdine mesylate), Combivir(R) (zidovudine+lamivudine),
Trizivir(R) (abacavir sulfate+lamivudine+zidovudine),
Coactinon(R) (emivirine), Phosphonovir(R), Coviracil(R),
alovudine (3’—fluoro-3’-deoxythymidine), Thiovir
(thiophosphonoformic acid), Capravirin (5-([(3,5-
dichlorophenyl) thio]-4-isopropyl-1-(4-pyridylmethyl) imidazole—-2-
methanol carbamic acid), Tenofovir disoproxil fumarate ((R)-[[2-
(6-amino-9H-purin-9-yl) ~1-methylethoxylmethyl]phoaphonic acid
bis (1isopropoxycarbonyloxymethyl) ester fumarate), DPC-083 ((48)-
6—chloro-4-[ (1B) ~cyclopropylethenyl] -3, 4—dihydro-4-
trigluoranathyl—ztlﬂ) —quinazolinone), DPC-961 ((48)-6—chloro—4-
(cyclopropylethynyl) -3, 4~dihydro—4— (trifluoromethyl) -2 (1H) -
quinazolinone), DAPD {(~)-p~D~-2,6—diaminopurine dicxolane),
Immunocal, MSK-055, MSA-254, NSH-143, NV-0l, TMC-120, DPC-817,
GS-7340, T™MC-125, SPD-754, D-A4FC, capravirine, UC-781,
emtricitabine, alovudine, Phosphazid, UC-781, BCH-10618, DPC-
083, Etravirine, BCE-13520, MIV-210, Abacavir
sulfate/lamivudine, GS-7340, GW-5634, GW-695634 and the like,
wherein (R) means a registered trademark (hereinafter the same)
and the names of other pharmaceutical agents are general pames.

Specific examples of the HIV protease inhibitor include
Crixivan{R) (indinavir sulfate ethanolate), sagquinavir,
Invirase(R) {saquinavir mesylate), Norvir (R) (ritonaviz:) ",
Viracept(R) (nelfinavir mesylate), lopinavir, Prozei (R)
(amprenavir) , Kaletra(R) (ritonavir+lopinavir), mozenavix
dimesylate ([4R-(4a,5a,68)1-1,3-bia[(3—amincphenyl)methyl}-
hexahydro-5, 6—~dihydroxy-4,7-bis (phenylmethyl) ~2B-1,3~diazepin-2-
one dimethanesulfonate), tipranavir (3’—[(1R)}-1-[(6R)-5,6—
dihydro—4-hydroxy-2-oxo-6-phenylethyl—-6-propyl—-2H-pyran—3-
yllpropyll-5-(txifluoromethyl) -2-pyridinesulfonamide) , lasinavir
(N—-[5 (8) - (tert-butoxycarbonylamino) —4 {8) ~hydroxy—6-phenyl-2 (R) -
(2,3,4-trimethoxybenzyl) hexanoyl] -I-valine 2-
methoxyethylenamids) , m-z'{z ( (R) -§—-tert-butyl-3—-[ (28,38)-2-
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hydroxy—-3-N-] (R) -2-N- (isoquinolin—-5-yloxyacetyl ) amino-3—-
methylthiopropanoyl] amino-4-phenylbutancyl] -5,5-dimethyl-1,3—~
thiazolidine~4-carboxamide) , GWN—433908, TMC-126, DPC-681,
buckminsterfullerene, MK-944A (MK944 (N-(2(R)-hydroxy-1(8)-
indanyl) -2 {R) -phenylmethyl—4 (8) ~hydroxy-5-[4-— (2-

benzo [b] furanylmethyl)—2 (8) — {tert~butylcarbamoyl) piperazin-1-
yllpentanamide) +indinavir sulfate), JE-2147 (([2(8)-oxo-4-
phenylmethyl~3 (S) — [ (2-methyl-3-oxy) phenylcarbonylamino]-1-
oxabutyl]-4-[ (2-methylphenyl)methylamino] carbonyl—4 (R) -5, 5~
dimethyl-1,3~thiazole) , BMS-232632 ((3S,88,98,128)~3,12-bis (1,1-
dimethylethyl)-8-~hydroxy—4,11-dioxo—-9- (phenylmethyl)-6—[ [4—(2-
pyridinyl)phenyl]methyl]-2,5,6,10,13—
pentaazatetradecanedicarboxylic acid dimetbyl ester), DMP—850
((4R,58,68,7R) -1~ (3—amino—-1H-indarol—-5-ylmethyl) -4, 7-dibenzyl—-3-
butyl-5, 6-dihydroxyperhydro-1, 3—diazepin—-2-one) , DMP-851, RO-
0334649, Nar-DG-35, R-944, VX-385, TMC-114, Tipranavir,
Fosamprenavir sodium, Fosamprenavir calcium, Darunavir, GW-0385,
R-944, RD-033-4649, AG-1859 and the like.

The HIV integrase inhibitor 1s exemmplified by S-1360, I~
870810 and the like, the DNA polymerase inhibitor or DNA
synthesis inhibitor is exemplified by Foscavir(R), ACH-126443
(12,3 '-d.i.dehydro—dideoxy—f;-ﬂuorocytidina) , entecavir
{(13,38,48)-9-[4-hydroxy-3- (hydroxymethyl) —2-
methylenecyclopentyl]guanine), calanolide A ([10R-

(10g,11B,12q) ]-11,12~dihydro-12-hydroxy-6,6,10,11-tetramethyl—4—
propyl-2H,6H,10H-benzo[l,2-b:3,4-b":5,6-b"]tripyran—-2-one),
calanolide B, NSC-674447 (1,1’—-azoblsformamide), Iscador {(viscum
alubm extract), Rubitecan and the like, the HIV antisense drug
is exemplified by HGTV-43, GEM-92 and the like, the anti-HIV
antibody or other antibody is exemplified by NM-01, PRO-367, KD-
247, Cytolin(R), TNX~-355 (CD4 antibody), AGT-1, PRO-140 (CCR5
antibody), Anti-CTLA~4MAbh and the like, the HIV vaccine or c;t.he::
vaccine s exemplified by ALVAC(R) ; AIDSVAX(R) , Remune(R),
EIng:&l vacelne, HIVgpl20 vaccine, HIVgpl40 vaccine, HIVgpl60
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vaccine, HIVpl7 vaccine, HIVp24 vaccine, HIVp55 vaccine,
AlphaVax Vector Bystem, canarypox gpl60 vaccine, AntiTat, MVA-F6
Nef vaccine, HIVrev vaccine, C4-V3 peptide, p2249f, VIR-201,
HGP-30W, TBC-3B, PARTICLE-3B and the like, Antiferon
(intexrferon—y vaccine) and the like, the interferan or
interferon agonist is exemplified by Sumiferon(R), MultiFeron(R),
interferon—, Reticulose, human lenkocyte interferon g and the
like, the CCR5 antagonist is exemplified by SCH-351125 and the
like, the pharmacentical agent acting on HIV p24 is exemplified
by GPG-NH2 (glycyl-prolyl-glycinamide) and the like, the HIV
fusion inhibitor is exemplified by FP-21399 {(1,4-bis(3-[(2,4-
dichlorophenyl) carbonylamino] ~-2-oxo-5, 8—disodium
sulfonyl]naphthyl-2, 5-dimethoxyphenyl—-1,4—dihydrazone) , T-1249,
Synthetic Polymeric Construction No3, pentafuside, FP-21399,
PRO-542, Enfuvirtide and the like, the II—2 agonist or
antagonist is exemplified by interleukin-2, Imunace(R),

'Proleukin(R), Multikine(R), Ontak(R) and the like, the TNF—q
antagonist is exemplified by Thalomid(R) (thalidomide),
Remicade (R) (infliximab), curdlan sulfate, the g-glucosidas
inhibitor is exe.npl:l.f:l.ed by Bucast(R) and the like, the purine
nucleoside phosphorylase inhibltor is exemplified by peldesine
{2—amino—~4-oxo—-38,58-7-[ (3—p}ridy1) methyl]pyrrolo [_3 , 2=
dlpyrimidine) and the like, the apoptosis agonist or inhibitor
is exemplified by Arkin Z(R), Panavir(R), Coenzyme Q10 (2-
deca (3-methyl-2-butenylene) -5, 6—dimethoxy—-3-mathyl-p—
benzoquincne) and the like, the cholinesterase inhibitor is
exemplified by Cognex(R) and the like, and the immnomodulator
is exemplified by Iminox(R), Prokine(R), Met—enkephalin (6-de-I—
arginine-7-de-L-arginine-8-de—1l~valinamide-adrenorphin) , WF-10
(10-fold dilute tetrachlorodecaoxide solution), Perthon, PRO-542,
SCH-D, UR-427857, AMD-070, AK-602 and the like.

In addition, Neurotropin(R), Lidakol(R), Ancer 20(R),

Ampligen{R), Anticort(R), Inactivin{R) and the like, PRDO-~2000,
Rev M10 gene, HIV specific cytotoxic T cell (CTL immnotherapy,

10
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ACTG protocol 080 therapy, CD4- gene therapy), SCA binding
protein, RBC-CD4 camplex, Motexafin gadolinium, GEM-92, CNI-
1493, (4)-FIC, Ushercell, D28, BuffexGel (R), VivaGel(R),
Glyminox vaginal gel, sodium lauryl sulfate, 2F5, 2F5/2G12, VRX-
496, AdSgag2, BG-777, IGIV-C, BILR-255 and the like are
exemplified.

As the “other anti-HIV activity substance” to be used for
the anti-HIV composition of the present invention in the
miltiple drug combination therapy, preferred are an HIV reverse
transcriptase inhibitor and an EIV protease inhibitox. Two or
three, or even a greater number of pharmaceutical agents can be
used in combination, wherein a comblnation of pharmaceutical
age;lt.s having different action mechanisms is one of the
preferable embodiments. In addition, selection of
pharmaceutical agents free of side effect duplication is
preferable.

Specific examples of the cambination of phama.:ceutical
agents include a combination of a group consisting of efavirenz,
tenofovir, emtricitabine, indinavir, nelfinavir, atazanavir,
ritonavir + indinavir, ritonavir + lopinavir and ritonavir +
saquinavir, didanosine + lamivudine, zidovudine + didanosine,
stavudine + didanosine, zidovudine + lamivudine, stavudine +
lamivudine and emtriva, and the crystal or mixed crystal of the
present invention (Guidelines for the Use of Antiretroviral
Agents in RIV-Infected Adults and Adolescents. Aungust 13, 2001).
Particularly preferred is a combined unse of two agents of the
crystal or mixed crystal of the present invention with efavirenz,
indinavir, nelfinavir, tenofovir, emtricitabine, zidovudine or
lamivudine, and a combined use of three agents of the crystal or
mixed crystal of the present invention with zidovudine +
lamivudine, tenofovir + lamivuodine, tenofovlr + zidovudine,
tenofovir + efavirenz, tenofovir + nelfinavir, tenofovir +
indinavir, tenofovir + emtricitabine, emtricitabine + lamivudine,
emtricitabine + zidovudine, emtricitabine + efavirenz,

11
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emtricitabine + nelfinavir, emtricitabine + indinavir,
nelfinavir + lamivudine, nelfinavir + zidovudine, nelfinavir +
efavirenz, nelfinavir + indinavir, efavirenz + lamivudine,
efavirenz + zidovudine or efavirenz + indinavir.

The production method of the crystal or mixed crystal £
campound A of ‘the present invention is not particularly limited,
and the crystal can be produced by a maethod known per se or
methods shown in the following Examples and the like.

Exasples

¥While the production method of the crystal of compound A
of the present invention is explained in the following by
referring to Examples, which are mere examples and do not limit
the- present invention in any way. '

Reference Example 1: Production of crystal form I of the
campound A

Step 1

ot — o

2,4-Difluorocbenzoic acid (50 g, 316 mmol) was dissolved in
concentrated sulfuric acid (200 ml), and N-iodosuccinimide (68 g,
300 mmol) was added by portions at not more than 5°C. After the
cunpl:etion of the addition, the mixture was stirred at the same
temperature for 4.5 hr. The reaction mixture was poured into
ice water {(ca. 600 ml), then 10% agqueous sodium sulfite solution
was added, and the mixture was stirred. The precipitated solid
was collected by filltration, washed with water, and vacuum dried
to give crmde crystals (B85 g). The crude crystals cobtained in
the same manner were combined (total amount 205 g)', and
recrystallized from 50% agueous ethanol (820 ml) to give 2,4~
difluoro~5—-iodobenzoic acid (148 g, yleld 73%) as a white solid.
'H NMR(CDCls; 300MEz) (o) ppm: 6.94(1H, dd, J=10.3, 10.3Hz), B.46
(15, d, J=7.5Hz)

(

12
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Step 2

o o0
F F 3
The compound (148 g, 521 mmol) obtained in Step 1 was
dissolved in toluene (750 ml), thionyl chloride (76 ml, 1.04
mol) and dimethylformamide (catalytic amount) were added, and
the mixture was heated under reflux for 2 hr. The insoluble
material was flltered off at 60°C, and the filtrate was
concentrated under reduced pressure and azeotroped with toluene
(330 ml). The residue was dissolved in tetrahydrofuran (400 ml),
and. this solution was added dropwise to a solution of ethyl 3,3-
dimethylaminoacrylate (82 g, 573 mmol) and triethylamine (87 ml,
625 mmol) in tetrahydrofuran (400 ml), and the mixture was
heated under reflux for 7 hr. The reaction mixture was allowed -
to cool to roam temperature, and concentrated under reduced
pressure. Water (700 ml) and ethyl acetate (800 ml) were added
for pa:ﬂﬂon.tng The organic layer was washed successively
with saturated aqueocus sodium hydrogen carbonate (250 ml, X2),
water (300 ml) and saturated brine (300 ml), and dried over
sodium sulfate. Aftex :Eilt.ré.t:l.on of insoluble material, ‘the
filtrate was concentrated under reduced pressure to give a. crude
product (210 g) of 2-(2,4-difluoro-5-iodobenzoyl)-3-
dimethylaminoacrylic acid ethyl ester as a brown solid.

St_ega
0
F " F
OoH

The crude product (210 g) obtained in Step 2 was dissolved
in tetrahydrofuran (500 ml), (8)-(+)-valinol (54 g, 521 mmol)
was added, and the mixture was stirred at rcom temperature for

13
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30 min. The reaction mixture was concentrated under reduced
pressur , and the residue was dissolved in dimethylformsmide
{600 ml). Potasslium carbonate {144 g, 1.04 mol) was added and
the mixture was stirred with heating at 70°C for 2 hr. The
reaction mixture was allowed to cool, and added to watexr (1500
ml) and stirred. The precipitated solid was collected by
filtration and the obtained solid was washed successively with
30% aqueous ethanol (500 ml) and a mixed solvant of diethyl
ether (150 ml) and hexane (150 ml) and vacuum dried to give 7-
fluoro—1-({8) -1-hydroxymethyl—-2-methylpropyl)-6—iodo—4-oxo~1,4~
dihydroquinoline-3-carboxylic acid ethyl ester (178 g, yleld
76%) as a beige solld.

b : mtmso-d, 300MHz) (5) ppm: 0.72(3H, d, J=~6.6Hz), 1.10 (3H, cl,r
J=6.6Hz), 1.28(3H, t, J=7.0Hz), 2.27 (1H, br), 3.77 (1H, bx),
3.86(1H, br), 4.23 (2H, q, J=7.0Hz), 4.56(1H, br), 5.12 (1lH, t,
J=4.9Hz) , 8.09(1H, d, J=11.1Hz), 8.62 (1H, d, J=7.5Hz), 8.68(1H,
8)

MS (ESI): M+ 448

wherein TBDMS means a tert-butyldimethylsilyl group.

The campound (80 g, 179 mmol) cbtained in Step 3 was
dissolved in dimethylformamide (320 ml), imidazole (16 g, 233
mmol) and tert-butyldimethylsilyl chloride (30 g, 197 mmol) were
added, and the mixture was stirred at room temperature for 1.5
hr. Water was added to the reaction mixture and the mixture was
extracted with ethyl acetate. The organic layer was washed
successively with saturated agqueous ammonium chloride solution
and saturated brine, and dried over sodium sulfate. The organic
layer was filtered and the filtrate was concentrated under

14
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reduced pressure. The obtained residue was purified by silica
gel chromatography (ethyl acetate:hexane=1:3 to 1:2) to give 1-
({8) ~1-tart-butyldimethylsilyloxymethyl-2-mathylpropyl)-7-
fluoro—6-1odo—-4-oxo-1,4—-dihydroguinoline—-3-carboxylic acid ethyl
ester (77 g, yleld 77%) as a colorless amorphous form.

15 NMR(CDCl; 400MHZ) (8) ppm: —0.07(3H, s), -0.05(3H, s), 0.77(9E,
s), 0.84(3H,d, J=6.5Hz), 1.18(38H, d, J=6.5Hz) , 1.40 (38, t,
J=7.28z), 2.35-2.50(1H, m), 3.85-3.95(1H, m), 3.98-4.10(2H, m),
4,30-4.40(2H, m), 7.26(1H,s), B.64{1H, s), 8.94(1H, 4, J~7.2Hz)
MS(ESI): M+ 562 -

Step 5

(Preparation of a solution of 3-chloro-2-fluorcbenzylzinc
bromide in tetrahydrofuran)

Under an argon stream, zinc powder (11 g, 267 mmol) was
suspended in tetrahydrofuran (30 ml), 1,2~-dibromoethane (0.15 ml,
1.8 mmol) and trimethylsilyl chloride (0.45 ml, 3.6 mmol) were
added at 65°C, and the mixture was stlirred with heating for 30
min. A solution of 3-chloro—2-fluorcbenzyl bromide {41 g, 178
mmol) in tetrahydrofuran (100 ml) was added dropwise at 65°C, and
the mixture was stirred with heating for 2 hr and allowed to
cool to room temperature to give a solution of 1M 3-chloro-2-
fluorobenzylzinc bramide in tetrahydrofuran. This was used in
the next main step.

(Main step)

The compound (76 g, 136 mmol) obtained in Step 4 was
dissolved in tetrahydrofuran (600 ml) and, under an argon stream,
dibenzylidenacetonepalladium(IX) (3.2 g, 5.5 mmol) and -
trifurylphosphine (2.6 g, 11.0 mmol) were added, and a solution

15
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f the aforementioned 1M 3-chloro—2-fluorocbenzylzinc bromide in
tetrahydrofuran (178 ml, 178 mmol) was added dropwise at 6§0°C.
After the completion of the dropwise addition, the mixture was -
stirred with heating at the same temperature for 2 hr. The

5 reaction mixture was allowed to cool to room temperature,
saturated agqueous ammonium chloride solution was added, and the
mixture was filtered through celite. The filtrate was extracted
twice with ethyl .aceta'be. The organic layer was washed
successively with water (twice) and saturated brine, and dried

10 ogver magnesium sulfate. The organic layer was filtered and the
filtrate was concentrated under reduced pressure, and the
cbtained residue was purified by silica gel chromatography .
.(chloroform:acetone=40:1) to give 1-((S)-1-tert—
butyldimethylsilyloxymethyl-2-methylpropyl)-6— (3—chloro—2—

15 fluorobenzyl)-7-fluoro—-4-oxo—1,4—dihydroquinoline—3-caxboxylic
acid ethyl ester (68 g, yleld 84%) as a colorless amorphous form.
iH MR (CDCls 400MHz) (8) ppm: —0.09¢3H, s), —0.05(3H, s), 0.75(9H,
s), 0.85(3H,d, J=6.7Hz), 1.18(3H, d, 6.7Hz), 1.39(3H, t,
J=7_.1Hz), 2.45(1H, br), 3.89-3.92(1B, m), 3.96-4.02(1H, m),

20 4.07-4.12(1H, m), 4.12(2B, ®»), 4.34-4.41(2H, m), 6.96-7.00(1H,
m), 7.03-7.05 (ll:i, m), 7.21-7.24(1H, m), 7.26-7.29(1H, m),
8.39(1H, d, J=8.8Hz), 8.63(1H, 8)

Step 6 - _
F 0 F
S — O™
F 9 "
| OTBDNS OH
a5 The compound (48 g, 86 mmol) cbtained in Step 5 was

dissolved in methanol (300 ml), water (5 ml) and 28% sodium
methoxlide methanol solution (176 ml, 862 mmol) were added, and
the mixture was heated under reflux for 24 hr. The reaction
mixture was allowed to cool to room temperature and the mixture
3% was neutralized by adding 6N hydrochloric acid. Methanol was
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evaporated under reduced pressure. Water was added to the
obtained solution and th mixture was stirred. The precipitated
solid was collected by filtration and the cbtained solld was
dissolved in ethyl acetate. The mixture was washed with watex
and dried over sodium sulfate. The solution was filtered and
the filtrate was concentrated under reduced pressure. The
cbtained residue was recrystallized from ethyl acetate-hexane to
give a compound (32 g, yleld 86%) as a white solid. The
obtained compound (32 g) was dissolved in butyl acetate (160 ml)
by heating under reflux, and crystal form II was seeded at 75°C.
The mixture was stirred for 3.5 hr while allowing to cool as it
was. The precipitated .olid was collected by filtration, washed
w:i.tllx butyl acetate (25 ml) and vacuum dried to give a compound
(25 g, yleld 77%) as a white solid. The acbtained compound (4.0
g) was dissolved in methanol (40 ml) by heating under reflux at
50°C, and added dropwlse to water (40 ml) at room temperature.
The mixture was stirred at room temperature for 16 hr, filtered,
and the remaining solid was washed with 66% aqueous methanol,
and vacuum dried to give a crystal of compound A (crystal form
I) (3.9 g, yleld 97%) as a white solid.

m.p. 151-152°C

' NMR (DMSO~ds 300MHz) (§) ppm: 0.72 (3H, d, J=6.5Hz), 1.16 (3H,
d, J=6.5Hz), 2.30-2.50 (1H, m), 3.70-3.90 (1H, m), 3.90-4.00 (1H,
m), 4.03 (3H, 8), 4.12 (2H,s), 4.80-4.90 (1H, m), 5.19 .(111, t).,
7.19-7.25 (2H, m), 7.46-7.51 (2H, m), 8.04(1H, s), 8.88 (1H, =),
15.44 (1R, 8)

MS (ESI) : M+ 448

Example 1: Production of crystal form II of the compound A

Step 1

L0 —

2,4-Difluorcbenzoic acid (50 g, 0.316 mmol) was dissolved
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in concentrated sulfuric acid (200 ml), and N-iodosuccinimide
(68 g, 300 mmol) was added by portions at not more than 5°C.
After the completion of the add.tti;:n, the mixture was stirred at
the same temperature for 4.5 hr. The reaction mixture was
poured into ice water (ca. 600 ml), then 10% agueous sodium
sulfite solution was added, and the mixture was stirred. The
precipitated solid was collected by filtration, washed with
water, and vacuum dried to give crude crystals (85 g). The
crude crystals obtained in the same mannexr were combined {(total
amount 205 g), and recrystallized from 508 aqueous ethanol (820
ml} to give 2,4-difluoro-5-iodobenzolc acid (148 g, yield 73%)
as a white solid. .
3 NMR(CDCls 300MHz) (g) ppm: 6.94 (1H, dd, J=10.3, 10.3Hz), 8.46
(1H, d, J=7.5Hz) ' '

Step 2
! |I:d\[;n,£t
FII:I.“ F ”

The compound (148 g, 521 mmol) obtained in Step 1 was
dissolved in toluene (750 ml), thionyl chloride (76 ml, 1.04
mol) and dimethylformamide (catalytic amount) were added, and
the mixture was heated under reflux for 2 hr. The insoluble
material was filtered off at 60°C, and the filtrate was
concentrated under recuced pressure and azeoptoped with toluane
(330 ml}. The residue was dissolved in tetrahydrofuran (400 ml)
and this solution was added dropwise to a solution of ethyl 3,3-
dimethylaminoacrylata (82 g, 573 mmol) and triethylamine (87 ml,
625 mmol) in tetrahydrofuran (400 ml), and the mixture was
heated under reflux for 7 hr. The reaction mixture was allowed
to cool to room temperature and concentrated under reduced
pressure. Water (700 ml) and ethyl acetate (800 ml) were added
to allow. partitioning. The organic layer was washed
successively with saturated aqueous sodium hydrogen carbonate
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(250 ml) twice, water (300 ml) and saturated brine (300 ml), ana
dried over sodium sulfate. The mixture was fliltered, and the
filtrate was concentrated under reduced pressure to give a crude
product (210 g} of 2-(2,4-difluoro—5-iodobenzoyl)-3-
dimethylaminoacrylic acld ethyl ester as a brown solid.

Step 3

The crude product (210 g) obtained in Step 2 was dlssolved
in tetrahydrofuran (500 ml), (8)—(+)-valinol (54 g, 0.521 mmol)
was added, and the mixture was stirred at room temperature for .
30 min. The reaction mixture was concentrated under readuced
pressure, and the residue was dissolved in dimethylformamide
(600 ml). Potassium carbonate (144 g, 1.04.mol) was added, and
the mixture was stirred with heating at 70°C for 2 hr. The
reaction mixture was allowed to cool to room temperature, added
to water (1500 ml) and the mixture was stirred. The"
precipitated solid was colle;:'.ted by filtration. The obtdined
solid was washed successively with 30% agueous ‘ethanol (500 ml)
and a mixed solvent of diethyl ether (150 ml) and hexane (150
ml), and vacoum dried to give 7-fluoro-1-((S)-l-hydroxymethyl-2-
methylpropyl)-6—iodo-4-oxo-1,4—dlhydroquinoline-3-carboxylic
acid ethyl ester (178 g, yleld 76% (relative to Step 2)) as a
beige solid.

H NMR(DMSO-ds 300MHz) (5) ppm: 0.72(3H, d, J=6.6Hz), 1.10 (3H, d,
J=6,6Hz), 1.28(3H, t, J=7.0Hz), 2.27 (1H, br), 3.77 (1H, br),
3.86(1R, bx), 4.23 (2H, q, J=7.0Hz), 4.56(1H, bxr), 5.12 (iH, t,
J=4,9Hz), B.09(1H, d, J=11.1Bx), B.62 (1H, d, J=7.5Hz), B.6B(1H,
8)

MS(ESI): M+ 448
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Step 4
0 0
o™ — o™
F F
T 7
The compound (150 g, 335 mmol) obtained in Step 3 was
dissolved in dimethylformamide (500 ml), imidazole (30 g, D.436
5 mmol) and tert-butyldimethylsilyl chloride (56 g, 369 mmol) were
added, and the mixture was stirred at room temperature for 1.5
hr. Water was added to the reaction mixture and extracted with
ethyl acetate. The organic layer was washed successively with
wat.er, saturxated agqueous ammonium chloride solutlion and
10 gaturated brine, and dried over sodium sulfate. The organic
layer was filtered and the filtrate was concentrated undexr
reduced pressure, and the abtained residune was purified by
silica gel chromatography (ethyl acetate:hexane=1:3 to 1:2) to
give 1-((S)-l1-tert-butyldimethylsllyloxymethyl-2-methylpropyl)—
15 7-f£luoro—6-iodo—4-oxo-1,4—dihydroquinoline-3—carboxylic acid
ethyl ester (173 g, yleld 92%) as a colorless amorphous fomm.
'H NMR(CDCl; 400MHz) (8) ppm: —0.07{(3H, s), —0.05(3H, s), 0.77(9H,
s), 0.84(3H,d, J=6.5Hz), 1.1-8(38, d, J=6.5Hz), 1.40(3H, t,
J=7.2Hz) , 2.35—-'2.50(13, m), 3.85-3.95(1H, m), 3.98-4.10(2H, m),
20 4.30-4.40(2H, m), 7.26(1H,s), B.64(1H, B), B.94(1H, d, J=7.2EHz)
MS(ESI): M+ 562

Step 5

0 F
———
F N F
| OTBONS Y\m‘m
25 (Preparati n of a solution of 3~chloro—2-fluorcbenzylzinc
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bromide in tetrahydrofuran) o

Under an argon stream, zinc powder (11 g, 175 mmol) was
suspended in tetrahydrofuran (30 ml), 1,2-dibromoethane (0.1 ml,
1.20 mmol) and trimethylsilyl chloride (0.29 ml, 2.4 mmol) were
added at 60°C, and the mixture was stirred with heating for 30
min. A solution of 3-chloro—2-fluorcbenzyl bromide (27 g, 119
mmol) in tetrahydrofuran (60 ml) was added dropwise at 60°C. The
mixture was stirred wlth heating for 1 hr and allowed to cool to
room temperature to give a solution of 1M 3-chloro—2-
fluorcbenzylzinc bromide in tetrahydrofuran. This was used in
the next main step.
(Main step)

" The compound (50 g, 89 mmol) obtained in Step 4 was

dissolved in tetrahydrofuran (400 ml) and, under an argon stream,
dichlorobis (triphenylphosphine) palladium(II) (2.1 g, 3.6 mmol)

' was added and a solution of the above-menticned 1M 3-chloro-2-—

fluorcbenzylzinc bromide in tetrahydrofuran was added dropwise
at 60°C. After the completion of the dropwise addition, the
mixture was stirred with heating at the same temperature for 1.5
hr. The reaction mixture was allowed to cool to room
temperature, 1N hydrochloric aclid was added and the mixture was
extracted 3 times with e‘l:hyllacetate. The organic layer was
washed successively with water and saturated brine, and dried

. over magnesium sulfate. The organic layer was filtered and the

flltrate was concentrated under reduced pressure, and the
obtained residue was purified by silica gel chromatography

(ethyl acetate:hexane=1:2 to 1l:1) to give 1-((8)-1-tert-
butyldimethylsilyloxymethyl—-2-methylpropyl)—6- (3—chloro—2-
fluorobenzyl)-7-fluoro~-4—oxo-1,4-dihydroquinoline—3—-carboxylic
acld ethyl ester (43 g, yleld BS%). as a brown amorphous f rm.

3 NMR(CDCl; 400MHZz) (§) ppm: -0.09(3H, s), -0.05(3H, s), 0.75(9H,
s), 0.85(3H,d, J=6.7Hz), 1.18(3H, d, 6.7Hz), 1.39(3H, t,
J=7.1Hz) , 2.45(1H, br), 3.89-3.92(1H, m), 3.98-4.02(1H, m), -
4.07-4.12(1H, m), 4.12(2H, 8), 4.34-4.41(2H, m), 6.96-7.00(1H,
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m), 7.03-7.05(1H, m), 7.21-7.24({1H, m), 7.26-7.29(1H, m),
8.39(1H, d, J=8.8Hz), 8.63(1H, =)

Step 6

~1’*}hauus ‘1’kaﬂ

The compound (43 g, 74 mmol) obtalned in Step 5 was
dissolved in methanol (280 ml), 28% sodium methoxide methanol
solution (151 ml, 742 mmol) and water (4.3 ml) were added, .and
the mixture was heated under reflux for 20 hr. The reaction
mixture was filtered through celite. The filtrate was
concentrated under reduced pressure. Water (400 ml) was added
to the residue, and the mixture was washed with hexane (100 ml).
The agqueous layer was acidified by adding concentrated
hydrochloric acld (65 ml), and the mixture was extracted with
ethyl acetate. The organic layer was washed successively with
water and saturated brine, and dried over sodium sulfate. The
solution was filtered and the filtrate was concentrated under
reduced pressure. The obtai;:ed crude product (35 g, brown 11)
was dissolved in ethyl acetate (49 ml) by heating under reflux,
hexane (30 ml) was added while allowing to cool, and the mixture
was stirred for 18.5 hr. The precipitated solid was collected
by filtration, washed with a mixed solvent of ethyl acetate and
hexane (1:1), and vacuum dried to give a crystal of compound A
(cxystal form II) (27 g, yleld 82%) as a white solid.

m.p. 153.7-153.9°C

1H MR (DMSO-d; 300MHz) (§) ppm: 0.72 (3H, d, J=6.5Hz), 1.16 (3H,
d, J=6.5Hz), 2.30-2.50 (14, m), 3.70-3.90 (1H, m), 3.90-4.00 (1H,
m), 4.03 (3H, 8), 4.12 (2H,s), 4.80-4.90 (1H, m), 5.19 (1H, t),
7.19-7.25 (2H, m), 7.46-7.51 (2H, m), 8.04(1H, 8), 8.88 (1H, 8),
15.44 (1H, s8)

(
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MS (HSI) : Mt 448
Example 2: Production of crystal form II of the compound A
Example 2-1: Production of crystal form II of the compound A

Step 1
I SO
L0 — G

. 2,4~-Difluorcbenzoic acid (100 g, 633 mmol) was dissolved
in concentrated sulfuric acld (400 ml), and N-iodosuccinimide
(142 g, 601 mol) waa added by portions at not more than 5°C.
After the canplét.ton of the addition, the mixture was stirred at
t.he' same temperature for 6 hr. The reaction mixture was poured
into ice water (ca. 2400 ml), then saturated agueous sodium
sulfite sclution was added, and the mixture was stirred. The
preclpitated solid was collected by filtratlon, washed with
water, and vacuum dried to glve crude crystals (188 g). The
crude crystals obtained in the same manner were combined (total
amount 568 g), and recrystallized from 50% agqueoua ethanol (2600
ml) to give 2,4—difluoro-5-iodobenzoic acid (388 g, yleld 68%)
as a white solid. ’

H NMR(CDC1s 300MHZ) (o) Pln:. 6.94(1H, dd, J=10.3, 10.3Hz), 8.46°
(1H, d, J=7.5Hz) :

Step 2
oo — ol
an F F lll'

The compound (200 g, 704 mmol) obtained in Step 1 was
dissolved in toluene (1000 ml), thionyl chloride (103 ml, 408
mmol) and dimethylformamide (catalytic amount) were added, and
the mixture was heated under reflux for 2 hr. The insoluble
material - was filtered off, and the filtrate was concentrated
under reduced pressure and azeotroped with toluene. The residue
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was diss lved in tetrahydrofuran (500 ml), this solution was
added dropwise to a solution of ethyl 3,3-dimethylaminocacrylate
{111 g, 775 mmol) and triethylamine (118 ml, 845 mmol) in
tetrahydrofuran (500 ml), and the mixitnre was heated under

5 reflux for 3 hr. The reaction mixture was allowed to cool to
room temperature and filtered and the filtrate was concentrated
under reduced pressure. Water (500 ml) and ethyl acetate (800
ml) were added to allow partitioning. The organlic laysr was
washed successively with saturated agqueocus sodium hydrogen

10 carhonate (200 ml)}, water (200 ml) and saturated brine, and
dried over sodium sulfate. The organic layer was flltered, and
the filtrate was concentrated under reduced pressure to give a
crude product (273 g) of 2-(2,4-difluoro-5-iodobenzoyl)-3-
dimethylaminoacrylic acid ethyl ester as a brown solid.

.15 SEEE 3 -

oo — r&‘“

The crude product (273 g) obtained in Step 2 was dies lved
in tetrahydrofuran (650 ml), (S)-(+)-valinol (73 g, 708 mmol)
was added, and the mixture was stirred at room temperature for 2

20 hy. The reaction mixture was concentrated under reduced (
pressure and the residue was dissolved in dimethylformamide (800
ml). Potassium carbonate (195 g 1.41 mol) was added, and the
mixture was stirred with heating at 70°C for 2.5 hx. The
reaction mixture was allowed to cool to room temperature, added

25 to water (2000 ml) and the mixture l;aa stirred. The
precipitated solid was collected by filtration. The obtained
solid was subject to slurry washing successively wlth water and
30% aqueous ethanol (650 ml) and vacuum dried to give a crude
product (217 g). The obtained crude product (217 g) was subject

30 +to slurry washing with a mixed s lvent of ethyl acetate (650 ml)
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and hexane (440 ml) with heating under reflux. The mixture was
filtered, and the remaining solid was vacuum dried to giv 7-
fluoro—1-( (S) —1-hydroxymethyl-2-methylpropyl)-6—iodo—4-oxo-1,4—
dibydroquinoline—3-carboxylic acid ethyl ester (207 g, yleld 66%
(relative to Step 2)) as a pale—brown solid.

'H NMR (DMSO-d, "300MHz) (§) ppm: 0.72(3H, d, J=6.6Hz), 1.10 (3H, d,
J=6.6Hz), 1.28(3H, t, J=~7.0Bz), 2.27 (1H, brxr), 3.77 {18H, br),
3.86{(18, br), 4.23 (28, q, J=~7.0Bz), 4.56(1H, bxr}, 5.12 {(1H, t,
J=4.9Hz), B.09 (1R, 4, J=1]1.1Hx), B.62 (1B, d, J=7.5Hz), 8.6B(1H,
8)

MB (ESI) : M+ 448

The compound (150 g, 335 mmol) obtained in Step 3 was
dissolved in dimethylformamide (450 ml), imidazole (27 g, 397
mmol) and tert-butyldimethylsilyl chloride (58 g, 385 mmol) we:.:e
added, and the mixture was stirred overnight at room temperature.
Water (900 ml) was added to the reaction mixture, and the
mixture was extracted with ethyl acetate (680 ml). The organic
layer was washed successively with water (450 ml, 3 times) and
saturated brine (200 ml}, and dried over sodium sulfate. The
organic layer was filtered, and the filtrate was concentrated
under reduced pressure to give a crude product (192 g) of 1-

{ (S) -1-tert-butyldimethylsilyloxymethyl—-2-methylpropyl)-7—-
fluoro—6—iodo—4-oxo—1,4—-dihydroquinoline-3-carboxyllc acld ethyl
ester as a pale—-yellow amorphous form.

Step 5
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Y imom s

The crude product (162 g) cbtained in Step 4 was dissolved
in tetrahydrofuran (160 ml) and, under an argon stream,
dibenzylidenacetone palladium(II) (1.7 g, 2.9 mmol) and -
trifurylphosphine (1.3 g, 5.8 mmol) were added. To this mixture
was added dropwise at 60°C a solution of (375 ml, 375 mmol) of 1M
3—-chloro-2-fluorcbenzylzinc bromide in tetrahydrofuran cbtalned
in the same manner as in Example 1, Step 5 and, after the
can[.ﬂetion of the dropwise addition, the mixture was stirred
with heating at the same temperature for 3.5 hr. The rea'ction
mixture was allowed to cool to room temperature, ethyl acetate
(640 ml) and 10% aqueous citric acid solution (400 ml) were
added, and the mixture was filtered through Celite, and the
filtrate was partitioned. The organic layer was washed
successgively with water (200 ml), satorated aqueous sodium
hydrogen carbonate (400 ml) and saturated brine (200 ml), and
dried over sodium sulfate. The organic layer was filtered, and
the filtrate was concentrated under reduced pressure to give a
crude product (186 g) of 1-((S)-1-tert-
butyldimethylsilyloxymethyl—-2-methylpropyl)-6—(3—-chloro—2-
fluorobenzyl)-7-fluoro—4—oxo-1 ,4—dihydroquinoline—-3-carboxylic
acid ethyl ester as a brown oil.

Step 6
\hmm \hﬂﬂ

The crude product (193 g) obtained in-Step 5 was dissolved
in isopropanol (650 ml), 1N agueons sodium hydroxide solution
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(1290 ml, 1.29 mol) was added, and the mixture was heated undex

reflux for 2 hr. The reaction mixture was allowed to cool to
room temperature, and filtered through Celite. The flltrate was
acidified by adding concentrated hydrochloric acld and the
mixture was stirred. The precipitated solid was collected by
filtration, and vacuum dried to give a crude product (132 g) as

a pale-yellow solid. The crude products obtained in the same
manner were combined (total amount 143 g), suspended in butyl
acetate (430 ml) and subject to slurry stirring with heating
under reflux for 1 hr. The suspension was allowed to cool to
room temperature and filtered and vacuum dried to give 6-(3-
chloro—-2—-fluoracbenzyl) -7-fluoro~1-{ (8) ~1-hydroxymethyl-2-
metinylpropyl)—4-oxo-1,4—dihydroquinolj.ne—3-lca::boxylic acid (99 g,
yleld 74% (relative to Step 3)) as a gray solid.

H NMR(DMSO—ds 400MHz) (8) ppm: 0.71 {3H, d, J~6.5Hz), 1.13 (3H,
d, J=6.5Hz), 2.36 (1H, br), 3.77(1H, br), 3.94 (1H, br), 4.25
(2H, s8), 4.77(1H, br), 5.16 (1H, t, J=2.4Hz), 7.19-7.23(1H, m),
7.32-7.35 (1H, m), 7.48-7.52(1H, m), 8.24-8.28 (2H, m), 9.00 (1H,
s), 15.00 (1H, =)

MS (ESI): M+ 436

Step 7

¢l
—teie

F 0

o™ '

F N ?
ag" b

The compound (99 g, 227 mmmol) obtained in Step 6 was
dissolved in methanol (530 ml), 28% sodium methoxide methanol
solution (465 ml, 2.28 mol) was added, and the mixture was
heated under reflux for 20 hr. The reaction mixture was allowed
to. cool to room temperature and filtered through Celite. The
filtrate was concentrated under reduced pressure. The residue
was acidified by adding water (200 ml) and concentrated
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hydrochloric acid (190 ml), and extracted with ethyl acetate
(500 ml). The organic layer was washed twice with water (200
ml), and dried over sodium sulfate. The mixture was filtered,
and the flltrate was concentrated under reduced pressure to give
a crude product (108 g). The obtained crude product (108 ¢g) was
dissolved in iscbutyl acetate (330 ml) with heating and the
mixture was stirred while allowing to cool for 24 hr. The
precipitated solid was collected by filtration, and vacuum dried
to give compound A (71 g, yield 69%) as a white solid. The
crude crystals ocbtained in the same manner were combined (total
amount 233 g), disasolved in iscbutyl acetate (470 ml) by heating
under reflux, and the mixture was stirred overnight while
allc;w:l.ng to cool. The precipitated solid was collected by
filtration, and vacuum dried to give a crystal of campound A
{crystal form IX) (206 g, yleld BB%) as a white solid.

‘H NMR (DMSO-dg 300MHz) (5) ppm: 0.72 (3H, d, J=6.5Bz), 1.16 (3H,
d, J=6.5Hz), 2.30-2.50 (1H, m), 3.70-3.90 (1H, m), 3.90—4.00 (1H,
m), 4.03 (3H, '8), 4.12 (2H, 8), 4.80-4.90 (1H, m), 5.19 (1H, t),

' 7.19-7.25 (24, m), 7.46-7.51 (2H, m), 8.04 (1EH, s), 8.88 (1H, 8),

15.44 {(1H, s8)
MS (ESI) : M+ 448
Example 2-2: Production of c::-ystal form II of the compound A

Step 1

O — "I:E}lf"“
D i F ®

Ag"

5-Bromo-2,4—difluorocbenzoic acld (82.7 kg, 349 mol) was
dissolved in toluene (420 L), thionyl chloride (62.3 kg, 523
mol) and dimethylformamide (catalytic amount) were added, and
the mixture was stirred at 70°C for 6 hr. The reaction mixture
was allowed to cool to room temperature, concentrated under
reduced pressure, and azeotroped again with toluene (420 L)}.
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The residue was dissolved in toluene (220 L), this solution was
added dropwlse to a solutlon of ethyl 3,3—dimethylaminoacrylate
(55.0 kg, 384 mol) and diisopropylethylamine (58.6 kg, 523 mol)
in toluene (220 1), and the mixture was stirred with heating at
70°C for 21 hr. The reaction mixture was allowed to cool to room
temperature, (5)—(+)-valinol (36.0 kg, 349 mol) was added, and
the mixture was stirred at room temperature for 1.5 hr. Water
(420 L) was added to the reaction mixture to allow partitioning,
and the organic layer was washed successively with 1N
bhydrochloric acld (250 L, twice), water (420 L), 5% aqueous
sodium hydrogen carbonate (250 L, twice), water (420 L) and 10%
brine (250 L). The extract was concentrated under reduced
pre.ssure and azeotroped with dimethylformamide (420 L) to give a
concentration residue (330 L) containing a crude product of 2-
{5-bromo—2 ,4—difluorobhenzaoyl) -3-{ (S) ~1-hydroxymethyl~2-

_methylpropylunethylamino) acrylic acid ethyl ester.

Btep 2

:r:d:cf———‘:m““
S

To a solution (330 L) of the crude product obtained in
Step 1 in dimethylformamide was added 1,8~
diazabicyclo{5.4.0]Jundecane (105 kg, 349 mol) and the mixture
was stirred at room temperature for 23 hr. To the reaction
mixture were added dimethylformamide (330 L), and then water
(170 L) and, after stirring for 2 hr, water {170 L) was added
dropwise. The precipitated solid was collected by filtration
and washed with dimethylformamide (170 L)-water (170 L) mixture,
and then with ethanol (460 L)-watexr (200 L) mixed solution. The
obtained solid was vacuum dried, suspended in an ethyl acetate
{330 L) — n-heptane (330 L) mixture and subject to slurry
washing. The suspension was filtered, _ and the remaining solid
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was vacuum dried to give 6-bromo—7-fluoro—1-{{8)-1-
hydroxymethyl-2-methylpropyl) —4—-oxo—-1,4—dihydroquinoline-3-
carboxylic acid ethyl ester (102 kg, yleld 73%) as a yellow
white solid. This compound was confirmed to be equivalent to

5 the standard product of the compound by high performance liquid
chromatography (HPIC) analysis.

Step 3
O — oy
g Y e

The compound (45.0 kg, 112 mol) obtained in Step 2 and
10 imidazole (9.95 kg, 146 mol) were suspended in toluene (180 L),
a solutlion of tert-butyldimethylsilyl chloride (17.8 kg, 118
nol) in toluene (45 L) was added at 50°C, and the mixiure was
stirred at the same temperature for 3 hr. Toluene (230 L) was
added to the reaction mixture, and washed successively with
15 water (450 L, twice) and 20% brine (450 L). The extract was
concantrated under reduced pressure and azeotroped with
tetrahydrofuran (320 L) to give a concentration residne (390 L)
containing a crude product o:é 6~bromo—1-( (5)-1-tert-
butyldimethylsilyloxymethyl-2-methylpropyl)-7-fluoro—4—oxo—-1,4- (
20 dihydroquinoline-3—carboxylic acid ethyl ester.
Step 4

Br wmt cl R %
¥ F
\hm

(Preparation of a solution of 3-chloro-2-fluorobenzylzinc
bromide in tetrahydrofuran)

a5 Under a nitrogen stream, zinc powder (18.8 kg, 287 mol)
was suspernded in tetrahydrofuran (130 L), 1,2-dibromoethane (470
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g, 2.50 mol) was added at 60°C, and the mixture was stirred at

‘the same temperature for 30 min. Trimethylsilyl chloride (560 g,

3.10 mol) was added to this suspension at room temperature, and

- the mixture was stirred with heating for 30 min. A solution of

3-chloro—2—fluorcbenzyl bromide (54.0 kg, 242 mol) in
tetrahydrofuran (65 L) was added dropwise at 0°C, and the mixture
was stirred at 20°C for 3 hr, The remaining zinc was filtered
off to give a solu‘léion of 1M 3-chlo'ro——2—f1uorobmzyltinc bramide
in tetrahydrofuran. This was used in the next main step.
(Main step)

Under a nitrogen stream,
tris (dibenzylidenacetone)dipalladimm(0) (1.96 kg, 3.36 mol) and
triphenylphosphine (1.77 kg, 6.72 mol) were dissolved in
tetrahydrofuran (180 L), and the mixture was stirred at room
temperature for 1 he. A solution (390 L) of the crude product
obtained in Step 3 in tetrahydrofuran was added dropwise at room
téuperature and washed with tetrahydrofuran (45 L). A solution
{164 kg, 157 mol) of the above-mentioned 1M 3-chloro-2-—
fluorobenzylzinc bromide in tetrahydrofuran prepared in advance
was added dropwise at room temperature, and the mixture was
stirred with heating at 55°C for 5 hr. The reactlion mixture was
allowed to cool to room temperature, toluene (230 L) and 25%
aqueous ammonium chloride solution (230 L) were added and the

mixture was stirred. After filtration, the mixture was

partitioned. The organic layer was washed 'uccessively with 25%
agqueocus ammonium chloride sclution (230 L), water (230 L), 5%
aqueous sodium hydrogen carbonate (230 L, 3 times) and 10% brine
{230 L). 7The extract was concentrated under reduced pressure to
give a crude product (B0 L) of 6-(3-chloro—2-fluorcbenzyl)-7-
fluoro-1- ( {8) -1-hydroxymethyl-2-methylpropyl) -4—oxo-1,4-
dibydroguinoline—-3-carboxylic acid as a brown oil.
Step 5

The crude product (80 L) obtained in Step 4 was dissolved
in iscpropanol (180 L), 1N agqueous sodium hydroxide solution
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{180 L, 180 mol) was added, and the mixture was stirred with
heating at 50°C for 9 hr. Activated carbon (4.5 kqg) was added to
the reaction mixture. The mixture was stirred at room
temperature for 30 min, filtered through cellulose powder and
thoroughly washed with an isopropanol (45 L) — water (45 L)
mixture. Watet (180 L) and n-heptane (230 L) were added to the
filtrate and, after stirring, the mixture was partitioned. The
aqueous layer was washed again with n-heptane (230 L). 4N
Hydrochloric acid (45 L, 180 mol) and methyl isopropyl ketone
{450 L) were added to the organic layer and, after stirring, th
mixture was partitioned. The organic layer was washed
successively with 104 brine (230 L), twice with B.5% aqueous
sod:i.um hydrogen carbonate (230 L), 0.5N hydrochloric acid (230
L) and water (230 L). The extract was concentrated undexr
reduced pressure, azectroped 3 times with toluene (230 L). The
residue was stirred at 100°C for 1.5 hr, allowed to cool to room
temperature and stirred for 3 hr. The precipitated solid was
collected by filtration and the obtained solld was waaﬁed with
toluene {45 1) and vacuum dried to give 6-(3—chloro-2-
fluorcbenzyl)-7~fluoro—1-[ {3) -1-hydroxymethyl-2-methylpropyl] -4—
oxo—-1,4~dihydroquinoline-3-carboxylic acid (42.5 kg, yleld 87%)
as a pale—yellow solid. Thié compound was confirmed to be
equivalent to the standard product by HPLC analysis.

Step 6

F F 0
"oy —
F N ? \r'k
Y ,.,
The compound (39.2 kg, 89.9 mol) obtained in Step 5 was
dissolved in methanol (240 L), 28% sodium methoxide methanol
solution (173 kg, 899 mol) was added dropwise at 10°C, and the

mixture was stirred with heating at 70°C for 21 hr. Activated
carbon (3.9 kg) was added to the reaction mixture. The mixture
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wag stirred at room temperature for 1 hr, filtered through
cellulose powder and thoroughly washed with methanol (B0 L).
WNater (29 kg, 1620 mol) was added to the filtrate and the
mixture was concentrated under reduced pressure. The residue
was azeotroped twice with isopropanol (240 L, 120 L). To the
residue were added 15% brine (200 1.} and toluene (200 L) and,
after stlirring, the mixture was partitioned. The organic layer
was washed successiveiy with 20% brine (200 L, 3 times), 0.5N
hydrochloric acid (200 L) containing sodium chloride (10 kg) and .
20% brine (200 L). The organic layer was concentrated under
reduced pressure and azeotroped with ethyl acetate (200 L).
Ethyl acetate (320 L) and water (200 L) were added to the
resj-.due and, after stirring, the mixture was partitioned. The
organic layer was concentrated under reduced pressure and
azeotroped twice with iscbutyl acetate (200 L). The residue was
dissolved by heating filtered while it was hot, and thoroughly
washed with iscbutyl acetate (20 L). A seed crystal {(crystal
form II of compound A, 39 g) was added to the filtrate at 60°C,
and the mixture was stirred at the same tauper."ature for 1.5 hr.
The mixture was stirred with heating at 80°C for 2 hr, allowed to
cool to room temperature and further stirred for 6 hr., The
precipitated solid was collected by filtration. The cbtained
s0lld waa washed with isobutyl acetate (40 L) and vacuum dried
to give a crystal of compound A (crystal form II) (29.0' kg,
yleld 72%) as a white solld. This crystal was confirmed to be
egquivalent to the standard product of the crystal (crystal form
II of compound A cbtained in Example 2-1) by HPIC and X ray
powder diffraction (XRPD) analysis.
Example 2-3: Production of crystal form IT of the compound A

The crystal form II can be also produced by
crystallization according to the methods described in Examples
2-3-1 to 2-3-26.
Example 2-3-1

The compound A (200 mg) obtained in Example 1 was
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dissolved in l-butanol (2 ml) with heating under reflux. The
mixture was stirred for 17 hr while allowing to cool. The
precipitated solid was collected by filtration and vacuum dried
to glve crystal foxm II (125 mg, yleld 63%) of compound A as a
white solid.

Example 2-3-2 -

The compound A (200 mg) obtained in Example 1 was
dissolved in butyl acetate (2 ml) with heating under reflux.
The mixture was stirred for 17 hr while allowing to cool. The
precipitated solid was collected by filtration and vacuum dried
to give crystal form II (102 mg, yleld 51%) of compound A as a
white solid.

Eza:_;lple 2-3-3

The compound A (200 mg) obtained in Example 1 was
dissolved in methyl iscbutyl ketone (2 m)) with heating under
reflux. Heptane (2 ml) was added dropwise and the mixture was
stirred for 6 hr while allowing to cool. The precipitated solld
was collected by filtration and vacuum dried to give crystal
form II (168 mg, yleld 84!)' of compound A as a white solid.
Example 2-3-4

The compound A (200 mg) obtained in Example 1 was
dissolved in ethanol (2 ml) with heating under reflux. The
mixture was stirred for 17 hr while allowing to cool. The
precipitated solid was collected by filtration and vacuun dried
to give crystal form IX (56 mg, yleld 284%) of compound A as a
white solid.

- Example 2-3-5

30

The compound A (200 mg) obtained in Example 1 was
dissolved in ethyl acetate (2 ml) with heating under reflux.
Heptane (1.6 ml) was added dropwise and the mixture was stirred
for 6 hr while allowing to cool. The precipitated solid was
collected by filtration and vacuum dried to give crystal £ rm II
(166 mg, -yleld B83%) of compound A as a white solid.

Example 2-3-6
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The compound A (200 mg) obtained in Example 1 was
dissolved in methyl ethyl ketone (2 ml) with heating under
reflnx, Heptane (4 ml) was added dropwise and the mixture was -
stirred for 6 hr while allowing to cool. The precipitated solid
was collected by filtration and vacuum dried to give crystal
form II (123 my, yleld 62%) of compound A as a white solid.
Example 2-3-7

The compound A (200 mg) obtained ln Example 1 was
dissolved in l-propanol (2 ml) with heating under reflux. The
mixture was stirred for 17 hr while allowing to cool. The
precipitated solld was collected by filtration and vacuum dried
to glve crystal form II (91 mg, yleld 46%) of campound A as a
white solid. '

Example 2-3-8

The compound A (200 mg) obtained in Example 1 was
dissolved in lsopropancl (2 ml) with heating under reflux. The
mixture was stirred for 17 hr while allowing to cool. The
precipitated solid was collected by filtration and vacuum dried
to give crystal form II (88 mg, yleld 44%) of campound A as a
white solid.

Example 2-3-9

The compound A (200 mg) obtained in Example 1 was .
dissolved in cumene (2 ml) with heating under reflux. The
mixture was stirred for 17 bhr while allowing to cool. The
precipitated solid was collected by filtration and vacuum dried
to glve crystal form II (188 mg, yleld 94%) of compound A as a
white solid.

Example 2-3-10

The compound A {200 mg) obtained in Example 1 was
dissolved in anisole (2 ml) with heating under reflux. The
mixture was stirred for 17 hr while allowing to cool.- The
precipitated solid was collected by filtration and vacuum dried
to give crystal form II (107 mg, yield 54%) of compound A as a
whita solid. '
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Example 2-3-11
The compound A (200 mg) cbtalined in Example 1 was
dissolved in acetone (2 ml) with heating under reflux. Heptane
(2 ml) was added dropwise and the mixture was stirred for 16.5
hr while allowling to cool. Heptane (4 ml) was further added,
and the mixturé was further stirred for 24 hr. The precipitated
polid was collected by filtration and vacmum dried to give
crystal form II (134 mg, yield 67%) of compound A as a white
solid.
Example 2-3-12
The compound A (200 mg) obtained in Example 1 was
diua_olved in ethanol (2 ml) with heating under reflux. Heptane
(4 ml) was added dropwise and the. mixture was stirred for 19 hr
while allowing to cool. The precipitated selid was collected by
filtration and vacuum dried to give crystal form II (129 mg,
yield 65%) of compound A as a white solid.
Example 2-3-13
The compound A (200 mg) obtained in Example 1 was
dissolved in isopropanol (2 ml) with heating under reflux.
Heptane (4 ml) was added dropwise and the mixture was stirred
for 19 hr while allowing to cool. The preclpitated solid was
collected by filtration and vacuum dried to give crystal form 1I
{166 mg, yleld 83%) of compound A as a white solid.
- Example 2-3-14
The campound A (200 mg) obtained in Example 1 was
dissolved in l-propanol (2 ml) with heating under reflux.
Heptane (4 ml) was added dropwise and the mixture was stirred
for 19 hr while allowing to cool. The precipitated solid was
collected by filtration and vacuum dried to give crystal form II
(158 mg, yleld 79%) of compound A as a white solld.
Example 2-3-15
The compound A (200 mg) obtained in Example 1 was
dissolved in iscbutanol (2 ml) with heating under reflux. The
mixture was stirred for 21 hr while allowing to cool. The
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precipltated solid was collected by filtration and vacuum dried
to give crystal form II (131 mg, yield 66%) of compound A as a
white solid.
Ezxample 2-3—16

The compound A (200 mg) obtained in Example 1 was
dissolved in toluene (2 ml) with heating at 100°C. ‘The mixture
was stirred for 37 hr while allowing to cool. The precipitated
solid was collected by filtration and vacuum dried to glve
crystal form II (190 mg, vield 95%) of compound A as a white
solid.
Example 2-3-17

. The compound A (200 mg) cbtained in Example 1 was

dissolved in methyl butyl ketone (2 ml)} with heating at 60°C.
Heptane (1.8 ml) was added dropwise and the:mix'l::re was stirred
for 37 hr while allowing to coel. The precipitated solid was
collected by filtration and vacm.m dried to give crystal form II
(191 mg, yleld 96%) of compound A as a white solid.
Example 2-3-18

The compound A {200 mg) obtained in Example 1 was
dissolved in chloroform (1 ml) with heating at 60°C. Isopropyl
ether (1.8 ml) was added dropwise and the mixture was stirred
for 37 hr while allowing to tlzool. The precipitated solid was
collected by filtration and vacuum dried to glve crystal form II
- (184 mg, yleld 92%) of compound A as a white solid. .
Example 2-3-19

The compound A (200 mg) obtained in Example 1 was
dissolved in tetrahydrofuran (1 ml) by heating at &0°C.
Isopropyl ether (2 ml) was added dropwise and the mixture was
stirred for 41 hr while allowing to cool. The precipitated
solid was collacted by filtration and vacuum dried to gilve
crystal form II (144 mg, yleld 72%) of compound A as a white
solid.
Example 2-3-20

The compound A (200 mg) obtained in Example 1 was
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dissolved in isocbutanol (2 ml) wlth heating under reflux.
Heptane (2 ml) was added dropwise and the mixture was stirred
for 21 hr while allowing to cool. The precipitated solid was
collected by fliltration and vacuum drled to give crystal form II
(160 mg, yleld 80%) of compound A as a white solid.

Example 2-3-21°

The compound A (200 mg) obtained in Example 1 was
dissolved in butanol (2 ml) with heating under reflux. Heptane
(2 ml) was added dropwise and the mixture was stirred for 21 hr
while allowing to cool. The precipitated solid was collected by
filtration and vacuum dried to glve crystal form II (152 mg,
yield 76%) of compound A as a white solid.

Exa:_;lple 2-3-22 .

The compound A (200 mg) obtained in Example 1 was
dissolved in iscbutyl acetate (2 ml) with heating under reflux.
The mixture was stirred for 21 hr while allowing to cool. The .
precipitated solid was collected by filtration and vacuum dried
to give crystal form II (140 mg, yileld 70%) of compound A as a
white solid.

Example 2-3-23

The compound A (200 mg) obtained in Example 1 vas
dissolved in isobutyl acetat-e {2 ml) with heating under reflux.
Heptane (2 ml) was added dropwise and the mixture was atirred
for 21 hxr while allowing to cool. The precipitated s0lid was
collected by filtration and vacuum dried to give crystal forxrm II
(178 mg, yield 89%) of compound A as a white solid. .
Example 2-3-24 _ ’

The compound A (200 mxy) obtained in Example 1 was
dissolved in butyl acetate (2 ml) with heating under reflux.
Heptane (1.5 ml) was added dropwise and the mixture was stirred
for 21 br while allowing to cool. The precipitated solid was
collected by filtration and vacuum dried to give crystal form II
(158 mg,- yleld 78%) of caompound A as a white solid.

Example 2-3-25
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The compound A (200 mg) obtained in Example 1 was

dissolved in anisole (2 ml) by heating at 110°C. Heptane (2 ml)

was added dropwise and the mixture was stirred for 21 hr while

allowing to cool. The precipitated solid was cecllected by

filtration and vacuum dried to give crystal form II (187 mg,

yield 89%) of compound A as a white solid.

Example 2-3-26 '

' The compound A (200 mg) obtained in Example 1 was
dissolved in butyl acetate (2 ml) with heating under reflux.
After rapid cooling, the mixture was stirred for 2 hr. The
precipitated solid was collected by 'filtrat.'l.on and vacuum drled
to _g:l.va crystal form II (131 mg, yleld 66%) of compound A as a
white solid. '

Example 2-4: Production of crystal form II of the compound A
Step' 1 )
1-{{S)-1-tert-butyldimethylsilyloxymethyl—-2-methylpropyl) —
6~ (3—-chloro—2-fluorobenzyl) ~7—-fluoro—4-oxo-1,4-dihydroquinocline-
3-carboxylic acid ethyl ester (48 g, 86 mmol) ocbtained in
Example 1, Step 5 was dissolved in methanol (300 ml), water (5
ml) and 28% sodium mathoxlde methanol solution (176 ml, 862
mmol) were added, and the mixture was heated under réflux for 24
hr, The reaction mixture wa.s allowed to cool to room
temperature, neutralized with 6N hydrochloric acid and methanol

- was evaporated under reduced pressure. Water was added to the

obtained solution and, after stirring, the precipitated solid
was collected by filtration. The obtained solid was dissolved
in ethyl acetate, washed with water, and dried over sodium
sulfate. The mixture was filtered and the filtrate was
concentrated under reduced preassure. The cbtalned residue was
racrystallized from ethyl acetate-hexane to give compound A
(primary crystal 29.5 g, secondary crystal 2.8 g, in total 32.3
g, Yleld 86%) as a white a_olid.

m.p. 151~152¢C

'H NMR (DMSO-dg 300MHz) (5) ppm: 0.72 (3H, d, J=6.5Hz), 1.16 (3H,
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d, J=~6.5Hz), 2.30-2.50 (14, m}, 3.70-3.90 {1H, m}, 3.90-4.00 (1R,
m), 4.03 (3H, s8), 4.12 (2H,8), 4.80-4.90 (l1H, m), 5.19 (1H, t),
7.19-7.25 (2B, m), 7.46-7.51 (2H, m), B.04 (1B, s), 8.88 (1H, ®),
15.44 (1R, »8)
5 MS (ESI) : M+ 448
Step 2
Compound A (32.3 g) obtained in Step 1 was dissolved in .
butyl acetate (160 ml) with heating under reflux. The crystal
form II of Example 2 was seeded at 63°C and the mixture was
10 gtirred for 3 hr while allowing to cool. The precipitated solid
was collected by filtration and vacuum dried to give the crystal
of compound A (crystal form II) (24.79 g, yield 77%) as a white
solid.
Example 2-5: Production of crystal form II of the compound A

15 Step 1 _ .
®

o ey

1-((8) -1-tert-butyldimethylsilyloxymethyl—-2-methylpropyl)—
6~ (3—chloro—2-fluorobenzyl} -:7 —-fluoro—4—oxo-1,4—dihydrogquinoline—
3~carboxylic acid ethyl ester {19 g, 33 mmol) obtained in

20. Example 1, Step 5 was dissolved in isopropanol (100 ml), iN
aqueous sodium hydroxide solution (200 ml, 200 mmol) was added,
and the mixture was heated under reflux for 2.5 hr. The .
reaction mixture was allowed to cool to room temperature, and ’
the mixture was filtered through Celite. The filtrate was

25 acidified by adding concentrated hydrochloric acid, and stirred
at room temperature for 2 hr. The precipitated solld was
collacted by filtration and vacuum dried to give 6-(3-chloro-2-
fluorobenzyl)-7—-fluoro-1-( (8) -1-hydroxymethyl~2-methylpropyl)—4-
oxo-1,4-dihydroquinoline—~3-carboxylic acid (12 g, yield 82%) as

30 a pale-yellow solid.
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H NMR(DMSO-d; 400MHz) (§) ppm: 0.71(3H, d, J=6.5Hz), 1.13(3H, d,
J=6.5Hz) , 2.36(1H, br), 3.77(1H, br), 3.94(1H, br), 4.25(2H, s8),
4.77(18, br), 5.16(1H, t, J=2.4Hz), 7.19-7.23(1H, m), 7.32-
7.35(1H, m), 7.48-7.52(1H, m), 8.24-8.28(2H, m), 9.00(1H, s),
15.00(1H, s)

g — by

The compound (12 g, 27 mmol) obtained in Step 1 was
d.i.ss-olved in methanol (64.ml), 28% sodium methoxide methanol
solution (52 ml, 256 mmol) was added, and the mixture was heated
under reflux for 24 hr., The reaction mixture was allowed to
cool to room temperature and filtered through Celite. The
filtrate was concentrated under reduced pressure. The 'residue
was acidified by adding water ({360 ml) and concentrated
hydrochloric acid, and extracted with ethyl acetate. The
organic layer was washed successively with' water and saturated
brine and dried over sodium sulfate. The mixture was filtered,
and the filtrate was concantz.'ated under reduced pressure to glve
a crude product (13 g) as a brown oll. The obtained crude

-product (13 g) was dissolved in isobutyl acetate (60 ml) by

heating and, after seeding, the mixture was stirred for 23 hr
while allowing to cool. The precipitated solid was collected by
filtration, and vacuum dried to give compound A (9.2 g, yleld
75%) as a white solid.

‘H NMR (DMSO~dg 300MHz) (§) ppma: 0.72 (3H, d, J=6.5Hz), 1.16 (3H,
d, J=6.5Hz), 2.30-2.50 (1H, m), 3.70-3.90 (1H, m), 3.90-4.00 (1H,
m), 4.03 (3H, 8), 4.12 (2H,s), 4.80-4.90 (1H, m), 5.19 (1H, t),
7.19-7.25 (2H, m), 7.46-7.51 (2B, m), B.04(1H, s), 8.88 (1H, =),
15.44 (1R, 8)

MS (ESI): M+ 448
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Step 3

o —n

2-(2,4-Difluoro-5-iodobenzoyl) —-3—dimethylaminoacrylic acid
ethyl ester (20 g) obtained in Example 1, Step 2 was subject to
slurry washing with a mixed solvent of ethyl acetate (60 ml) and
hexane (40 ml) and heated under reflux. The mixture was
filtered, and the remaining solid was vacuum dried to glve 7-
fluoro-1-{ (8) -1-hydroxymethyl—-2-methylpropyl)—-6—iodo—4-oxo-1,4-
d.i.hgdroquinoline—a-carboxylic acid ethyl ester (18 g, yield 94%)
as a belge solid.
B NMR (DMSO-d; 300MHz) () ppm: 0.72 (3H, 4, J=6.6Hz), 1.10 (3H,
d, J=6.6Hz), 1.28 (3H, t, U=7.0Hz), 2.27 (1H, br), 3.77 (1H, br) ‘
3.86 (1H, br), 4.23 (2B, q, J=7.0Hz), 4.56(1H, br), 5.12 (1H, t,
J=~4.9Hz), B8.09 (1H, d, J=11.1Hz), B.62 (1R, d, J=7.58z), 8.68
(1H, =)
MS (ESI): M+ 448

Step 4 _

i 2 — |: c i L0Et -

F]@ F

oH Y\m (

The compound (19 g, 42 mmol) obtained in Step 3 was
dissolved in dimethylformamide (65 ml), imidazole (3.4 g, 49.9
mmol) and tert-butyldimethylsilyl chloride (7.2 g, 47.8 mmol)
wore added, and the mixture was stirred at room temperature for
1.5 hr. Water was added to the reaction mixture, and the
mixture was extracted with ethyl acetate. The organic layer was
washed successively with water, saturated agqueous ammonium
chloride sclution and saturated brine, and dried over sodium

sulfate.:- The organic layer was filtered, and the flltrate was
concentrated under reduced pressure to give a crude product (24

(
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g) of 1-((8)-1-tert-butyldimethylsilyloxymethyl-2-methylpropyl)-—
7-flu ro—-6—-iodo—4-oxo-1,4-dihydroquinoline—~3-carboxylic acld
ethyl ester as a belige amorphous form.

13 NMR(CDC1; 400MHz) (5) ppm: -0.07 (3H, s), -0.05(3H, s), 0.77(9RH,
s8), 0.84(3H,d, J=6.5Hz), 1.18(3H, d, J=~6.5Hz), 1.40(3H, ¢,
J=7.28z), 2.35-2.50(1H, m), 3.85-3.95(1H, m), 3.98-4.10(2H, m),
4,30-4.40(2B, m), 7.26(1H,8), 8.64{1H, 8), 8.94(1H, d, J=7.2Hz)
M3 (ESI): M+ 562

Step 5

1 ol
F F

The crude product (24 ¢) obtained in Step 4 was diss lved
in tetrahydrofuran (200 ml) and, under an argon stream,
dibenzylidenacetonepalladium(IX) {984 mg, 1.7 mmol) and
trifurylphosphine (795 mg, 3.4 mmol) were added, and a solution
(56 ml, 56 mmol) of 1M 3-chloro-2-fluorcbenzylzinc bromide
ocbtained in the same manner as in Example 1, Step 5 in
tetrahydrofuran was added dropwise at 60°C. After the campl tion
of the dropwise addition, the mixture was stirred with heating
at the same temperature for 2 hr. The reaction mixture was
allowed to cool to room temperature, saturated aqueous ammonium
chloride solution was added, and filtered through Celite, and
the filtrate was extracted twice with ethyl acetate. The
organic layer was washed successively with water (twice) and
saturated brine, and dried over magnesium sulfate. The organic
layer was filtered, and the filtrate was concentrated under
reduced pressure to give a crude product (30 g} of 1-{(S)-1—-
tert-butyldimethylsilyloxymethyl-2-methylpropyl)-6-{3-chloro-2-

‘£fluorobenzyl) -7-fluoro—-4-oxo—1,4-dihydroquinoline~3-carboxylic

aclid ethyl ester as a brown pastae.
Step 6
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The crude product (30 g) obtained in Step 5 was dlissolved
in isopropanol (150 ml), 1IN agqueous sodium hydroxide solution
{300 ml, 300 mmol) was added, and the mixture was heated under
reflux for 2.5 hr. The reaction mixture was allowed to cool to
room temperature, and the mixture was filtered through Celite.
The flltrate was acidified by adding concentrated hydrochlorlc
acid, and the mixture was stirred at room temperature for 2 hr.
The'precipitated solid was collected by filtration and vacuum
dried to give a crude product (18 g) as a beige .solid. The
obtained crude product (18 g) was suspended in butyl.acetate (90 .
ml), and subjected to slurry stlrring with heating under reflux
for 1 hr. The suspension was allowed to cool to room
temperature, filtered and vacuum dried to glve 6—(3—::1110:'.1-7—2—
fluorobenzyl) ~7-fluoro~1-( {8) —1-hydroxymethyl—-2-methylpropyl) ~4-
oxo—1,4~dihydroquinoline—3-carboxylic acid (11 g, yield 62%
(relative to Step 3)) as a white solid. )

IH NMR(DMSO-dg 400MHz) (35) pl:lll 0.71 (38, d, J=6.5Hz), 1.13 (3H,
d, J=6.5Hz), 2.36 (1H, br), 3.77(1H, br), 3.94 (1H, br), 4.25

- (2H, 8), 4.77 (1H, brx), 5.16 (1H,t, J=2.4Hz), 7.19-7.23 (1H, m),
7.32-7.35 (1H, m), 7.48-7.52(1H, m), 8.24-8.28 (2H, m), 9.00 {1H,
8), 15.00 (1H, 8) '

MS (ESI): M+ 436

Step 7

F .
BIW [}
i
q
o o
The compound {11 g, 26 mmol) obtained in Step 6 was

dissolved in methanol (60 ml), 28% sodium methoxide methanol
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solution (52 ml, 256 mmol) was added, and the mixture was heated
under reflux for 24 br. The reaction mixture was allowed to
cool to room temperature and filtered through Celite, and the
filtrate was concentrated under reduced pressure. The residue
was acidified by adding water (330 ml) and concentrated
hydrochloric acid, and the mixture was extracted with ethyl
acetate, The organic layer was washed successively with water
and saturated brine, and dried over sodium sulfate. The mixture
was filtered, and.the filtrate was concentrated under reduced
pressure to give a crude product (12 g) as a brown oll. The
obtained crude product (12 g) was dissolved in isobutyl acetate
(60 _ml) by heating under reflux. A seed crystal (crystal form
II of compound A) was seeded, and the mixture was stirred f r 23
hr while allowing to cool. The precipitated sollid was collected
by filtration and vacuum dried to give compeund A (8.2 g, yield
71%) as a white solld.

'H NMR (DMSO-ds 300MBz) (3) ppm: 0.72 (3H, d, J=~6,5Hz), 1.16 (3H,
d, J=6.5Hz), 2.30-2.50 (1H, m), 3.70-3.90 (1R, m), 3.80-4.00 (1H,
m), 4.03 (3H, s), 4.12 (2H,s), 4.80-4.90 (1H, m), 5.19 (1H, t),

7.19-7.25 (2H, m), 7.46-7.51 (2H, m), 8.04(1H, ), 8.88 (1H, 8),

15.44 (1H, s8)
MS (ESI) : M+ 448
Step 8

Campound A (7.66 g) obtained in Step 7 and compound A
(9.17 g) obtained 1n Step 2 were dissolved in isobutyl acetate
(84 ml) by heating under reflux and the mixture was stirred for
16 hr while allowing to cool. The precipitated solid was
collected by filtration and vacuum dried to give crystal form II
(14.73 g, yleld 88%) of compéund A as a white solid,
Example 2-6: Production of crystal form II of the compound A

LY — O
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2,4-Difluoraobenzoic acid (100 g, 633 mmol) was diss lved
in trifluoromethanesulfonic acid (400 ml) and N-iocdosuccinimide
(157 g, 696 mmol) was added by portions at not more than 5°C.
After the completion of the addition, the mixture was stirred at
50°C for 1.5 hr. The reaction mixture was poured into iced water,
and the mixturé was stirred for 1 hr. The precipitated solid
was collected by filtratlion, washed successively with water and
hexane, and vacuom dried to give 2,4-difluoro—5-icdobenzolc acid
(179 g yield quantitative) as a white solid.
H NMR (CDCls 300MHz) (o) ppm: 6.94(1H, dd, J=10.3, 10.3Hz), B.46
(1H, 4, J=7.5Hz}

St_ag. 2
| 1 .
Fn:ﬂ . Fwa . . .

The campound (28 g, 100 mmol) obtained in Step 1 was
dissolved in ethyl acetate (300 ml), oxalyl chloride (11 ml, 122
mmol) and dimethylformamide (catalytic amount) were added, and
the mixture was stirred at' room temperature for 2 hr. The
filtrate was concentrated under reduced pressure and azeotroped
with toluene. Ths residue wés dissolved in tetrahydrofuran (100
ml) , this solution was added dropwise to a solution of ethyl
3,3-dimethylaminoacrylate (17 g, 120 mmol)-and triethylamine (21
ml, 150 mmol) in tetrahydrofuran (100 ml), and the mixture was
heated under reflux for 3 hr. The reaction mixture was allowed
to cool and ethyl acetate (200 ml) was added. The mixture was
washed successively with water (twice) and saturated brine, and
dried over sodium sulfate. The mixture was filtered and the
filtrate was concentrated under reduced pressure. The obtalined
residue was subject to slurry stirring with a mixed solvent of
diethyl ether (50 ml) and hexane (50 ml). The mixture was
filtered. and the remalning solid was vacuum dried to give a
crude product (26 g, yleld 63%) of 2—-(2,4-difluoro-5-

(
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lodobenzoyl)~3—dimethylaminocacrylic aclid ethyl ester as a yellow
solid.

Step 3

The crude product (22 g, 55 mmol) obtained in Step 2 was
dissolved in tetrahydrofuran (110 ml), (8)-{(+)—valinol (6.8 g,
65.8 mmol) was added, and the mixture was stirred with heating
at 50°C for 30 min. The reaction mixture was concentrated under
reduced pressure, and the residue was dissolved in ethyl acetate
(100 ml) , washed successively with water and saturated brine,
and dried over magnesium sulfate. -The mixture was filtered and
the filtrate was concentrated under reduced pressure. The
obtained residue was dissolved in dimethylformamide (Bb ml),
potassium carbonate (19 g, 137 mmol) was added, and the mixtu.re‘
was stirred with heating at 60°C foxr 1.5 hr. The reaction
mixture was allowed to cool to roam temperature and concentrated
under reduced pressure. Water (250 ml) was added to ‘the
obtained residue and the m.i.xhxre was stirred at room temperature
for 30 min. The precipitated solld was collected by filtration.
The obtained solid was washed successively with a mixed solvent
of watexr (100 ml), ethyl acetate (10 ml) and hexane (40 ml) and
vacuum dried to give 7-fluoro-1-((S)-1-hydroxymethyl-2-
methylpropyl)—-6-iodo~4—-oxo—1, 4~dihydroquinol ine—-3—carboxylic
acid ethyl ester (22 g, yleld 88%) as a pale-yellow solid.

'H NMR (DMSO-d; 300MHz) (5) ppm: 0.72 (3H, d, J=6.6Hz), 1.10 (3R,
d, J=6.6Hz), 1.28 (3H, t, J=7.0Hz), 2.27 (1H, br), 3.77 (1B, br),
3.86 (1H, br), 4.23 (2H, q, J=7.0Hz), 4.56(1H, br), 5.12 (1H, t,
J=4,9Hz), 8.09 (1H, d, J=11.1Hz), 8.62 (1H, d, J=7.5Hz), B.68
(1H, 8) -

MS (ESI): Mt 448
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Step 4

The compound (22 g, 48 mmol) obtained in Step 3 was
dissolved in dimethylformamide (60 ml), imidazole (3.9 g, 57.7
mmol) and tert-butyldimethylasilyl chloride (8.0 g, 53.0 mmol)
wers added, and the mixtnre was stirred at room temperature for
1.5 hx. The reaction mixture was concentrated under reduced
preuure, and the obtained residue waes dissolved in ethyl
acetate (200 ml), washed successively with water (twice) and
saturated brine, and dried over sodium sulfate. The mixture was
filtered and the filtrate was concentrated under reduced ®
pressure. The cbtained residue was purified by silice gel
chromatography (ethyl acetate:hexane=3:7 to 4:6) to glve 1-((S)-
1-tart-butyldimethylsilyloxymethyl—-2-methylpropyl) -7-fluoro—6-
iodo-4-oxo0-1,4-dihydroquinoline-3—-carboxylic acid ethyl ester
(25 g, yleld 92%) as a white wax. )

17 NMR(CDCl; 400MHZ) (§) PI:II!:. -0.07(3H, 8), -0.05(3H, 8), 0.77(9H,
s), 0.8B4(3H,d, J=6.5Az), 1.18(3H, d, J=6.5Hz), 1.40(3H, t,
J=7.2Hz), 2.35-2.50(1H, m), 3.85-3.95(1H, m), 3.98—4.10.(28, m),
4.30-4.40(2H, m), 7.26(1H,s), 8.64(1H, s), B8.94(1H, d, J=7.2Hz)
MS (ESI): M+ 562

®

Step 5

(

o Y oo

The compound (25 g, 44 mmcdl) obtained in Step 4 was
dissolved in tetrahydrofuran (200 ml) and, under an argon stream,
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dibenzylidenacetonepalladiim(II) (1.0 g, 1.8 muol) and
trifurylphosphine (824 mg, 3.5 mmol) were added. A s lution (58
ml, 58 mmol) of 1M 3-chloro—2-fluorcbenzylzinc bromide obtained
in the same manner as in Example 1, Step 5 in tetrahydrofuran

5 was added dropwise at 60°C. After the completion of the dropwilse
addition, the mixture was heated under reflux for 3 hxr. The
reaction mixture was allowed to cool to room temperature, ethyl
acetate (200 ml) was added, washed successively with 1N
hydrochloxic acid, water, saturated agueons sodium hydrogen

10 carbonate, water and saturated brine, and dried over sodium
sulfate. 7Yhe mixture was filtered and the filtrate was
congantrated under reduced pressure. The obtained residue was
purified by silica gel chromatography (ethyl acetate:hexane=4:6
to 1:1) to give l1l-((S5)-1-text-butyldimethylsilyloxymethyl—-2-

15 methylpropyl)-6-(3-cbloro-2~fluorcbenzyl)-7-fluoro-4-oxo-1,4~
dihydrogquinoline~-3-carboxylic acid ethyl ester (17 g, yleld 68%)
as a pale-yellow oil. '

'H NMR(CDCl; 400MHz) (5) ppm: -0.09 (3H, s}, —0.05(3H, s), 0.75(9H,
s), 0.85(3H,d, J=-6.7Hz), 1.18(3H, 4, 6.7Hz), 1.39(3H, t,

20 J=7.1Bz), 2.45(1H, br), 3.89-3.92(1H, m), 3.98-4.02(1H, m),
4.07-4.12(1H, m), 4.12(2H, =), 4.34-4.41(2H, m), 6.96-7.00(1H,
m), 7.03-7.05(18, m), 7.21-7.24(1H, m), 7-26-7.29 (1H, m),
8.39(1H, d, J=8.8Hz), B8.63(1H, 8)

Step 6
GITCF Q [:q),m.zo t . G'W
P 'Y

The compound {17 g, 30 mmol) obtalned in Step 5 was
dissolved in methanol (120 ml), 28% sodium methoxide methanol
solution. (62 ml, 304 mmol) was added, and the mlxture was heated

30 under reflux for 19 hr. The reaction mixture was allowed to
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cool to room temperature, water (200 ml) was added, and methanol
was evaporated under reduced pressure. The residue was
acldified by adding concentrated hydrochloric acid, extracted
with ethyl acetate, and dried over sodium sulfate. The mixture
was flltered, and the filtrate was concentrated under reduced
pressure to give a cruds product (14 g) of campound A as a pale-
yellow oil.

Step 7

Compound A (14.11 g) obtalned in Step 6 was suspended in a
mixed solvent of ethyl acetate (20 ml) and hexane (20 ml) at
room temperature, a seed crystal (crystal form II of compound A)
was seeded, and the mixture was stirred for 1 hr. The
sus;;ens:l.on was Filtered, and the remaining solid was vacuum
dried to gilve compound A (crystal form II, 10.40 g, yield 77%)
as a white solid.
Example 3: Production of crystal form III of the compound A
Example 3-1: Production of crystal form III of the compound A

The cxystal form II of compound A (10.0 g, 22.3 mmol)
cbtained in Example 2-2 was added to isobutyl acetate (30 mL)
and the crystal was dissolved by heating under reflux. The
solution was cooled to 90°C, and stirred for 5 hr to allow
preclpitation of crystals. 'j.;hia solution was further allowed to
cool to room temperature, and further stirred for 12 hr. The
precipitated cxrystal was collected by filtration. The obtained
cxystal was washed with iscbutyl acetate (10 mL) and vacuum
dried to give a white crystal (9.85 g, vleld 98.5%). Since this
crystal was confirmed to be different from crystal form II by
XRPD analysis, a crystal showing the XRPD chart (Fig. 1) as this
crystal was taken as crystal form TIIX.

Example 3—-2: Production of crystal form III of the coampound A
The crystal form II of compound A (250 g, 558 mmol)
obtained in Example 2-2 was added to lscbutyl acetate (750 mL).
A seed crystal (12.5 g) of the crystal form III of compound A

obtained in Example 3 was added at room temperature and the
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mixture was stirred for 17 hr. The precipitated crystal was
collected by filtration. The cbtained crystal was washed wlith
isabutyl acetate (250 mL), and vacuum dried to give the object
product (crystal form III, 259 g, yleld 9B.6%) as a white
cxystal. Thls cxystal was confirmed to be equivalent to the
standard product of the crystal (crystal form III of campound A
cbtained in Example 3-1) by XRPD analysis.
Example 3-3: Production of crystal form IIT of the compound A

Compound A (crystal form IXI, 10.0 g, 22.3 mmol) cbtained
in Example 2-2 was added to isopropanol (30 mL), and the mixture
was heated under reflux to dissolve the crystal. The solution
was cooled to 70°C, a seed crystal (10 mg) of the cryatal fom
III of compound A cbtained in Example 3-1 was added, and the
mixture was stirred for 5 hr. This mixture was further allowed
to cool to room temperature, stirred for 12 hr, and the crystal
was collected by filtration. The obtained crystal was washed
with isopropanocl (10 mL), and vacuum dried to give the object
product (crystal form III, 9.72 g, vield 97.2%) as a white
crystal. This crystal was confirmed to be equivalent to the
standard product of the crystal (crystal form III of compound A
obtained in Example 3-1) by XRPD analysis. )
Example 3-4: Production of c:;:ystal form III of compound A

The crystal form II of compound A (7.00 g, 15.6 mmol)

- obtained in Example 2-2 was added to a mixed solution of ethanol

{52.5 mL) and water (7 mL) and dissclved by heating. Water (28
mL) was added, a seed crystal (10 mg) of the object product was
added at 70°C and the mixture was stirred for 4 hrs. After '
allowing to cool to room temperature, the mixture was lce-cooled
and further stirred for 2 hrs, and the crystals were collected
by filtration. The cbtained crystals were washed with a mixed
Bolution of cool ethanol (8.4 mL) and water (5.6 mL) and vacuum
dri-ed to glve the object product as white cxystals (crystal form
I, 6.77 g, yleld 96.8%). This crystal was confirmed to be
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equivalent to the standard product (Example 3-1) by XRPD
analysis.

Experimental Example
The property values of each crystal form were determined

by the following analysis testa, and the stabllity test of each
crystal form was performed using them as lndices.
Sample

Unleas otherwise specified, the aforementioned crystal
(crystal form I) cbtained in Reference Example 1, the crystal
(crystal form II) obtained in Example 1 and the crystal (crystal
form III) cbtalned in Example 3-1 were used as samples.

Ana-lys:u test
1. X-xay powder diffractometry

-This test aims at obtaining X-ray powder dlffraction
patterns to specify the crystal form of the crxystals obtalned in
Reference Example 1, Examplé 1l and Example 3-1. The dlffraction
patterns are utilized to specify the crystal form, evaluate the
stability, to determine the purity and the like.

A sample was fixed to an aluminum cell, and the
measurement was performed using an X-ray powder diffractometer
(RINT 2000/PC Ultima', manufactured by Rigaku -Corporation, X-ray
source: Cu-Kgl ray, tube voltage: 40 kV, tube electric current:
40 mA, scan speed: 5° per min, step width: 0.02°, diffra.tction
angle: 5-40°), based on which the diffraction patterns were
obtained. The cbtained diffraction patterns are shown in Fig. 1

As shown in Fig. 1, X-ray powder diffraction patterns
ocbtained from respective samples were different.

Therefore it was confirmed that the crystals obtained in
Reference Example 1, Example 1 and Example 3-1 were distinct
from each other, and show characteristic diffraction pattexrns as
shown in the X-ray powder diffraction pattern. Therefore, in
the present specification, they we.re namead as crystil fom I,
crystal form II and crystal form III, based on th se X-ray
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(



10

15

20

25

30

$4
WO 2005/113508 PCT/IP2003/009604

powder diffraction patterns.

For specification £ the crystal form, the diffraction
peak characteristic of each crystal may be evaluated in a
comprehensive manner based on the diffraction chart in Fig. 1.

The main diffraction peaks and characteristic diffraction
peaks specified from the diffraction patterns in Fig. 1 are
shown below.
[Crystal form I]
Main diffraction peak:2p-6.58, 14.40, 14.64, 15.24, 16.48, 19.156,
20.90, 21.14, 22.24, 24.74, 25.64, 26.12, 27.20°;
Characteristic diffraction peak:2¢=6.58, 14.40, 19.16, 20.90,
2]1.14¢.
[Crystal form II] )
Main diffraction peak:2¢=6.56, 9.04, 13.20, '14.62, 15.24, 16.48,
19.86, 20.84, 21.22, 22.24, 25.22, 25.96, 26.12, 27,34°;
Characteristic diffraction peak:2¢9=6.56, 13.20, 19.86, 20.84,
21.22, 25.22°. '
[Crystal form IIXI]
Main diffraction peak:2¢9=8.54, 14.02, 15.68, 15.90, 16.00, 17.06,
17.24, 17.84, 18.12, 19.50, 19.90, 22.26, 22.68, 23.02, 24.16,
24.76, 25.18, 25.74, 25.98, 27.50, 28.80, 30.38, 30.72, 32.54v;
Characteristic diffraction peak:20=8.54, 14.02, 15.68, 17.06,
17.24, 24.16, 25,74°.
2. Thermal analysis

This test aims at the measurement of the enthalpy and
extrapolated onset temperature at an endothermic peak on the
Differential Scanning Calorimetry (DSC) measurement curve.
These values are among the indices of the stabllity of the
above-mentioned crystal form I, crystal form II and crystal form
IIX, and can be used as an index to speclify the crystal form.
2.1. Enthalpy and extrapolated onset temperature of crystal form
I and crystal form II '

Crystal form I and crystal form II were subjected to
measurement using a D:l.fferen'tial Scanning Calorimetry (DSC)
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measurement apparatus (DSCB8240, mamufactured by Rigaku
Corporation), under atmosphere, measurement sample 541 mg,
temperature rise rate: 10°C/min, aluminum open pan, and alumina
oxide as a reference. The enthalpy and extrapolated onset
temperature at an endothermic peak on the cbtained DSC curve
were determined. l

2.2. Enthalpy and extrapolated onset temperature of crystal £ mm
IIl

Crystal form IIX was subjected to measurement using a DSC
measurement apparatus (DSC8240, mamufactured by Rigaku
Corporation), under atmosphere, measurement sample 5.010.5 mg,
temperature rise rate: 5°C/min, aluminum closed pan, and alumina
ox.i.de as a reference. The enthalpy and extrapolated onset
temperature at an endothemmic peak on the obtained DSC curve
were determined.

The results are shown in Table 1.

Table 1
DSC curve at endothemmic peak on enthalpy and extrapolated onset

temperature

Crystal Endothermic peak
Form Extrapolated onset
Enthalpy (J/g) temperature (°C)
Crystal 51.080 150.3
form I
Crystal
Crystal 53.542 151.2
Crystal
Crystal 81.404 162.1

As shown in Table 1, crystal form III shows greatest
enthalpy and highest extrapolated onset temperature among three
crystal forms. Thus, crystal form III was confirmed to be most
stable fomm.

3. Purity test
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This test aims at measurement of the purlty of compound A.
The purity can be used as indices £ chemical stability.
3.1. Purity of coampound of crystal form I and crystal form II
Each sample (crystal form I and crystal form II, ca. 10
mg) was dissolved in acetonitrile to make an amount of 10 mL and
used as a sample solution. This solution (10 yL) was applied to
high performance liquid chromatography (HPLC) under the
following conditions. The peak area of each sample solution was
measured by automatic integration, and the purity was determmined
by the following fornmla. The purity is shown in the Tables 5
and 6 below,

Purity (%) = 100 ~ (Aaw/As) X 100

A,: total peak area of peaks obtained from sample solution
Agm: total peak area of peaks other than the maln peak cbtained
from sample solution

Test conditions

Detector: UV absorpticmeter (wavelength: 259 rm)

Column: CAPCELL PAK MG {inner dlsmeter 4.6 am, length 15 cm,
particle size 5 ym, manufacb:.lred by Shiseido Co., Ltd.

Column temperature: constant temperature around 40°C

Moblle phase A: trifluoroacetic acid solution (1:1000).

Moblle phase B: solution of trifluoroacetic acid in
acetonitrile (1:1000)

Gradient program: As shown in the following Table 2, the mixing
ratio of mobile phase A and mobile phase B is changed to comtrol

concentration gradient.
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Table 2
Time (min) after Mobile phase | Mobile phase
injection A (%) B (%)
0 55 45
0-5 5552 45,48
5-15 52 48
"15~25 52520 4880
25-35 20 80
35-36 20955 8045
36-45 55 45

Flow rate: 1 mL/min

3.2. Purity of compound of crystal form III ) (
A sample (crystal form III, ca. 50 mg) was dissolved in a

mixture (4:1) of mobile phase B and mobile phase A to make an
amount of 50 mL, which- was used as a sample solution. This
solution (1 ml) was precisely measured and a mixture (4:1) of
mobile phase B and moblle phase A was added to precisely make an
amount of 100 mL, which was used as a standard solution. The
sample solution and standard solution {15 yl) was applied to
high performance liquid chromatography (HPLC) under the
following conditions. The peak area of each solution was
measured by automatic integration, and the purity was determined
by the following formmla. The purity is shown in the Table 7 (
below.

Purity (%) = 100 - (Agw/A:)

Ay: peak area of main peak cbhtained from standard solution
Agm: total peak area of peaks other than the main peak obtained
from sample solution

Test conditions
Detactor: UV absorptiomater (wavelength: 259 nm)
Column: Waters XTerra MC Cl8 (inner diameter 4.6 cm, length 5
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cm, particles diameter 2.5 pm, manmufactured by Waters)

Colunm temperature: constant temperature around 40°C

Mobile phase A: phosphoric acid is added to dipotassium
hydrogenphosphate solution {1-1149) to adjust pH to 7.0

5 Mobile phase B: acetonitrile

Gradient program: As shown in the followlng Table 3, the mixing
ratio of moblle phase A and mobile phase B is changed to control
concentration gradient.

10 Table 3
Time (min) after Moblle phase | Mobile phase

injection A (%) B (%)
0-15 58 42
15-35 58520 42580
35~-45 20 80
45~46 2058 8042
46--55 58 42

Flow rate: 0.9 mL/min

4, Solubllity test

15 This test aims at measurement of solubility of the crystal
in various test solutions and under various pHs. The aol]:hility-
is one of the indices of the stability of the above-mentioned
crystal formm I, crystal form II and crystal foxrm III and can be
used also as a reference indices of absorbabllity of crystal

20 form by living organiams.

. Each sample (crystal fomm I type I, crystal form II and
crystal form III, ca. 10 mg) was placed in a 10 mL centrifuge
tube togethar with the following test solution (5 mL) and shaken
with a shaker (SR-1M; manufactured by Tletech Co., Ltd.) for 14

45 hours. After shaking, the mixture was centrifuged (3000 rpm, 20
min) and the supernatant was filtered through 0.2 pym pore size -
13 mm dlameter polytetrafluoroethylene disk filter (Millex-1G;
manufactured by Millipore Corporation). The measurxement was .
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verformed by high performance liquid chromatography (HPLC).
results are shown in Table 4.

Table 4 Solubility Test

The

Test solution

Solubility (pg/mL)

pH
c.ryat;::. form Crystal form IIIX
Purified water - 0.5 < 0.1
Japanese
Pharmacopoeia 1.2 0.9 <0.1
1st fluid ¥
Japanese
Pharmacopoela 6.8 5.8 2.4
- 2nd f£lpid ¥
2.2 1.9 <0.1
4 0.8 < 0.1
5 0.4 <0.1
l »
Mcllvaine 6 1.0 0.7
6.8 6.3 0.7
8 84 23

b Japanese Phammacopoela, General Test Method, Disintegration
Test Method, 1st fluid. Hydrochloric acid (7.0 mL) and water
are added to sodium chloride. (2.0 g) to make an amount of 1000
mL. This solution is transparent and colorless and has a pH £

about 1.2,

2) Japanese Pharmacopoeia, General Test Method, Disintegration

Test Method, 2nd fluid.

5. Stability test

0.2 mol/L sodium hydroxide sample (118
ml) and water are added to 0.2 mol/L potassium disodium
phosphate sample (250 mlL) to make an amount of 1000 mL. This
solution i1s transparent and colorless and has a pH of about 6.8.
3) McIlvaine buffer obtained by mixing disodium hydrogenph sphate
and citric acid at a given ratio to adjust to a given pH,
From the above-mentioned results, it was confirmed that
crystal form II has higher solublility than crystal form III.

A stability test of each sample was performed under the
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following pr servation conditions. The results of crystal form
I are shown in Table 5, the results of crystal form II are shown
in Table 6, and the results of crystal form III are shown in
Table 7. . "

As shown in Table 6 and Table 7, crystal form II and
crystal form III did not show any difference in the test results
under all preservation conditions, as compared to the initial,
sample. In contrast, as shown in Table 5, crystal form I showed
changes in the X-ray powder diffraction pattern cbtained from
sample after preservation under preservation condition #3 (B0°C,
preservation in an open container for 3 days) and preservation
condition #5 (60°C, preservation in an open container for 3.
wee);a) , and the X-ray powder diffraction pattern of crystal fom
I was cbserved to have overlapped with the X-ray powder
diffraction pattern derived from crystal form II. Thus, 1t was
evaluated that a part of the sample showed crystal transiti n to
crystal form 1I during preservation. The X-ray pom:ler.
diffractlion patterns of the samples preservation sample under
preservation conditions #1-6 of crystal form I are shown in Fig.

2 2.
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Table 5
Results of stabllity tesat of crystal form I
Preservation Themmal
conditions ppearance | Purity XFD analysie
] Endothermic
Diffraction | peak .
_ pattern of | {(extrapolated
1 | Initial 99.1% crystal onset
form I temperature
150. 3°C)
80°C
No change
Closed No change i: No in
2 | containex in 99.1% ~aange
; diffraction |DSC curve
Preserved | appearance
pattern
for 3 days
Overlap of
80°C diffraction
Open No change patterns of
3 | container in 99.1% |crystal ';‘;cd‘a"g: in
Preserved | appearance form I and curv
for 3 days crystal
form II1
60°C
Closed } No change
4 container No in 99.1% in No change in
Preserved a ) diffraction | DSC curve
for 3 ppear pattern
weeks
Overlap of
60°C diffraction
conup! tan iner No change patterns of ¥o c in
5 ? in 99.1% | crystal DSC cutve
rese appearance form I and
for 3 1
weeks crysta
form IIX
60°C/75%
R.H. No cl
6 mmer ne i‘:nge 99.18 |17 No change in
' diffraction | DSC curve
Preserved | appesarance &
for 3 pattern
weeks

R.H.: relative humidity

ARD:

X<ray powder diffractometry
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Table 6
Regsults £ stability test of crystal form II
Preservation 1
conditions Appearance | Purlty XRD anamhmlyais
Endothermic
Diffraction | peak
- pattern of | (extrapolated
tdtlel 98.9% | Cryatal onset
form 1II temperature
151.2°C)
80°C
Closed No change No change
taine in 98.9% |12 No change in
:zzsme: appearance ) diffraction | DBC curve
for 3 days pattern
80°C
N ° ?-: . No change in
container in 98.8% diffractl
Praserved appearance - rac on | DSC curve
for 3 days pattern
60°C )
Closed No change E: change Ko . 1o
contatnes in 98.3% | yirfraction |DSC curv
Preserved appearance pattern
for 3 weeks
60°C
Open No change l:: change o “
container in 98.8% qiFE L D cc'nanga
Preserved | appearance tt:act on | DSC curve
for 3 weeks patiern
60°C/75%R.H. .
Open No change ?_: change Yo =
container in 98.9% Qi ffractl change
Preserved appearance tga on | BSC curve
for 3 weeks patiern

5 R.H.: relative humidity
XRD: X-ray powder diffractometry
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Table 7
Results of stability test of crystal form III
Preservation Thermal
conditions Appearance | Purity XKD analysis
Endothermic
i Diffraction | peak
- pattern of | {extrapolated
1 [Initial 98.71% crystal onset
form III temperature
162.1°C)
Bo°C 3 )
Closed No change Ho
2 tainer in 9a.68% | 1® No change in
con ) diffraction | DSC curve
Presexved | appsarance att
for 3 days P
8o°c
Yo ol No change .
3 | container in 98.698 |12 - No change in
- diffraction | DSC cuxrve
.| Preserved | appearance pattern
for 3 days
60°C
Closed ) No change
4 container No in 98.67% in No change in
Preserved ce " diffraction | DSC curve
for 3 "ppe: pattern
weeks )
60°C
Open No change
5 | container No "h”m iy PR P No change in
Preserved a rance ) diffraction | DSC curxve
for 3 ppea pattern
weeks
60°C/75%
R.H. No change
Open No change .
in No change in
6 | container in 98.65%
diffraction | DSC cuxve
Preserved appearanca
for 3 pattern
weeks

5 R.H.: relative humidity
XRD: X-ray powder diffractometry

From the results of the above-mentioned stability :test, it
was observed that the crystal form I was unstable but crystal



10

15

25

30

WO 2005/113508 PCT/IP2005/009604

form II.-and crystal form III were extremely stable under wvarious
preservation conditions. Therefore, it was evidenced that
crystal form II and crystal form III are preferable for use as ‘a
phamaceutical product and the like.

As for the absorbability by living organisms, crystal form
II is more preferable, and crystal form III is more preferable
because it is the most stable crystal.

Since crystal form II and crystal form III are both stable,
a mixed crystal of them can be used for the present inventlon.
Experimental Example

The following explains evaluation methods of the HIV
integrase inhibitory activity of a crystal or a mixed crystal of
compound A of the present invention.
(1) Construction of recombinant integrase gene expression system
: The 185th phenylalanine of HIV integrase full length gene
(J. Virol., 67, 425-437 (1993)) was substituted by histidine and
inserted into the restriction enzyme Ndel and XhoI sites of the
plasmid pET2la(+) (mamufactured by Novagen), whereby an
integrase expression vector pET2la-IN-F185H was constructed.
(11) Production and purification of integrase protein

Escherichia coli recombinant BL21(DE3) transformed with
plasmid pET2la-IN-F1B5H obtained in (1) was shake cultured at
30°C in a liquid medium containing ampicillin. When the culture

* reached the logarithmic growth phase, isopropyl-p-D-

thiogalactopyranoside was added to promote expression of
integrase gene. The culture was continned for 3 hr to promote
accumilation of the integrase protein. The recombinant E. coll
was collected in pellets by centrifugal separation and preserved
at -80°C.

The E. coll was suspended in Lysis buffer (20 mM BHEPES (pH
7.5), 5 mM DTT, 10 mM CEAPS, 10% glycerol) containing 1M sodium
chioride and subjected to repeat pressurization and
depressurization for rupture, and centrifugal separation at 4°C,
40,000xg, 60 min to recover a water-soluble fraction '
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(supernatant). This was diluted 10-f 1d with Lysis buffer free
of sodium chloride, mixed with SP-Sepharose (manufactured by
Pharmaclia Corporation) and stirred at 4°C for 60 min to allow
adsorption of integrase protein to the resin. The resin was
washed with Lysis buffer containing 100 mM sodium chloride and
the integrase protein was eluted with I..ysis buffer containing 1M
sodium chloride. ]

The eluted integrase protein solution was applied to a
Superdex 75 (Pharmacia Corporation) column for gel filtration.
The protein was eluted with Lysis buffer containing 1M sodium
chloride.

~ The obtained fractions of the integrase protein were.
collected and preserved at -80°C.

(111) Preparation of DNA solution

The following  DNA synthesized by Greiner was dissolved in
TE buffer (10 mM Tris-hydrochloric acid (pH 8.0), 1 mM EDTA) and
mixzed with donoxr DNA, target DNA, and each complementary strand
(+ and - strands) to 1 yM. The mixture was heated at 95°C for 5
min, 80°C for 10 min, 70°C for 10 min, 60°C for 10 min, 50°C for
10 min and 40°C for 10 min and preserved at 25°C to give a double
stranded DNA, which was uued_ for the test. )

Donor DNA (- strand having biotin attached to the 5’ terminal)
Donor + strand: 5’-Bilotin-ACC CTT TTA GTC AGT GTG GAA AAT CTC
TAG CA-3’ (SEQ ID NO:1) '

Donor — strand: 5’-ACT GCT AGA GAT TTT CCA CAC TGA CTA AAA G-3’

(SEQ ID NO:2)

Target DNA (+, - strands both having digoxigenin added at 3’
terminal)

Target + strand: 5’-TGA CCA AGG GCT AAT TCA CT-Dig-3’' (SEQ ID
NO:3)

Target —~ strand: 5'-AGT GAA TTA GCC CTT GGT CA-Dig-3' (SEQ ID
NO:4)

(iv) Determination of enzyme (HIV integrase) inhibitory activity

64




£0

WO 2005/113508 PCT/IP2005/009604

10

15

20

25

30

The donor DNA was diluted with TE buffer to 10 nM, of
which 50 pl was added to each well of streptavidin-coated
microtiter plate (manufactured by Roche) and allowed to adsorb
at 37°C for 60 min. The DNA was then washed with phosphate
buffer (Dulbecco PBS, Sanko Junyaku Co., Ltd.) containing 0.1%
Tween 20 and phosphate buffer. Then, a reaction mixture (70 pul,
see the following * for the composition), a test substance (10
pl) diluted with the reaction mixture and 100 pg/ml integrase
protein (10 yl) were added to each well and reacted at 37°C for
60 min.

Then, 50 nM target DNA (10 pul) was added, reacted at 37°C
for 10 min and washed with phosphate buffer containing 0.1%
Tween 20 to stop the reaction.

Then, 100 mU/ml peroxidase labeled anti-digoxigenin
antibody solutlon (manufactured by Roche, 100 pl) was added, and
the mixture was reacted at 37°C for 60 min, followed by washing
with phosphate buffer containing 0.1% Tween 20. _

A peroxidase color solution {(mamifactured by Blo Rad, 100
pl) was added and allowed to react at room temperature for 4
nmin. The color reaction was stopped by adding 1N sulfuric acid
(100 pl). The absorbance at 450 nm was measured. '

The HIV integrase inhibitory activity (ICs) of the
campound A of the present invention was calculated from the
inhibition rate according to the following formula. 'I'h-e results
are shown in Table 8.

Inhibition rate (&)=[1l-(Cbject-Blank)/(Control-Blank)]x100

Object; absorbance of well in the presence of test compound
Control; absorbance of well iln the absence of test compound
Blank; absorbance of well in the absence of test campound, in
the absence of integrase protsin

*Composition of the reaction mixture: 30 mM
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morph linopropanesulfonic acid (MOPS), 5 mM MgCl;, 3 mM
dithiothreithol (DTT), 0.1 mg/mL bovine serum albumin (BSA), 5%
glycerol, 10% dimethyl sulfoxide (DMSO), 0.01% Tween 20

Table B

Compound No. | Enzyme activity ICso (pM)
Compound A 0.0029

Evaluation of antivirus activity

The effect of combined use of a crystal or a mixed
crystal of compound A of the present invention and existent
anti-HEIV agents can be determined in the following menner.

For example, the effect of combined use of two agents
from existent mucleoside reverse tranacriptase inhibitors
(zidovudine, lamivudine, tenofovir), non-mucleoside reverse
transcriptase inhibitors (efavirenz) or protease inhibitors
(indinavir, nelfinavir) and a crystal or a mixed crystal of
compound A and the like are evaluated by XTT method using CEM-SS
cells infected wlth HIV-1 IIIB.

In addition, the effect of combined use of three agents
of a crystal or a mixed crystal of compound A, zidovudine and
lamivudine, or a crystal or a mixed crystal of compound A,

tenofovir and lamivudine, and the like 1s evaluated.

Prior to the combined use test, ICsy and CCsp of each
pharmaceutical agent alone are measured. 5 concemtrations of
pharmaceutical agent a and 9 ct;ncantrations of phamaceutical
agent b, determined based on these results, are combined to
evaluate the effect of combined use of two agents. For combined
use of three agents, a high concentration pharmacentical agent b
and a pharmaceutical agent ¢ are mixed and pharmaceutical agent
a and the concentration are combined for evaluation.

The test results of the crystal or mixed crystal of
compound A and combination drug alone or in combination thereof
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are analyzed based on the programs of Prichard and Shipman
MacSynergy II version 2.01 and Deltagraph version 1.5d.

A three-dimensional plot is drawn from % inhibition at
the concentrations of each combined pharmaceuntical agent,
obtained from 3 times of tests, with 95% (oxr 68%, 59%)
confidence limits, and the effect of the combined use is
evaluated based on the mmerical values of uM’% calculated
therefrom. 7The criteria of evaluation are shown in the
following.

Definition of interaction ey
Strong synergistic action >100
Slight synergistic action +51 - +100
Additive action +50 - -50
Slight antagonistic actlon -51 - -100

Strong antagonistic action <-100

INDUBTRIAL APPLICABILITY
The crystal of compound A of the present invention, which
has the above-mentioned particular crystal form, shows an anti-
HIV effect as well as superiqr crystal stability. Thérafore, it
is useful as a starting material of a pharmaceutical composition,
particularly, various pharmaceutical compositions for the
prophylaxis and/or treatment of AIDS. '

This application is based on patent application No. 2004-
150979 filed in Japan, the contents of which are hereby
incorporated by reference. All of the references cited hereiln,
including patents, patent applications and publications, are
hereby incorporated in their entireties by reference.
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CLAIMS

1. A crystal (crystal form II) of 6-(3-chloro—2-fluorcbenzyl)-1-
[ {(S) -1-hydroxymethyl-2-methylpropyl] ~7-methoxy—4—oxo-1,4-
dihydroquinoline-3-carboxylic acid, which has an X-ray powder
diffraction pattern having characteristic diffraction peaks at
diffraction angles 2§(°) of 6.56, 13.20, 19.86, 20.84, 21.22,
25.22° as measured by X-ray powder diffractometer.

2. A crystal (crystal form III) of 6~ (3—chloro—-2-fluorcbenzyl)-
1-[ (S)—1~hydroxymethyl-2-mathylpropyl]-7-methoxy—-4-oxo-1,4—
dihydroquinoline—3—-carboxylic acid, which has an X-ray powder
diffraction pattern having characteristic diffraction peaks at
diffraction angles 2p(°) of 8.54, 14.02, 15.68, 17.06, 17.24,
24.16, 25.74° as measured by X-ray powder diffractcmeter.

3. A crystal (crystal form III) of 6- (3—chloro-2—:l.'1uor-obenzy1)—
1-[ (8) -1-hydroxymethyl-2-methylpropyl ] -7-methoxy-4-oxo-1, 4~
dihydroquinoline-3-carboxylic acid, having an extrapolated onset
temperature of 162.115.0°C. .

4. The crystal of any of claims 1 to 3, which has a purity of
crystal of not less than 70%.

5. A mixed crystal comprising the crystal of claim 1 and the
crystal of claim 2 or 3.

6. The mixed crystal of claim 5, wherein the purity of cxystal
is not less than 70%.

7. A pharmaceutical composition comprising the crystal of any of

claims 1 to 4 or the mixed crystal of claim 5 or 6, and a
pharmaceutically acceptable carxier.
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8. An integrase inhibitor comprising the crystal of any of
claims 1 to 4 or the mixed crystal of claim 5 or 6 as an active

ingredient.

9. An antivirus agent comprising the crystal of any of claims 1
to 4 or the mixed crystal of claim 5 or 6 as an active

ingredient.

10. An anti-HIV agent comprising the crystal of any of claims 1
to 4 or the mixed crystal of claim 5 or 6 as an active
ingredient.

11. An anti-HIV composition comprising the crystal of any of
claims 1 to 4 or the mixed crystal of claim 5 or 6 and one or
more kinds of other anti-BIV active substances as actlve
ingredients.

12. An anti-HIV agent for a multiple drug therapy with other
anti-HIV agent, which comprises the crystal of any of claims 1
to 4 or the mixed crystal of claim 5 or 6 as an active
ingredient. ]
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SEQUENCE LISTING
<110> Japan Tobacco Inc.

<120> Stable Crystal of 4-Oxoquinoline Compound
<130> 09765

<150> JP2004-150979
<151> 2004-5-20 ’

<160> 4

<210> 1

<211> 32

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Donor plus strand for activity determination of HIV integrase.

<400> 1
acccttttag tcagtgtgga aaatctctag ca 32

<210> 2

<211> 31

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Donor minus strand for actlivity determination of HIV
integrase.

<400> 2
actgctagag attttccaca ctgactaaaa g 31

<210> 3

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificlal Sequence
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<220>
<223> Target plus strand f r activity determination of HIV
integrase.

<400> 3
tgaccaaggg ctaattcact 20

<210> 4

<211> 20 ’
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Target minmus strand for activity determination of HIV

integrasa.

<400> 4
agtgaattag cccttggtca 20
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CRISTAL ESTABLE DE COMPUESTO 4-OXOQUINOLINA

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION
La presente invenciébn se refiere a un cristal estable de acido 6-(3-cloro-2-
fluorobencil)-1-[(S)-1-hidroximetil-2-metilpropif]-7-metoxi-4-oxo-1,4-dihidroquinolin-3-

carboxllico.
F 0

cchoou
® AL
A
W OH

(mas adelante en la presente a veces compuesto A) y un cristal mezcla de los mismos.
La presente invencion también se refiere a una composicidn farmacéutica que
comprendel cristal o cristal de mezcla.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El presente Solicitante ha descrito en la solicitud WO2004/046115
(PCT/JP2003/014773) registrada por el mismo solicitante que el compuesto indicado A
precedentemente posee una accién inhibitoria de integrasa que es una enzima esencial
para el crecimiento del VIH (Virus de Inmunodeficiencia Humano) que es un virus que
causa SIDA (Sindrome de inmunodeficiencia adquirida), y demuestra un efecto anti-VIH
(particularmente el Ejemplo 4-32 y el Ejemplo Experimental).

En general, cuando un compuesto es utilizado como un producto farmacéutico,
se requiere estabilidad quimica y fisica del compuesto para mantener la calidad y/o
facilitar la conservacién. No sélo la composicién farmacéutica final sino también un
compuesto como material de comienzo sintético es deseable que sea quimicamente y
fisicamente estable por las mismas razones.

Por consiguiente, tal compuesto es preferentemente un cristal, en particular
preferentemente un cristal estable. Cuando el compuesto posee polimorfismo de cristal,

generaimente se selecciona el cristal mas estable.
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Mientras la solicitud indicada precedentemente describe el compuesto A, no se
encuentra ninguna descripcién concreta que la relacione a la forma del cristal del
compuesto A.

RESUMEN DE LA INVENCION

Asl, los presentes inventores han estudiado diversas formas de cristal de
compuesto A en un intento por encontrar un cristal estable de compuesto A. Como
resultado, han encontrado que el compuesto A posee polimorfismo de cristal, y un
cristal de compuesto A que posea un cristal de forma particular es til como cristal
estable, y basado en los resultados, han completado la presente invencion.

Concordantemente, la presente invencién provee lo siguiente.

[1] Un cristal (cristal de forma Il) de éacido 8-(3-cloro-2-fluorobencil)-1-{(S)-1-hidroximetil-
2-metilpropil]-7-metoxi-4-oxo-1,4-dihidroquinolin-3-carboxilico que posee un modelo de
difraccién de polvo con rayos X que tiene crestas de difraccion caracteristica en angulos
de difraccién 28(°) de 8,58; 13,20; 19,86; 20,84; 21,22; 25,22° medido por difractometro
de polvo con rayos X;

[2] Un cristal (cristal de forma Ill) de &cido 8-(3-cloro-2-fluorobencil)-1-[(S)-1-hidroximetil-
2-metilpropil]-7-metoxi-4-oxo-1 .4-dihidroquino|in-3-carbo!iico que tiene un modelo de
difraccion de polvo con rayos X que tiene crestas de difraccion caracteristica en angulos
de difraccién 20(°) de 8,54; 14,02; 15,88; 17,08; 17,24; 24,16; 25,74° medido por
difractometro de polvo con rayos X;

[3] Un cristal (cristal de forma 1ll) de acido 6-(3-cloro-2-fluorobencil)-1-{(S)-1-hidroximetil-
2-metilpropil]-7-metoxi-4-oxo-1,4-dihidroquinolin-3-carboxllico, que posee una
temperatura de comienzo extrapolada de 162,115,0°C;

[4] Un cristal de cualquiera de los puntos indicados precedentemente [1] a [3] que posee
una pureza de cristal no inferior de 70%;

[5] Un cristal mezcla que comprendel cristal indicado precedentemente en 1 y el cristal

indicado precedentemente [2] 6 [3];

£8
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[6] Un cristal mezcla indicado precedentemente en [5], en donde la pureza de cristal no
es inferior de 70%,
[71 Una composicién farmacéutica que comprende el cristal de cualquiera de los puntos
indicado precedentemente [1] a [4] 6 el cristal mezcla de los puntos indicados
precedentements [5] 6 [6], y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.;
[8] Un inhibidor de integrasa que comprende el cristal de cualquiera de los puntos
indicados precedentements [1] a [4] o el cristal mezcla de los puntos indicados
precedentemente [5] 6 [6] como ingrediente activo;
[0] Un agente antivirus que comprendel cristal de cualquiera de los puntos indicados
precedentemente [1] a [4] o el cristal mezcla del punto indicado precedentemente [5] &
[6] como un ingrediente activo;
[10] Un agente anti-VIH que comprendel cristal de cualquiera de los puntos indicados
precedentemente [1] a [4] o el cristal mezcla del punto indicado precedentemente [5] 6
[6] como ingrediente activo;
[11] Una composicién anti-VIH que comprendel cristal de cualquiera de los puntos
indicados precedentemente [1] a [4] o el cristal mezcla indicado precedentemente [5] 6
[6] y uno o més tipos de otros productos activos anti-VIH como ingredientes activos; y
[12] Un agente anti-VIH para una terapia de droga muttiple con otro agente anti-VIH que
comprendel cristal de cualquiera de los puntos indicados precedentemente [1] a [4] o el
cristal mezcla del punto indicado precedentemente [5] o [6] como ingrediente activo.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La fig. 1 ilustra los registros mlitiples de modelos de difraccién del polvo con
rayos X, en donde la linea superior ilustra el modelo de difraccion del cristal de forma I,
la linea media ilustra el modelo de difraccién del cristal de forma |, la linea inferior ilustra
el modelo de difraccion del cristal de forma |l, el eje vertical ilustra la intensidad de
difraccién {(cps: cuentas por segundo: intervalos de escala son 2500 cps) y el eje

transversal ilustra el 4ngulo de difraccion 26(°).
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La fig. 2 ilustra los registros miuiltiples de modelo de difraccion de polvo con rayos
X obtenido de la muestra después de 3 dias de preservacién de la prueba de
estabilidad del cristal de forma |. Para comparacién, la linea superior ilustra el modelo
de difraccioén (condiciones iniciales) del cristal de forma Il, y en la parte inferior la linea
ilustra el modelo de difraccién (condiciones iniciales) del cristal de forma I. Desde la
segunda linea se ilustran los modelos de difraccién bajo condiciones de preservacién N°
8 (60°C/75% H.R., recipiente abierto, 3 semanas de preservacion), condiciones de
preservacion N° 4 (60°C, recipiente con tapon, 3 semanas de preservacion),
condiciones de preservacibn N* 5§ (60°C, recipiente abierto, 3 semanas de
preservacién), condiciones de preservacion N* 3 (80°C, recipiente abierto, 3 dias de
preservacién) y condiciones de preservaciéon N° 2 (80°C, recipiente con tapén, 3 dias de
preservacion). El eje vertical ilustra la intensidad de difraccién (cps: cuentas por
segundo: intervalos de escala son 2500 cps) y el eje transversal ilustra el angulo de
difraccién 26(°).

EEECTO DE LA INVENCION

El cristal o cristal mezcla de compuesto A de la presente invencibn posee el
cristal de forma particular indicada precedentements y es superior en estabilidad fisica y
quimica, lo cual a su vez tiene la ventaja del mantenimiento de la calidad del compuesto
A porque a largo plazo se hace posible facilitar la conservacion. Adicionalmente, los
mismos poseen la ventaja que es facil la manipulacién y volumen durante la produccién
de diversas composiciones farmacéuticas lo cual reduce 8l costo de produccion.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion sera explica en detalle a continuacion.

En la presente invencion, el "cristal de forma II" del compuesto A significa un
cristal del compuesto A que posee un modelo de difraccion de polvo con rayos X que
posee una crestas de difraccidn caracteristica angulos de difraccién 26(°) de 6,56;
13,20; 18,86; 20,84; 21,22; 25,22° medido por difractémeto de polvo con rayos X.
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En la presente invencioén; la "cristal de forma IlI" del compuesto A significa un
cristal de compuesto A que tiene un modelo de difraccién de polvo con rayos X que
tiene una cresta de difraccién caracteristica a un dngulo de difraccién 20(°) de 8,54;
14,02; 15,68; 17,06; 17,24; 24,16; 25,74° medido por difractdbmetro de polvo con rayos
X.

El valor m&imo de difraccibn en el angulo de difraccion indicado
precedentemente 20(°) puede presentar un ligero emor de medicibn debido al
instrumento de medicién o las condiciones de medicién y lo similar. Para ser especifico,
el error de medicién puede estar dentro del rango de 10,2, preferentemente 0,1, méas
preferentemente +0,06.

El cristal de compuesto A de la presente invencion también se caracteriza por
andlisis térmico. Por ejemplo, cuando el cristal de forma |l del compuesto A de la
presente invencion es sometido a Calorimetria de exploracién diferencial (DSC), la
entalpia de cresta endotérmica es de aproximadamente 81 J/g, y la temperatura de
comiezo extrapolada es de 162,115,0°C, preferentemente 162,1+3,0°C, mas
preferentements 162,1+1,0°C, en donde la "la temperatura de comienzo extrapolada”,
sagln lo definido por JIS K 7121 (método de medicién de temperatura de transferencia
de plastico), la temperatura a una interseccién de una linea de base extrapolada de la
temperatura inferior hacia el lado de temperatura superior con la linea tangente dibujada
en el punto que ilustra la maxima pendiente en el borde de extremo de la cresta
fundicién en un lado de temperatura inferior en una curva DSC. Cuando la entalpla y la
temperatura de comienzo extrapolada de la cresta endotérmica estd4 dentro del rango
indicado precedentemente, el cristal de compuesto A es estable.

El cristal del compuesto A de la presente invencion puede ser un cristal de forma
Il o un cristal de forma lll, o un cristal mezcla de un cristal de forma Il y un cristal de
forma lll. Para la utilizacién en un producto farmacéutico del compuesto A y lo similar,

es preferible el cristal de forma Il o cristal de forma |l porque los mismos son cristales
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estables, y un cristal de forma Il es mas preferible porque es el cristal mas estable.
Adicionalmente, un cristal de forma Il es preferible en vista de la absorbabilidad por los
organismos vivientes en administraciébn como composicién farmacéutica.

En la presente invencion, la "pureza de cristal” significa la pureza del cristal de
forma Il 6 cristal de forma lll de compuesto A. En el caso de un cristal mezcla de un
cristal de forma Il y un cristal de forma lll, significa la proporcion de cristal en relaciéon a
cantidad total de substancia de un cristal de forma |l y un cristal de forma lll. La pureza
del cristal de la presente invencién puede ser determinada, por ejemplo, mediante
métodos conocidos tales como difractometria de rayos X del polvo, andlisis térmico y lo
similar. La pureza del cristal o cristal mezcla de la presents invencién no necesita ser de
100%, y no puede ser inferior de 70%, preferentemente no inferior de 80%, mas
preferentemente no inferior de 90%, atn mas preferentemente no inferior de 85%, y
més preferentemente no inferior de 98%. La pureza dentro de este rango es preferible
para garantizar la calidad.

El cristal o cristal mezcla de compuesto A de la presente invencién puede ser
administrado a un mamlfero (el ser humano, ratdén, rata, marmota, conejo, gato, perro,
bovino, ovino, mono etc.) y lo similar como diversas composiciones farmacéuticas tales
como agentes anti-VIH, inhibidores de integrasa VIH, agentes antivirus y lo similar
utilizados para, por ejemplo, profilaxis y/o tratamiento de SIDA.

Cuando el cristal o cristal mezcla de compuesto A de la presente invencion es
utilizado como una composicion farmacéutica, es mezclado con vehiculos
farmacéuticamente aceptables, excipientes, diluyentes, agenies de extension,
disintegradores, estabilizadores, conservantes, agentes de amortiguacién, emuisores,
agentes aromatizantes, agentes colorantes, agentes endulzantes, espesantes,
comrectores, auxiliares de disolucién, y otros aditivos que son generaimente conocidos
por 8| mismos tales como agua, aceite vegetal, alcohol (por ejemplo, etanol o alcohol

bencllico etc.), polietilén glicol, glicerol triacetato, gelatina, hidrato de carbono (por
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ejemplo, lactosa, aimidén etc.), estearato de magnesio, talco, lanolina, petrolato y lo
gimilar, son formados en tableta, plidora, polvo, grénulo, supositorio, inyeccién, colirio,
liquido, capsula, pastilla, aerosol, elixir, suspensién, emulsién, jarabe y lo similar por un
método convencional, y son administrados sistémicamente o topicamente, y oraimente
o parenteralmente.

La dosis varla, dependiendo de la edad, peso del cuerpo, sintoma, efecto de
tratamiento, método de administracion y lo similar, generaimente es de 001 mga 1 g
por administracién para un adulto que es aplicada una vez oralmente en varias veces
por dia o en una forma de dosis de una inyaccion tal como la inyeccién intravenosa y lo
similar.

Un agente anti-VIH generaimente requiere mantener su efecto durante mucho
tiempo, de manera tal que no sb6lo pueda ser eficaz para la supresién temporal del
crecimiento viral sino también para la prohibicién de recrecimiento viral. Esto significa
que es necesaria una administracion prolongada y que una sola dosis elevada puede
ser frecuentemente inevitable para sostener el efecto por un periodo mas prolongado
durante la noche y lo similar. Tal administracién de dosis prolongada y elevada
aumentan el riesgo de accidentes producidos por un medicamento.

En vista de esto, una de las modalidades preferibles de realizaciéon de la presente
invencién es tal compuesto que permite una elevada absorcion por administracion oral,
y tal compuesto capaz de mantener la concentracion en sangre del compuesto
administrado por un extenso periodo de tiempo.

Por la "profilactica de SIDA" se indica, por ejemplo, la administracién de un
agente farmacéutico a un individuo que ha sido probado como VIH positivo pero adn no
ha desarrollado el estado de enfermedad del SIDA, la administracién de un agente
farmacéutico a un individuo que presenta un estado de enfermedad mejorada de SIDA
después del tratamiento pero ain posee VIH a ser erradicado y quien esté angustiado

por recaer de SIDA, y la administracién de un agents farmacéutico fuera de un temor de
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La composicion anti-VIH de [a presente invencién es utilizada para, por ejemplo,
una terapia de combinacion con droga miiltiple contra SIDA. Los ejemplos del "otro
producto anti-VIH activo” a ser utilizado para la composicién anti-VIH incluyen un
anticuerpo anti-VIH, una vacuna de VIH, inmunoestimulantes tales como interferén y lo
similar, una ribozima de VIH, una droga de VIH de sentido contrario, un inhibidor de
transcriptasa inversa de VIH, un inhibidor de proteasa VIH, un inhibidor de enlace entre
un receptor de enlace (CD4, CXCR4, CCR5 y lo similar) de una célula de anfitrién
reconocida por el virus y el virus, y lo similar.

Los ejemplos especificos del inhibidor de transcriptasa inversa VIH incluye
Retrovir(R) (zidovudina), Epivir(R) (lamivudina), Zerit(R) (s-anilvudina). Videx(R)
(didanosina), Hivid(R) (zalcitabina), Ziagen(R) (sulfato de abacavir), Viramune(R)
(nevirapina), Stocrin{R) (efavirenz), Rescriptor(R) (mesilato de delavirdina), Combivir(R)
(zidovudina+lamivudina), TrizivifR) (sulfatc de abacavir+lamivudina+zidovudina),
Coactinon(R) (emivirina), Phosphonovir{R), Coviracil(R), alovudina (3-fluoro-3'-
desoxitimidina), Tiovir (4cido de tiofosfonoférmico), Capravirin (adcido carbamico de 5-
[(3,5-diclorofenil)tio}-4-isopropil-1-(4-piridiimetil)imidazol-2-metanol), Tenofovir disoproxil
fumarato (acido (R)-[[2-(6-amino-8H-purin-84il)-1-metiletoxiimetilffosfénico fumarato de
bis(isopropoxicarboniloximetil)éster), DPC-083 ((4S)-8-cloro-4-[(1E)-ciclopropiletenil]-
3,4-dihidro-4-trifiuorometil-2(1H)-quinazolinone), DPC-961 ((4S)-8-cloro-4-
(ciclopropiletinil)-3,4-dihidro-4-(trifluorometil)-2(1H)-quinazolinona), DAPD ((-)-p-D-2,8-
diaminopurina dioxolanc), Immunocal, MSK-055, MSA-254, MSH-143, NV-01, TMC-
120, DPC-817, G-7340, TMC-125, SPD-754, D-A4FC, capravirina, UC-781,
emtricitabina, alovudina, Fosfazid, UC-781, BCH-10618, DPC-083, Etravirina, BCH-
13520, MIV-210, sulfato de Abacavirlamivudina, G-7340, GW-5634, GW-695634 y lo
similar, en donde (R) indica una marca de fibrica registrada (méas adelante en la

presente lo mismo) y las denominaciones de otros agentes faémacéuticos son los
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nombres generales.

Los ejemplos especlificos del inhibidor de proteasa VIH incluyen Crixivan(R)
(etanolato de sulfato de indinavir), saquinavir, Invirase{(R) (mesilato de saquinavir),
Norvir(R) (ritonavir), Viracepi(R) (mesilato de nelfinavir), lopinavir, Prozei(R)
(amprenavir), Kaletra(R) (ritonavir+lopinavir), dimesilato de mozenavir (dimetansulfonato
de [4R-(4a,5a,8p)]-1,3-bis[(3-aminofenil)metil}-hexahidro-5,6-dihidroxi-4, 7-bis(fenilmetil)-
2H-1,3-diazepin-2-ona), tipranavir (3'{(1R)-1{(6R)-5,6-dihidro-4-hidroxi-2-oxo-8-feniletil-
8-propil-2H-piran-3-iljpropil]-5-(trifluorometil)-2-piridinsulfonamida), lasinavir (N-[5(S)-
(terc-butoxicarbonilamino)-4(S)-hidroxi-8-fenil-2(R)-(2,3,4-trimetoxibencil)hexanoil]-1-
valina 2-metoxietilenamida), KNI-272 ((R)-N-terc-butit-3-{(2S,3S)-2-hidroxi-3-N-[(R)-2-N-
(isoquinolin-5-iloxiacetil)amino-3-metiltiopropanociljJamino-4-fenilbutanoil]-5,5-dimetil-1,3-
tiazolidin-4-carboxamida), GW-433908, TMC-1268, DPC-881, buckminsterfulereno, MK-
944A (MKS44 {N-(2(R)-hidroxi-1(S)-indanil)-2(R)-feniimetil-4(S)-hidroxi-5-{4-(2-
benzo[bJfuranilmetil)-2(S)-(terc-butilcarbamoil)piperazin-1-ilJpentanamida)+sulfato de
indinavir), JE-2147 ([2(S)-oxo-4-feniimetil-3(S){(2-metil-3-oxi)fenilcarbonilamino}-1-
oxabutil]-4-[(2-metilfenil)metilamino]carbonil-4(R)-5,5-dimetil-1,3-tiazol), BMS-232632
(dimetil éster de acido (3S,8S,8S,12S)-3,12-bis(1,1-dimetiletil)-8-hidroxi-4,11-dioxo-8-
(feniimetil)-6-{[4-(2-piridinil)fenilimetil}-2,5,6,10,13-pentaazatetradecandicarboxilico),
DMP-850 ((4R,58,88,7R)-1-(3-amino-1H-indazol-5-ilmetil)-4,7-dibencil-3-butil-5,6-
dihidroxiperhidro-1,3-diazepin-2-ona), DMP-851, RO-0334649, Nar-DG-35, R-844, VX-
385, TMC-114, Tipranavir, Fosamprenavir sodio, Fosamprenavir caicio, Darunavir, GW-
0385, R-944, RO-033-4648, AG-18598 y lo similar.

El inhibidor de integrasa VIH se ejemplifica por S-1360, L-870810 y lo similar,
inhibidor de polimerasa ADN o inhibidor de sintesis de ADN se ejemplifica por
Foscavir(R), ACH-128443 (L-2',3'-dideshidro-didesoxi-5-fluorocitidina), entecavir
((1S,38,4S)-8{4-hidroxi-3-(hidroximetil)-2-metilenciclopentiljguanina), calanolida A
(110R-(10a,11b,12a)}-11,12-dihidro-12-hidroxi-8,6, 10,11-tetrametil-4-propil-2H,6H, 10H-
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benzo[1,2-b:3,4-b".5,6-b"ltripiran-2-ona), calanolida B, NSC-874447 (1,1-
azobisformamida), Iscador (extracto de viscum alubm), Rubitecan y lo similar, droga de
sentido contrario VIH se ejemplifica por HGTV-43, GEM-92 y lo similar, anticuerpo anti-
VIH u otro anticuerpo se ejemplifica por NM-01, PRO-387, KD-247, Cytolin(R), TNX-355
(anticuerpo CD4), AGT-1, PRO -140 (anticuerpo CCRS5), Anti-CTLA-4MAD y lo similar,
vacuna de VIH u otra vacuna se ejemplifica por ALVAC(R), AIDSVAX(R), Remune(R),
vacuna HIVgp41, vacuna HIVgp120, vacuna HIVgp140, vacuna HIVgp180, vacuna
HiVp17, vacuna HIVp24, vacuna HIVp55, Sistema AlphaVax Vector, vacuna canarypox
gp160, AntiTat, vacuna MVA-F8 Nef, vacuna HIVrev, péptido C4-V3, p2246f, VIR-201,
HGP-30W, TBC-3B, PARTICULA-3B y lo similar, Antiferon (vacuna interfarén-a) y lo
gimilar, ol interfferbn o agonista de interferbn se ejemplifica por Sumiferon(R),
MultiFeron(R), interferén-t, Reticulosa, interferdn de leucocito humano a y lo similar, el
antagonista de CCRS se ejemplifica por SCH-351125 y lo similar, el agente
famacéutico que actia en VIH p24 se ejemplifica por GPG-NH2 (glicil-prolil-
glicinamida) y lo similar, el inhibidor de fusion VIH se ejemplifica por FP-21399 (1,4-
bis[3-{(2,4-diclorofenil)carbonilamino)-2-oxo-  5,8-disodiosulfonil]naftil-2, 5-dimetoxifenil-
1,4-dihidrazona), T-1249, Construccién Polimérica Sintética No.3, pentafusida, FP-
21399, PRO-542, Enfuvirtida y lo similar, agonista 0 antagonista de IL-2 se ejemplifica
por interleucina-2, Imunace(R), Proleukin(R), Multikine(R), Ontak(R) y lo similar, el
antagonista de TNF-a se ejemplifica por Thalomid(R) (talidomida), Remicade(R)
(infliximab), sulfato de curde lan, el inhibidor de a-glucosidase se ejemplifica por
Bucast(R) y lo similar, el inhibidor purina nucledsido fosforilasa se ejemplifica por
peldesina (2-amino-4-oxo-3H,5H-7{(3-piridil)metil]pirrolo[3,2-d]pirimidina) y lo similar, el
agonista o inhibidor de apoptosis se ejemplifica por Arkin Z(R), Panavir(R), Coenzima
Q10 (2-deca(3-metil-2-butenilen)-5,6-dimetoxi-3-metil-p-benzoquinone) y lo similar, el
inhibidor de colinesterasa se ejemplifica por Cognex(R) y lo similar, y el

inmunomodulador se ejemplifica por Imunox(R), Prokine(R), Met-encefalina (6-de-L-

*



15

20

25

11

arginina-7-de-L-arginina-8-de-L-valinamida-adrenorfina), WF-10 (dilucién de la solucion
de tetraclorodecaéxido 10 veces), Perthon, PRO-542, SCH-D, UK-427857, AMD-070,
AK-602 y [o similar.

Adicionaimente, Neurotropin(R), Lidako(R), Ancer 20(R), Ampligen(R),
Anticort(R), Inactivin(R) y lo similar, PRO-2000, gen Rev M10, célula T citotéxica
especifica de VIH (inmunoterapia CTL, terapia 080 protocolo ACTG, terapia de gen
CD4-L), proteina de enlace SCA, complejo CR-CD4, Motexafin gadolinio, GEM-92, CNI-
1493, (+)-FTC, Ushercell, D2S, BufferGel(R), VivaGel(R), gel vaginal Glyminox, lauril
sulfato de sodio, 2F5, 2F5/2G12, VRX-488, AdS5gag2, BG-777, IGIV-C, BILR-255 y lo
similar son ejemplificados.

Como la “otra substancia de actividad anti-VIH" a ser utiizada para la
composicion anti-VIH de la presente invencién en la terapia de combinacién de droga
multiple, el preferido es un inhibidor de transcriptasa inversa de VIH y un inhibidor de
proteasa VIH. Dos o fres, o incluso un nimero mayor de agentes farmacéuticos puede
ser utilizado en combinacién, en donde una combinacién de agentes farmacéuticos que
tienen mecanismos de accion diferentes es una de las modalidades de realizacién
preferidas. Adicionalments, la seleccién de agentes farmacéuticos libres de efectos
colaterales de duplicacién es preferible.

Los ejemplos especificos de la combinacién de allgentes farmacéuticos incluyen
una combinaciSn de un grupo que consiste de efavirenz, tenofovir, emtricitabina,
indinavir, nelfinavir, atazanavir, ritonavir + indinavir, ritonavir + lopinavir y ritonavir +
saquinavir, didanosina + lamivudina, zidovudina + didanosina, stavudina + didanosina,
Zidovudina + lamivudina, stavudina + lamivudina y emtriva, y el cristal o cristal mezcla
de la presente invencién ("Guidelines for the Use of Antiretroviral Agents in HIV-Infected
Adults and Adolescents. Del 13 de agosto de 2001). Es particularmente preferible la
utilizacién combinada de dos agentes de cristal o cristal mezcla de la presents

invencién con efavirenz, indinavir, nelfinavir, tenofovir, emtricitabina, zidovudina o
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lamivudina, y una utilizacién combinada de tres agentes de cristal o cristal mezcla de la
presente invencién con zidovudina + lamivudina, tenofovir + lamivudina, tenofovir +
zidovudine, tenofovir + efavirenz, tenofovir + nelfinavir, tenofovir + indinavir, tenofovir +
emtricitabina, emfricitabina + lamivudina, emtricitabina + zidovudine, emtricitabina +
efavirenz, emtricitabina + nelfinavir, emftricitabina + indinavir, nelfinavir + lamivudina,
nelfinavir + Zzidovudina, neffinavir + efavirenz, nelfinavir + indinavir, efavirenz +
lamivudina, efavirenz + zidovudina o efavirenz + indinavir.

_ El método de produccién del cristal o cristal mezcla de compuesto A de la
presente invencién no etsa particulammente limitado, y el cristal puede ser producido por
un método conocido por sl mismo o métodos ilustrados en los Ejemplos siguientes y lo
similar.

Ejemplos

Mientras el método de produccién del cristal de compuesto A de la presente
invencién se explica en lo siguiente con referencia a Ejemplos, los cuales son
simplemente ejemplos y no limitan de forma alguna la presente invencion.

Ejemplo de referencia 1: produccién del cristal de forma | del compuesto A

Etapa 1
caH COH
AL b o

El acido 2,4-difluorobenzoico (50 g, 316 mmol) fue disuelto en acido sulfarico
concentrado (200 ml), y N-iodosuccinimida (68 g, 300 mmol) fue agregado por
porciones a no més de 5°C. Después de Ia realizacion del agregado, la mezcla fue
agitada a la misma temperatura durante 4,5 hr. La mezcla de reaccién fue vertida en
agua helada (aproximadamente 600 ml), entonces fue agregada una solucién 10% de
sulfito de sodio acuosa, y la mezcla fue agitada. El sélido precipitado fue recolectado

por filtracién, lavado con agua, y secado al vacio para producir los cristales en bruto (85
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g). Se combinaron los cristales en bruto obtenidos de la misma manera (cantidad total
205 g), y se recristalizaron de 50% etanol acucso (820 ml) para dar acido 2,4-difluoro-5-
iodobenzoico (148 g, rendimiento 73%) como un sélido blanco.

'H RMN(CDCl; 300MHz) (o) ppm: 8,84(1H; dd; J=10,3; 10,3Hz); 8,46 (1H; d; J=7,5Hz).

Etapa 2
| ]O:GOIH I &(N!Et
F F F F N~

El compuesto (148 g; 521 mmol) que fue obtenido en la Etapa 1 fue disuelto en
tolueno (750 ml), cloruro de tionilo (76 ml; 1,04 mol) y fue agregada dimetiformamida
(cantidad catalizadora), y la mezcla fue calentada bajo reflujo durante 2 hr. El material
insoluble fue eliminado por filtracién a 80°C, y el filtrado fue concentrado bajo presiéon
reducida y destilada azeotrdpicamente con tolueno (330 mi). El residuo fue disuelto en
tetrahidrofurano (400 ml), y esta solucién fue agregada por gotas a una solucién de etil
3,3-dimetilaminoacrilato (82 g, 573 mmol) y ftrietlamina (87 ml, 625 mmol) en
tetrahidrofurano (400 mi), y la mezcla fue calentada bajo refiujo durante 7 hr. A la
mezcla de reaccién se le permitié enfriar a la temperatura ambiente, y fue concentrada
bajo presiéon reducida. Fue agregada agua (700 ml) y acetato de etilo (800 mi) para
dividir. La capa organica fue lavada consecutivamente con carbonato hidrégeno de
sodio acuoso saturado (250 ml, x2), agua (300 ml) y solucion salina saturada (300 mi), y
fue secada sobre sulfato de sodio. Después de la filtracién del material insoluble, el
fitrado fue concentrado bajo presion reducida para dar un producto en bruto (210 g) de
etil éster de acido 2-(2,4-diflucro-5-iodobenzoil)-3-dimetilaminoacrilico como un sélido

castafio.

Etapa 3
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El producto en bruto (210 g) que fue obtenido en la Etapa 2 fue disuelto en
tetrahidrofurano (500 ml), fue agregado (S)-(+)-valinol (54 g, 521 mmoi), y la mezcla fue
agitada a la temperatura ambiente durante 30 min. La mezcla de reaccion fue
concentrada bajo presion reducida, y el residuo fue disuelto en dimetilformamida (600
ml). Fue agregado carbonato de potasio (144 g; 1,04 mol) y la mezcla fue agitada con
calentamiento a 70°C por 2 hr. A la mezcla de reaccién se le permitié enfriar, y fue
agregada agua (1500 ml) y fue agitada. El sélido precipitado fue recolectado por
filtracién y el sélido obtenido fue lavada consecutivamente con 30% etanol acuoso (500
ml) y un solvente mezcia de dietil &ter (150 ml) y hexano (150 ml) y fue secado al vaclo
para dar etil éster de écido 7-fluoro-1<{(S)-1-hidroximetil-2-metilpropil)-6-iodo-4-oxo-1,4-
dihidroquinolin-3-carboxilico (178 g, rendimiento 76%) como un sélido beige.

'H RMN(DMSO-dg 300MHz) (5) ppm: 0,72(3H; d; J=8,8Hz); 1,10 (3H; d; J=8,6H2);
1,28(3H; t; J=7,0Hz); 2,27 (1H: br); 3,77 (1H; br); 3,86(1H; br); 4,23 (2H; q; J=7,0H2);
4. 56(1H; br); 5,12 (1H; t J=4,9Hz); 8,08(1H; d; J=11,1Hz); 8,62 (1H; d; J=7,5Hz);
8,88(1H, s)

MS(ESI): M+ 448,

Etapa 4

Ty — o™
™, MNes

En donde TBDMS significa un grupo terc-butildimetilsililo.
El compuesto (80 g, 179 mmol) que fue obtenido en la Etapa 3 fue disuelto en
dimetilformamida (320 ml), imidazol (16 g, 233 mmol) y fue agregado cloruro de terc-

butildimetilsililo (30 g, 187 mmol), y la mezcla fue agitada a la temperatura ambiente
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durante 1,5 hr. Fueron agregados agua a la mezcla de re.accidn y la mezcla fue
extractada con acetato de etilo. La capa organica fue lavada consecutivamente con
solucién de cloruro de amonio acuosa saturada y solucién salina saturada, y fue secada
sobre sulfato de sodio. La capa organica fue filirada y el filtrado fue concentrado bajo
presién reducida. El residuo obtenido fue purificado por cromatografla de gel de sflice
(acetato de etilo:hexano=1:3 a 1:2) para dar etil éster de 4cido 1{(S)-1-terc-
butildimetilsililoximetil-2-metilpropil)-7-fluoro-8-iodo-4-oxo-1,4-dihidroquinolin-3-
carboxllico (77 g, rendimiento 77%) como un forma amorfa incolora.

'H RMN(CDCl; 400MHz) (5) ppm: -0,07(3H; s); -0,05(3H; s); 0,77(8H; s); 0,84(3H;d;
J=8,5Hz); 1,18(3H; d; J=6,5Hz); 1,40(3H; t; J=7,2Hz); 2,35-2,50(1H; m); 3,85-3,95(1H;
m); 3,88-4,10(2H; m); 4,30-4,40(2H; m); 7,26(1H;s); 8,64(1H; s); 8,84(1H; d; J=7,2H2)
MS(ESI): M+ 562.

Etapa §

F N F N
Y Yrons s

(Preparacibn de una solucin de bromuro de 3-cloro-2-fluorobencilzinc en
tetrahidrofurano)

Bajo una corriente de argén, polvo de zinc (11 g, 267 mmol) fue suspendido en
tetrahidrofurano (30 ml), fue agregado 1,2-dibromoetano (0,15 ml; 1,8 mmol) y cloruro
de trimetilsililo (0,45 ml; 3,86 mmol) a 85°C, y la mezcla fue agitada con calentamiento
por 30 min. Una solucién de bromuro de 3-cloro-2-fluorobencilo (41 g, 178 mmol) en
tetrahidrofurano (100 ml) fue agregada por gotas a 65°C, y la mezcla fue agitada con
calentamiento por 2 hr y se le permitié enfriar a la temperatura ambiente para dar una
solucién 1M bromuro de 3-cloro-2-fluorobencilzinc en tetrahidrofurano. Esto fue utilizado

en la siguiente etapa principal.
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(Etapa principal).

El compuesto (76 g, 1368 mmol) que fue obtenido en |la Etapa 4 fue disuelto en

tetrahidrofurano (600 ml) y, bajo una comiente de argdn, fue agregado
dibencilidenacetonapaladio(ll) (3,2 g; 5,5 mmol) y trifurilfosfina (2,8 g; 11,0 mmol), y una
solucién del mencionado 1M bromuro de 3-cloro-2-fluorobenciizinc en tetrahidrofurano
(178 ml, 178 mmol) fue agregada por gotas a 680°C. Después de la realizacion del
agregado por gotas, la mezcla fue agitada con calentamiento a la misma temperatura
durante 2 hr. A la mezcla de reaccién se le permitié enfriar a la temperatura ambiente,
fue agregada la solucién acuosa saturada de cloruro de amonio, y la mezcla fue filtrada
a fravés celite. El filtrado fue extractado dos veces con acetato de etilo. La capa
orgénica fue lavada consecutivamente con agua (dos veces) y solucién salina saturada,
y fue secada sobre sulfato de magnesio. La capa orgénica fue filtrada y el filtrado fue
concentrado bajo presién reducida, y el residuo obtenido fue purificado por
cromatografla de gel de silice (cloroform:acetona=40:1) para dar etil éster de &cido 1-
((S)-1-terc-butildimetilsililoximetil-2-metilpropil)-8-(3-cloro-2-fluorobencil)-7-fluoro-4-oxo-
1.4-dihidroquinolin-3-carboxllico (68 g, rendimiento 84%) como una forma amorfa
incolora.
'H RMN(CDCls 400MHz) (5) ppm: -0,09(3H; s); -0,05(3H; s); 0,75(8H; s); 0,85(3H; d;
J=6,7Hz); 1,18(3H; d; 8,7H2); 1,39(3H; t; J=7,1Hz); 2,45(1H; br); 3,80-3,82(1H; m); 3,98-
4,02(1H; m); 4,07-4,12(1H; m); 4,12(2H; s); 4,34-4 41(2H; m); 6,96-7,00(1H; m); 7,03-
7,05(1H; m); 7,21-7,24(1H; m); 7,26-7,29(1H; m); 8,38(1H; d; J=8,8Hz); 8,63(1H; s).

Etapa 8

\r\orms | Y\DH

El compuesto (48 g, 86 mmol) que fue obtenido en la Etapa 5 fue disuelto en

82
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metanol (300 ml), agua (5 ml) y fue agregada una solucién de metanol 28% de metdxido
de sodio (176 ml, 862 mmol), y la mezcla fue calentada bajo reflujo durante 24 hr. A la
mezcla de reaccidn se le permitié enfriar a la temperatura ambiente y la mezcla fue
neutralizada agregando 6N &cido clorhidrico. E! metanol fue evaporado bajo presion
reducida. Fueron agregados agua a la solucién obtenida y la mezcla fue agitada. El
sélido precipitado fue recolectado por filtracién y el sélido obtenido fue disuelto en
acetato de etilo. La mezcla fue lavada con agua y fue secada sobre sulfato de sodio. La
solucién fue filtrada y el filtrado fue concentrado bajo presion reducida. El residuo
obtenido fue recristalizado del acetato de etilo-hexano para dar un compuesto (32 g,
rendimiento 868%) como un sdlido blanco. El compuesto obtenido (32 g) fue disuelto en
acetato de butilo (160 ml) calentando bajo reflujo, y fue sembrado cristal de forma |l a
75°C. La mezcla fue agitada por 3,5 hr mientras se permite enfriar tal como estaba. El
sélido precipitado fue recolectado por filtracién, lavado con acetato de butilo (25 ml) y
secado al vacio para dar un compuesto (25 g, rendimiento 77%) como un sélido blanco.
El compuesto obtenido (4,0 g) fue disuelto en metanol (40 ml) calentando bajo reflujo a
50°C, y fue agregado por gotas al agua (40 ml) a la temperatura ambiente. La mezcla
fue agitada a la temperatura ambiente durante 16 hr, fue filtrada, y el sélido restante fue
lavado con 668% metanol acuoso, y secado al vaclo para dar un cristal de compuesto A
(cristal de forma 1) (3,8 g, rendimiento 97%) como un sélido blanco.

pf. 151-152°C.

'H RMN (DMSO-dg 300MHz) (8) ppm: 0,72 (3H; d; J=8,5Hz); 1,18 (3H; d; J=6,5Hz);
2,30-2,50 (1H; m); 3,70-3,80 (1H; m); 3,80-4,00 (1H; m); 4,03 (3H; s); 4,12 (2H;s); 4,80-
4,90 (1H; m); 5,19 (1H; 1); 7,19-7,25 (2H; m); 7,46-7,51 (2H; m); 8,04(1H; s); 8,88 (1H,
s); 15,44 (1H; s).

MS (ESI): M+ 448,

Ejemplo 1: Produccion del cristal de forma |l del compuesto A

Etapa 1

GOH | CaM
R S
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El acido 2 4-difluorobenzoico (50 g; 316 mmol) fue disuelto en acido sulfirico
concentrado (200 ml), y fue agregado por porciones N-iodosuccinimida (68 g, 300
mmol) a no mas de 5°C. Después de la realizacion del agregado, la mezcla fue agitada
a la misma temperatura durante 4,5 hr. La mezcla de reaccién fue vertida en agua
helada (aproximadamente 600 ml), entonces 10% solucién de sulfito de sodio acuosa, y
la mezcla fue agitada. El sélido precipitado fue recolectado por filtracién, lavado con
agua, y secado al vaclo para producir los cristales en bruto (85 g). Se combinaron los
cristales en bruto obtenidos de la misma manera (agregado total 205 g), y recristalizado
de 50% etanol acuoso (820 ml) para dar acido 2,4-difluoro-5-iodobenzoico (148 g,
rendimiento 73%) como un sdlido blanco.

'H RMN(CDCl; 300MHz) (o) ppm: 8,84(1H; dd; J=10,3; 10,3Hz); 8,46 (1H; d; J=7,5Hz2)

I COH I If\(GO,Et
FI:(F F FN"

El compuesto (148 g; 521 mmol) que fue obtenido en la Etapa 1 fue disuelto en

Etapa 2

tolueno (750 ml), fue agregado cloruro de tionilo (76 ml, 1,04 mol) y dimetilformamida
(cantidad catalizadora), y la mezcla fue calentada bajo reflujo durante 2 hr. El material
insoluble fue eliminado por filtracidén a 80°C, y el filtrado fue concentrado bajo presién
reducida y destilada azeotrépicamente con tolueno (330 mi). El residuo fue disuelto en
tetrahidrofurano (400 ml), y esta solucién fue agregada por gotas a una solucién de etil
3,3-dimetilaminoacrilato (82 g, 573 mmol) y trietilamina (87 ml, 625 mmol) en
tetrahidrofurano (400 ml), y la mezcla fue calentada bajo reflujo durante 7 hr. A la

mezcla de reaccidn se le permiti6 enfriar a la temperatura ambiente y fue concentrada

o4
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bajo presion reducida. Fue agregada agua (700 ml) y acetato de etilo (800 ml) para
permitir la divisiobn. La capa organica fue lavada consecutivamente con carbonato
hidrégeno de sodio acuoso saturado (250 ml) dos veces, agua (300 ml) y solucion
salina saturada (300 ml), y fue secada sobre sulfato de sodio. La mezcla fue filirada, y el
fitrado fue concentrado bajo presion reducida para dar un producto en bruto (210 g) de
etil éster de acido 2-(2 4-difiuoro-5-iodobenzoil)-3-dimetilaminoacrilico como un sélido
castafo.

Etapa 3
0

0
OO — O™
A

El producto en bruto (210 g) que fue obtenido en la Etapa 2 fue disuelto en
tetrahidrofurano (500 ml), fue agregado (S)-(+)-valinol (54 g, 521 mmol), y la mezcla fue
agitada a la temperatura ambiente durante 30 min. La mezcla de reaccién fue
concentrada bajo presién reducida, y el residuo fue disuelto en dimetitformamida (600
ml). Fue agregado carbonato de potasio (144 g; 1,04 mol), y la mezcla fue agitada con
calentamiento a 70°C por 2 hr. A la mezcla de reaccién se le permiti6 enfriar a la
temperatura ambiente, fue agregada agua (1500 ml) y la mezcla fue agitada. El sélido
precipitado fue recolectado por filtracion. El sélido obtenido fue lavado
consecutivamente con 30% etanol acuoso (500 ml) y un solvente mezcla de dietit éter
(150 ml) y hexano (150 mil), y fue secado al vaclo para dar etil éster de acido 7-fluoro-1-
((S)-1-hidroximetil-2-metilpropil)-6-iodo-4-oxo-1,4-dihidroquinolin-3-carboxilico (178 g,
rendimiento 76% (en relacién a |la Etapa 2)) como un sélido beige.

'H RMN(DMSO-dg 300MHz) (3) ppm: 0,72(3H; d; J=6,6Hz); 1,10 (3H; d; J=6,6H2);
1,28(3H; t; J=7,0H2); 2,27 (1H; br); 3,77 (1H; br); 3,86(1H; br); 4,23 (2H; q; J=7,0Hz);
4,56(1H; br); 5,12 (1H; t, J=4,8Hz); 8,09(1H; d; J=11,1Hz); 8,62 (1H; d; J=7,5Hz),

Ay
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8,68(1H; s).
MS(ESI): M+ 448.

Etapa 4

mwﬁt . moo;t

El compuesto (150 g, 335 mmol) que fue obtenido en la Etapa 3 fue disuelto en
dimetilformamida (500 ml), fue agregado imidazol (30 g; 436 mmol) y cloruro de terc-
butildimetilsililo (58 g; 368 mmol), y la mezcla fue agitada a la temperatura ambiente
durante 1,5 hr. Fue agregada agua a la mezcla de reaccion y fue extracata con acetato
de etilo. La capa orgénica fue lavada consecutivamente con agua, soluciébn acuosa
saturada de cloruro de amonio y solucién salina saturada, y fue secada sobre sulfato de
sodio. La capa organica fue filtrada y el filtrado fue concentrado bajo presién reducida, y
el residuo obtenido fue purificado por cromatografia de gel de silice (acetate de
etilo:hexano=1:3 a 1:2) para dar etil éster de acido 1-{(S)-1-terc-butildimetilsililoximetil-
2-metilpropil)-7-fluoro-6-iodo-4-ox0-1,4-dihidroquinolin-3-carboxllico (173 g, rendimiento
92%) como un forma amorfa incoloro.

'H RMN(CDCls 400MHz) (8) ppm: -0,07(3H; s); -0,05(3H; s); 0,77(9H; s); 0,84(3H;d;
J=6,5Hz); 1,18(3H; d; J=6,5Hz); 1,40(3H, t; J=7,2Hz); 2,35-2,50(1H; m); 3,85-3,95(1H;
m); 3,98-4,10(2H; m); 4,30-4,40(2H; m); 7,26(1H;s); 8,84(1H; s); 8,94(1H; d; J=7,2Hz)
MS(ESI): M+ 562

Etapa §

o m

OTBDIS OTBDIS
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(Preparacién de wuna soluciSn de bromuro de 3-cloro-2-fluorobencilzine en
tetrahidrofuranc) ’

Bajo una corriente de argén, fue suspendido polvo de zinc (11 g, 1756 mmol) en
tetrahidrofurano (30 mi), fue agreg6ado 1,2-dibromoetano (0,1 ml; 1,20 mmol) y cloruro
de trimetilsililo (0,28 ml; 2,4 mmol) a 80°C, y la mezcla fue agitada con calentamiento
por 30 min. Una solucién de bromuro de 3-cloro-2-fluorobencilo (27 g, 119 mmol) en
tetrahidrofurano (80 ml) fue agregada por gotas a 60°C. La mezcla fue agitada con
calentamiento por 1 hr y se le permitié enfriar a la temperatura ambiente para dar una
solucion 1M de bromuro de 3-cloro-2-fluorobencilzinc en tetrahidrofurano. Esto fue
utilizado en la etapa principal siguiente.

(Etapa principal).

El compuesto (50 g, 89 mmol) que fue obtenido en la Etapa 4 fue disuelto en
tetrahidrofurano (400 ml) y, bajo una comiente de argénfue agregado
diclorobis(trifenilfosfina)paladio(ll) (2,1 g; 3,6 mmol) y una solucién 1M de bromuro de 3-
cloro-2-flucrobencilzinc indicada precedentemente en tetrahidrofurano fue agregada por
gotas a 60°C. Después de la realizacién del agregado por gotas, la mezcla fue agitada
con calentamiento a la misma temperatura durante 1,5 hr. A la mezcla de reaccion se
le permitié enfriar a la temperatura ambiente, fue agregado 1N éacido clorhidrico y la
mezcla fue extractada 3 veces con acetato de etilo. La capa organica fue lavada
consecutivamente con agua y solucién salina saturada, y fue secada sobre sulfato del
magnesio. La capa orgénica se fue filtrada y el filtrado fue concentrado bajo presion
reducida, y el residuo obtenido fue purificado por cromatografia de gel de silice (acetate
de etiochexano=1.2 a 1:1) pamma dar et éster de acido 1{(S)-1-terc-
butildimetilsililoximetil-2-metilpropil)-8-(3-cloro-2-fluorobencil)-7-fluoro-4-oxo-1,4-
dihidroquinolin-3-carboxilico (43 g, rendimiento 83%) como una forma amorfa castafio.
'H RMN(CDCl3 400MHz) (3) ppm: -0,08(3H; s); -0,05(3H; s); 0,75(8H; s); 0,85(3H;d;
J=8,7Hz); 1,18(3H; d; 6,7Hz); 1,39(3H; t; J=7,1Hz); 2,45(1H; br); 3,89-3,92(1H; m); 3,98-
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4,02(1H; m); 4,07-4,12(1H; m); 4,12(2H; s); 4,34-4,41(2H; m); 6,96-7,00(1H; m); 7,03-
7.05(1H; m); 7,21-7,24(1H; m); 7,26-7,29(1H; m); 8,39(1H; d; J=8,8Hz); 8,63(1H: 8).

Etapa 8

GIMGO,R___ GIM’TW
F \r"\c'nnnns | Y\OH

El compuesto (43 g, 74 mmol) que fue obtenido en la Etapa 5 fue disuelto en
metanol (280 ml), fue agregada una solucién de metanol de 28% metdxido de sodio
(151 mi, 742 mmol) y agua (4,3 ml), y la mezcla fue calentada bajo refiujo durante 20 hr.
La mezcla de reaccion fue filtrada a través de celite. El filtrado fue concentrada bajo
presién reducida. El agua (400 ml) fue agregada al residuo, y la mezcla fue lavada con
hexano (100 ml). La capa acuosa fue acidificada agregando acido clorhidrico
concentrado (685 ml), y la mezcla fue extractada con acetato de etilo. La capa orgénica
fue lavada consecutivamente con agua y solucién salina saturada, y fue secada sobre
sulfato de sodio. La solucion fue filtrada y el filtrado fue concentrado bajo presién
reducida. El producto en bruto obtenido (35 g, aceite castafio) fue disuelto en acetato de
etilo (49 ml) calentado bajo reflujo, fue agregado hexano (30 ml) mientras se permite
enfriar, y la mezcla fue agitada por 18.5 hr. El sélido precipitado fue recolectado por
fitracién, fue lavado con un solvente mezcla de acetato de efilo y hexano (1:1), y
secado al vaclo para dar un cristal de compuesto A (cristal de forma Il) (27 g,
rendimiento 82%) como un sdlido blanco.

p.f. 153,7-153,8°C.

'H RMN (DMSO-ds 300MHz) (8) ppm: 0,72 (3H; d; J=8,5Hz); 1,18 (3H; d; J=6,5Hz);
2,30-2,50 (1H; m); 3,70-3,90 (1H; m); 3,80-4,00 (1H; m); 4,03 (3H; s); 4,12 (2H;s); 4,80-
4,90 (1H; m); 5,19 (1H; t); 7,19-7,25 (2H; m); 7,46-7,51 (2H; m); 8,04(1H; s); 8,88 (1H;
s); 1544 (1H; s).

88
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MS (ESI): M+ 448
Eiemplo 2: Produccion de cristal de forma |l del compuesto A

Ejemplo 2-1: Produccién de cristal de forma || de compuesto A

Etapa 1

COH | OOH
O

El acido 2,4-difluorobenzoico (100 g, 633 mmol) fue disuelto en acido sulfarico
concentrado (400 ml), y fue agregada N-iodosuccinimida (142 g, 601 mol) por porciones
a no mas de 5°C. Después de la realizacién del agregado, la mezcla fue agitada a la
misma temperatura durante 8 hr. La mezcla de reaccién fue vertida en agua helada
(aproximadamente 2400 mi), entonces fue agregada solucién acuosa saturada de sulfito
de sodio, y la mezcla fue agitada. El sélido precipitado fue recolectado por filtracion,
lavado con agua, y secado al vaclo para producir los cristales en bruto (188 g). Los
cristales en bruto obtenidos de la misma manera fueron combinados (cantidad total 568
g). y recristalizados desde 50% etano! acuoso (2600 ml) para dar acido 2,4-difluoro-5-
iodobenzoico (388 g, rendimiento 88%) como un sélido blanco.

'H RMN(CDCl3 300MHz) (o) ppm: 8,84(1H; dd; J=10,3; 10,3Hz); 8,46 (1H; d; J=7,5Hz).

| ]CEGO:H | mﬂ\(ﬂ)’ﬂ
F F F F l||’

El compuesto (200 g; 704 mmol) que fue obtenido en ia Etapa 1 fue disuelto en

Etapa 2

tolueno (1000 ml), cloruro de tionilo (103 mil, 408 mmol) y fue agregada
dimetiformamida (cantidad catalizadora), y la mezcla fue calentada bajo refiujo durante
2 hr. El material insoluble fue eliminado por filtracidn, y el filtrado fue concentrado bajo

presién reducida y destilada azeotrépicamente con tolueno. El residuo fue disuelto en

87
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tetrahidrofurano (500 mil), esta solucién fue agregada por gotas a una solucién de etil
3,3dimetilaminoacrilato (111 g, 775 mmol) y trietiamina (118 ml, 845 mmol) en
tetrahidrofurano (500 mi), y la mezcla fue calentada bajo reflujo durante 3 hr. A la
mezcla de reaccién se le permitié enfriar a la temperatura ambiente y fue filtrada y el
fitrado fue concentrado bajo presién reducida. Fue agregada agua (500 ml) y acetato
de etilo (800 ml) para pemitir la divisién. La capa orgénica fue lavada consecutivamente
con carbonato hidrégeno de sodio acuoso saturado (200 ml), agua (200 ml) y solucién
salina saturada, y fue secada sobre sulfato de sodio. La capa orgénica fue filtrada, y el
filtrado fue concentrado bajo presién reducida para dar un producto en bruto (273 g) de
etil éster de acido 2-(2,4-difluoro-5-iodobenzoil)-3-dimetilaminoacrilico como un sdélido

castafio.

Etapa 3
0 0

|mog,|£t . ; mmﬁt
F F \
T

El producto en bruto (273 g) que fue obtenido en la Etapa 2 fue disuelto en
tetrahidrofurano (650 mi), fue agregado (S)-(+)-valinol (73 g, 708 mmol), y la mezcla fue
agitada a la temperatura ambiente durante 2 hr. La mezcla de reaccién fue concentrada
bajo presién reducida y el residuo fue disuelto en dimetilformamida (800 ml). Fue
agregado carbonato de potasio (195 g; 1,41 mol), y la mezcla fue agitada con
calentamiento a 70°C por 2,5 hr. A la mezcla de reaccidon se le permitié enfriar a la
temperatura ambiente, fue agregada agua (2000 mi) y la mezcla fue agitada. El sélido
precipitado fue recolectado por filtracién. El sélido obtenido fue sometido a suspension
por lavando consecutivamente con agua y 30% etanol acuoso (650 ml) y fue secado al

vaclo para dar un producto en bruto (217 g). El producto en bruto obtenido (217 g) fue

sometido a suspensién por lavado con un solvente mezcla de acetato de etilo (650 ml) y
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hexano (440 ml) con calentamiento bajo reflujo. La mezcla fue filtrada, y el sélido
rastante fue secado al vaclo para dar etil §ster de acido 7-fluoro-1-((S)-1-hidroximetil-2-
metilpropil)-8-iodo-4-oxo-1,4-dihidroquinolin-3-carboxllico (207 g, rendimiento 66% (en
relacidn a la Etapa 2)) como un sélido castafio palido.
'H RMN(DMSO-ds 300MHz) (5) ppm: 0,72(3H; d; J=6,8Hz); 1,10 (3H; d; J=6,6Hz);
1,28(3H; t; J=7,0Hz); 2,27 (1H; br); 3,77 (1H; br); 3,86(1H; br); 4,23 (2H; q; J=7,0Hz);
4,568(1H; br); 5,12 (1H; t, J=4 BHz); 8,08(1H; d; J=11,1Hz); 8,62 (1H; d; J=7,5Hz),
8,86(1H; )
MS(ESI): M+ 448.
Etapa 4 | 0 8
Fm] T me
A" N

El compuesto (150 g, 335 mmol) que fue obtenido en la Etapa 3 fue disuelto en
dimetiformamida (450 mi), fue agregado imidazol (27 g, 397 mmol) y cloruro de terc-
butildimetilsililo (58 g, 385 mmol), y la mezcla fue agitada toda la noche a la temperatura
ambiente. Fue agregada agua (900 ml) a la mezcla de reaccién, y la mezcla fue
extractada con acetato de etilo (680 ml). La capa organica fue lavada
caonsecutivamente con agua (450 ml, 3 veces) y solucién salina saturada (200 ml), y fue
secada sobre sulfato de sodio. La capa orgénica fue filtrada, y el filtrado fue
concentrado bajo presién reducida para dar un producto en bruto (192 g) de etil éster de
écido 1-((S)-1 -tarc-butildimetilsiIionimetiI-2-meti|prbpiI)-7-ﬂuoro-8-iodo-4-oxo-1 A
dihidroquinolin-3-carboxilico como un forma amorfa amarillo pélido.

Etapa §

;Ij:jrm-‘t M Wt
Y\OTBDIS \homls
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El producto en bruto (182 g) que fue obtenido en la Etapa 4 fue disuelto en
tetrahidrofurano (180 ml) y, bajo una comiente de argén, fue agregado
dibencilidenacetona paladio(ll) (1,7 g; 2,9 mmol) y trifurilfosfina (1,3 g; 5,8 mmol). A
esta mezcla por gotas fueron agregados a 80°C una solucién de (375 mi, 375 mmol) de
1M bromuro de 3-cloro-2-fluorobencilzinc en tetrahidrofurano obtenido de la misma
manera como en Ejemplo 1, Etapa 5 y, después de la realizacion del agregado por
gotas, la mezcla fue agitada con calentamiento a la misma temperatura durante 3.5 hr.
A la mezcla de reaccion se le permitié enfriar a la temperatura ambiente, fue agregado
acetato de etilo (840 mi) y 10% solucién acuosa de acido citrico (400 ml), y la mezcla
fue filtrada a través de Celite, y el filtrado fue dividido. La capa orgénica fue lavada
consecutivamente con agua (200 ml), el carbonato de hidrégeno de sodio acuoso
saturado (400 ml) y solucién salina saturada (200 ml), y fue secada sobre suffato de
sodio. La capa orgénica fue filtrada, y el filtrado fue concentrado bajo presidon reducida
para dar un productoc en bruto (188 g) de etil éster de é&cido 1-((S)-1-terc-
butildimetilsililoximetil-2-metilpropil)-8-(3-cloro-2-fluorobencil)-7-fluoro-4-oxo-1,4-
dihidroquinolin-3-carboxilico como un aceite castafio.

Etapa 6

Sy — O™
F Y’Lt'mnls Y\OH

El producto en bruto (193 g) que fue obtenido en la Etapa 5 fue disuelto en
isopropanol (650 ml), fue agregada 1N solucién de hidréxido de sodio acuosa (1.200 m,
1,29 mol), y la mezcla fue calentada bajo reflujo durante 2 hr. A la mezcla de reaccién
se le permitié enfriar a la temperatura ambiente, y fue filtrada a través de Celite. El

filtrado fue acidificado agregando &cido clorhidrico concentrado y la mezcla fue agitada.
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El sélido precipitado fue recolectado por filtracién, y secado al vacio para dar un
producto en bruto (132 g) como un sdlido palido-amarillo. Se combinaron los productos
en bruto obtenidos de la misma manera (cantidad total 143 g), fueron suspendidos en
acatato de butilo (430 ml) y sometidos a suspensién agitando continuamente y con
calentamiento bajo reflujo por 1 hr. A la suspension se le pemiti6 enfriar a la
temperatura ambiente y fue filtrada y fue saecada al vacio para producir de ésta manera
acido  6-(3-cloro-2-fluorobencil)-7-fluoro-1-{(S)-1-hidroximetil-2-metilpropil)-4-oxo-1,4-
dihidroquinolin-3-carboxilico (89 g, rendimiento 74% (en relacién a la Etapa 3)) como un
sélido gris.

'H RMN{DMSO-ds 400MHz) (5)ppm: 0,71 (3H; d; J=6,5Hz); 1,13 (3H; d; J=6,5Hz2); 2,36
(1H; br); 3,77(1H; br); 3,94 (1H; br); 4,25 (2H; s); 4,77(1H; br); 5,16 (1H, t, J=2 4Hz);
7,19-7,23(1H; m); 7,32-7,35 (1H; m); 7,48-7,52(1H; m); 8,24-8,28 (2H; m); 9,00 (1H; s);
15,00 (1H; s).

MS(ESI): M+ 436.

Etapa 7
F 0 F 0
oot —  oocor™
F N 9 N
T T

El compuesto (89 g, 227 mmel) que fue obtenido en la Etapa 6 fue disuelto en
metanol (530 ml), fue agregada solucién 28% de metanol en metdxido de sodio (485 mi,
2,28 mol), y la mezcla fue calentada bajo reflujo durante 20 hr. A la mezcla de reaccion
se le permitié enfriar a la temperatura ambiente y fue filtrada a través de Celite. El
filtrado fue concentrado bajo presién reducida. El residuo fue acidificado agregando
agua (200 ml) y acido clorhidrico concentrado (190 mi), y fue extractada con acetato de
etilo (500 ml). La capa organica fue lavada dos veces con agua (200 ml), y fue secada

sobre sulfato de sodio. La mezcla fue filtrada, y el filtrado fue concentrado bajo presién

reducida para dar un producto en bruto (108 g). El producto en bruto obtenido (108 g)
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fue disuelto en acetato de isobutilo (330 ml) con calentamiento y la mezcla fue agitada
mientras se permite enfriar por 24 hr. El sélido precipitado fue recolectado por filtracion,
y fue secado al vaclo para dar compuesto A (71 g, rendimiento 88%) como un sélido
blanco. Fueron combinados los cristales en bruto obtenidos de la misma manera
(cantidad total 233 g), fueron disueitos en acetato de isobutilo (470 ml) calentando bajo
reflujo, y la mezcla fue agitada toda la noche permitiendo enfriar. El sélido precipitado
fue recolectado por filtracién, y secado al vacio para dar un cristal de compuesto A
(cristal de forma II) (206 g, rendimiento 88%) como un sdlido blanco.

'H RMN (DMSO-dg¢ 300MHz)(3) ppm: 0.72 (3H; d; J=6.5Hz); 1.18 (3H; d; J=6.5Hz);
2,30-2,50 (1H; m); 3,70-3,90 (1H; m); 3,90-4,00 (1H; m); 4,03 (3H; 8); 4,12 (2H; s); 4,80-
4,80 (1H; m); 5,19 (1H; t); 7,19-7,25 (2H; m); 7,48-7,51 (2H; m); 8,04 (1H; s); 8,88 (1H;
8); 15,44 (1H; s).

MS (ESI): M+ 448.

Eiemplo 2-2: Produccion de cristal de forma |l de compuesto A

Etapa 1

Br COH Br CO,Et

———————

F F F'N

OH

El dcido 5-bromo-2,4-difluorobenzoico (82,7 kg, 348 mol) fue disuelto en tolueno
(420 L), fue agregado cloruro de tionilo (62,3 kg; 523 mol) y dimetiformamida (cantidad
catalizadora), y la mezcla fue agitada a 70°C por 6 hr. A la mezcla de reaccién se le
pemitié enfriar a la temperatura ambiente, fue concentrada bajo presion reducida, y
azeotrépica de nuevo con tolueno (420 L). E! residuo fue disuelto en tolueno (220 L),
esta solucién fue agregada por gotas a una solucion de etil 3,3-dimetilaminoacrilato
(55,0 kg, 384 mol) y diisopropiletilamina (58,6 kg; 523 mol) en tolueno (220 L), y la
mezcla fue agitada con calentamiento a 70°C por 21 hr. A la mezcla de reaccién se le

permitié enfriar a la temperatura ambiente, fue agregado (S)-(+)-valinol (36,0 kg; 349

V3
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mol), y la mezcla fue agitada a temperatura ambiente durante 1,5 hr. Fue agregada
agua (420 L) a la mezcla de reaccién para permitir la divisién, y la capa orgénica fue
lavada consecutivamente con 1N &cido clorhidrico (250 L, dos veces), agua (420 L), 5%
carbonato de hidrégeno de sodio acuoso (250 L, dos veces), agua (420 L) y 10%
solucion salina (250 L). El extracto fue concentrado bajo presién reducida y desfilada
azeotrépicamente con dimetilformamida (420 L) para dar un residuo de la conceniracién
(330 L) conteniendo un producto en bruto de etil éster de acido 2-(5-bromo-2,4-

difluorobenzoil)-3-((S)-1-hidroximetil-2-metilpropilmetilamino)acrilico.
0 0
oA o a
——
F NH F N
Y A"

A una soluciéon (330 L) del producto en bruto obtenido en Etapa 1 en

Etapa 2

dimetilformamida fue agrego 1,8-diazabiciclo[5.4.0lundecenc (105 kg, 349 mol) y la
mezcla fue agitada a la temperatura ambiente durante 23 hr. A la mezcla de reaccion se
agregaron dimetilformamida (330 L), y entonces agua (170 L) y, después de agitacion
durante 2 hr, fue agregada agua (170 L) por gotas. El sélido precipitado fue recolectado
por filtracién y fue lavado con mezcla dimetilformamida (170 L) agua (170 L), y entonces
con una solucién mezcla de etanol (480 L) agua (200 L). Ei sélido obtenido fue secado
al vaclo, suspendido en una mezcla acetato de etilo (330 L) n-heptano (330 L) y fue
sometido a suspensién por lavado. La suspension fue filtrada, y el sélido restante fue
secado al vaclo para dar etil éster de Acido 8-bromo-7-fluoro-1-({S)-1-hidroximetil-2-
metilpropil}-4-oxo-1,4-dihidroquinolin-3-carboxlilico (102 kg, rendimiento 73%) como un
sélido blanco amarillo. Este compuesto fue confirmado que era equivalente al producto

normal del compuesto por andlisis de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC).

Etapa 3
0

Br mwﬁt b Il)o),m,Et
N i

95
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El compuesto (45,0 kg; 112 mol) que fue obtenido en la Etapa 2 e imidazol (8,95
kg; 146 mol) fue suspendido en tolueno (180 L), fue agregada una solucién de cloruro
de terc-butildimetilsililo (17.8 kg, 118 mol) en tolueno (45 L) a 50°C, y la mezcla fue
agitada a la misma temperatura durante 3 hr. El tolueno (230 L) fue agregado a mezcla
de reaccion, y fue lavada consecutivamente con agua (450 L, dos veces) y 20%
solucion salina (450 L). El extracto fue concenirado bajo presién reducida y destilada
azeotrépicamente con tetrahidrofurano (320 L) para dar un residuo de la concentracién
(390 L) conteniendo un producto en bruto de etil éster de acido 8-bromo-1-((S)-1-terc-
butildimetilsililoximetil-2-metilpropil)-7-fluoro-4-oxo-1,4-dihidroquinolin-3-carboxilico.

Etapa 4

o — Sy
F ] F N
Y'\OTBDIS Y\()H
(Preparacibn de una solucibn de bromuro de 3-cloro-2-fluorobencilzinc en
tetrahidrofurano)
Bajo una cormriente de nitrégeno, polvo de zinc (18,8 kg; 287 mol) fue suspendido
en tetrahidrofurano (130 L), fue agregado 1,2-dibromoetano (470 g; 2,50 mol) a 80°C, y
la mezcla fue agitada a la misma temperatura durante 30 min. Fue agregado cloruro de
trimetilsililo (560 g; 3,10 mol) a esta suspensién a la temperatura ambiente, y la mezcla
fue agitada con calentamiento por 30 min. Una solucién de bromuro de 3-cloro-2-
fluorobencilo (54,0 kg; 242 mol) en tetrahidrofurano (65 L) fue agregada por gotas a
0°C, y la mezcla fue agitada a 20°C por 3 hr. E! zinc restante fue eliminado por filtracion
para dar una solucibn de 1M de bromuro de 3-cloro-2-fluorobencilzinc en
tetrahidrofurano. Esto fue utilizado en la etapa principal siguiente.

(Etapa principal).
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Bajo una cormriente de nitrdgeno, tris(dibencilidenacetona)dipaladio(0) (1,96 kg,
3,36 mol) y trifenilfosfina (1,77 kg; 6,72 mol) fueron disueltos en tetrahidrofurano (180
L), y la mezcla fue agitada a la temperatura ambiente durante 1 hr. Una solucion (380 L)
del producto en bruto obtenido en Etapa 3 en tetrahidrofurano por gotas fue agregada a
la temperatura ambiente y fue lavada con tetrahidrofurano (45 L). Una solucién (164 kg,
157 mol) de 1M de bromuro de 3-cloro-2-fluorobencilzinc indicado precedentemente en
tetrahidrofurano preparada de antemano fue agregad por gotas a la temperatura
ambiente, y la mezcla fue agitada con calentamiento a 55°C por 5 hr. A la mezcla de
reaccion se le permitié enfriar a temperatura ambiente, fue agregado tolueno (230 L) y
solucién de 25% cloruro de amonio acuosa (230 L) y la mezcla fue agitada. Después de
la filtracién, la mezcla fue dividida. La capa orgénica fue lavada consecutivamente con
solucién 25% de cloruro de amonio acuosa (230 L), agua (230 L), 5% de carbonato
hidrégeno de sodio acuoso (230 L, 3 veces) y solucion salina 10% (230 L). El extracto
fue concentrado bajo presién reducida para dar un producto en bruto (80 L) de acido 6-
(3-cloro-2-fluorobencil)-7-fluoro-1-((S)-1-hidroximetil-2-metilpropil)-4-oxo-1, 4-
dihidroquinolin-3-carboxilico como un aceite castafio.

Etapa §

El producto en bruto (80 L) que fue obtenido en la Etapa 4 fue disuelto en
isopropanol (180 L), fue agregada solucién 1N de hidréxido de sodio acuosa (180 L, 180
mol), y la mezcla fue agitada con calentamiento a 50°C por 9 hr. Fue agregado carbén
activado (4,5 kg) a la mezcla de reacciébn. La mezcla fue agitada a la temperatura
ambiente durante 30 min, fue fillrada a través de polvo de celulosa y fue lavada
completamente con mezcla de isopropanol (45 L) agua (45 L). El agua (180 L) y n-
heptano (230 L) fueron agregados al filtrado y, después de agitacién, la mezcla fue
dividida. La capa acuosa fue lavada nuevamente con n-heptano (230 L). Fueron
agregados 4N dacido clorhidrico (45 L, 180 mol) y metil isopropil cetona (450 L) a la capa

orgénica y, después de agitacién, la mezcla fue dividida. La capa organica fue lavada

7%
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consacutivamente con solucién salina 10% (230 L), dos veces con 8,5% carbonato de
hidrébgeno de sodio acuoso (230 L), 0,5N acido clorhidrico (230 L) y agua (230 L). El
extracto fue concentrado bajo presién reducida, azeotrépica 3 veces con tolueno (230
L). El residuo fue agitado a 100°C por 1,5 hr, le fue permitido enfriar a la temperatura
ambiente y fue agitado por 3 hr. El sélido precipitado fue recolectado por filtracién y el
sblido obtenido fue lavado con tolueno (45 L) y secado al vaclo para dar acido 8-(3-
cloro-2-fluorobencil)-7-fluoro-1-[(S)-1-hidroximetil-2-metilpropil]-4-oxo-1,4-
dihidroquinolin-3-carboxflico (42,5 kg, rendimiento 87%) como un sélido amarilio palido.
Fue confirmado que este compuesto era equivalente al producto normal por analisis de
HPLC.

Etapa

F N ? N
QY T

El compuesto (39,2 kg; 89,8 mol) que fue obtenido en la Etapa 5 fue disuelto en
metanol (240 L), fue agregada solucién 28% de metanol de metdxido de sodio (173 kg,
899 mol) por gotas a 10°C, y la mezcla fue agitada con calentamiento a 70°C por 21 hr.
Fue agregado carbdn activado (3,9 kg) a |la mezcla de reaccién. La mezcla fue agitada a
la temperatura ambiente durante 1 hr, fue filtrada a través de polvo de celulosa y fue
lavada completamente con metanol (80 L). Fue agregada agua (29 kg, 1620 mol) al
filtrado y la mezcla fue concentrada bajo presién reducida. El residuo era dos veces
destilado azeotrépicamente con isopropanol (240 L, 120 L). Al residuo fue agregado
solucion salina 15% (200 L) y tolueno (200 L) y, después de agitacion, la mezcla fue
dividida. La capa orgénica fue lavada consecutivamente con solucién salina 20% (200

L, 3 veces), 0,5N acido clorhidrico (200 L) conteniendo cloruro de sodio (10 kg) y

solucién salina 20% (200 L). La capa orgénica fue concentrada bajo presion reducida y

28
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destilada azeotrOpicamente con acetato de etilo (200 L). Fueron agregados acetato de
etilo (320 L) y agua (200 L) al residuo y, después de agitacién, la mezcla fue dividida. La
capa orgdnica fue concentrada dos veces bajo presién reducida y destilada
azeotrdpicamente con acetato de isobutiio (200 L). El residuo fue disuelto por
calentamiento, fue filtrado mientras estaba caliente, y lavado completamente con
acetato de isobutilo (20 L). Fue agregado un nicleo cristalino (cristal de forma Il de
compuesto A, 38 g) al filtrado a 80°C, y la mezcla fue agitada a la misma temperatura
durante 1,5 hr. La mezcla fue agitada con calentamiento a 80°C por 2 hr, fue pemmitida
enfriar a la temperatura ambiente y ademés fue agitada por 8 hr. El sélido precipitado
fue recolectado por filtracién. El sélido obtenido fue lavado con acetato de isobutilo (40
L) y secado al vaclo para dar un cristal de compuesto A (cristal de forma ) (28,0 kg,
rendimiento 72%) como un sélido blanco. Fue confimado que este cristal era
equivalente al producto normal del cristal (cristal de forma |l de compuesto A que fue
obtenido en el Ejemplo 2-1) por andlisis HPLC y difractdmetro de polvo con rayos X
(XRPD).

Eiemplo 2-3: Produccion de cristal de forma |l de compuesto A

El cristal de forma Il también puede ser producido por cristalizacién segun los
métodos descriptos en los Ejemplos 2-3-1 a 2-3-286.

Eiemplo 2-3-1.

El compuesto A (200 mg) que fue obtenido en el Ejemplo 1 fue disuelto en 1-
butanol (2 ml) con calentamiento bajo reflujo. La mezcla fue agitada por 17 hr
pemmitiendo enfriar. El sélido precipitado fue recolectado por filtracién y secado al vacio
para dar cristal de forma ll (125 mg, rendimiento 83%) de compuesto A como un sdlido
blanco.

Eiemplo 2-3-2.
El compuesto A (200 mg) que fue obtenido en el Ejemplo 1 fue disuelto en

acetato de butilo (2 ml) con calentamiento bajo reflujo. La mezcia fue agitada por 17 hr
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permitiendo enfriar. El sélido precipitado fue recolectado por filtracién y secado al vacio
para dar cristal de forma 11 (102 mg, rendimiento 51%) de compuesto A como un sélido
blanco.

Ejemplo 2-3-3

El compuesto A (200 mg) obtenido en el Ejemplo 1 fue disuelto en metil isobutil
cetona (2 ml) con calentamiento bajo reflujo. Fue agregado heptano (2 ml) por gotas y la
mezcla fue agitada por 8 hr permitiendo enfriar. El s6lido precipitado fue recolectado por
filtracién y secado al vaclo para dar cristal de forma Il (168 mg, rendimiento 84%) de
compuesto A como un sélido blanco.

Ejemplo 2-3-4.

El compuesto A (200 mg) obtenido en el Ejemplo 1 fue disuelto en etanol (2 ml)
con calentamiento bajo reflujo. La mezcla fue agitada por 17 hr permitiendo enfriar. El
sdlido precipitado fue recolectado por filtracion y secado al vacio para dar cristal de
forma |l (56 mg, rendimiento 28%) de compuesto A como un sélido blanco.

Ejemplo 2-3-5.

El compuesto A (200 mg) obtenido en el Ejemplo 1 fue disuelto en acetato de
etilo (2 ml) con calentamiento bajo refiujo. El heptano (1,6 ml) fue agregado por gotas y
la mezcla fue agitada por 6 hr permitiendo enfriar. El sélido precipitado fue recolectado
por filtracién y secado al vacio para dar cristal de forma Il (166 mg, rendimiento 83%) de
compuesto A como un sélido blanco.

Ejemplo 2-3-6.

El compuesto A (200 mg) obtenido en el Ejemplo 1 fue disuelto en metil etil
cetona (2 mi) con calentamiento bajo reflujo. Fue agregado heptano (4 mi) por gotas y la
mezcla fue agitada por 6 hr permitiendo enfriar. El sélido precipitado fue recolectado por
filtracién y secado al vaclo para dar cristal de forma Il (123 mg, rendimiento 62%) de

compuesto A como un sélido blanco.

Ejemplo 2-3-7.

{00
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El compuesto A (200 mg) obtenido en el Ejemplo 1 fue disuelto en 1-propilaicohol
(2 ml) con calentamiento bajo reflujo. La mezcla fue agitada por 17 hr permitiendo
enfriar. El sélido precipitado fue recolectado por filtracién y secado al vacio para dar
cristal de forma Il (91 mg, rendimiento 48%) de compuesto A como un sélido blanco.
Ejemplo 2-3-8.

El compuesto A (200 mg) obtenido en el Ejemplo 1 fue disuelto en isopropanol (2
ml) con calentamiento bajo reflujo. La mezcla fue agitada por 17 hr permitiendo enfriar.
El sélido precipitado fue recolectado por filtracién y secado al vacio para dar cristal de
forma Il (88 mg, rendimiento 44%) de compuesto A como un sdlido blanco.

Eiemplo 2-3-8.

El compuesto A (200 mg) obtenido en el Ejemplo 1 fue disuelto en cumeno (2 ml)
con calentamiento bajo reflujo. La mezcla fue agitada por 17 hr permitiendo enfriar. El
sélido precipitado fue recolectado por filtracién y secado al vacio para dar cristal de
forma Il (188 mg, rendimiento 94%) de compuesto A como un sélido blanco.

Eiemplo 2-3-10.

El compuesto A (200 mg) obtenido en el Ejemplo 1 fue disuelto en anisol (2 ml)
con calentamiento bajo reflujo. La mezcla fue agitada durante 17 hr permitiendo enfriar.
El sélido precipitado fue recolectado mediante filtracién y secado al vaclo para producir
de ésta manera un cristal de forma Il (107 mg, rendimiento 54%) de compuesto A como
un stlido blanco.

Ejemplo 2-3-11.

El compuesto A (200 mg) obtenido en el Ejemplo 1 fue disuelto en acetona (2 mi)
con calentamiento bajo reflujo. El heptano (2 mi) fue agregado por gotas y la mezcla
fue agitada por 16,5 hr mientras se permite enfriar. Fue agregado heptano (4 ml)
adicional, y la mezcla fue agitada por 24 hr adicionales. El sdlido precipitado fue
recolectado por filtracibn y secado al vacio para dar cristal de forma Il (134 mg,

rendimiento 67%) de compuesto A como un sélido blanco.
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Ejemplo 2-3-12.

El compuesto A (200 mg) obtenido en el Ejemplo 1 fue disuelto en etanol (2 ml)
con calentamiento bajo reflujo. El heptano (4 ml) fue agregado por gotas y la mezcla
fue agitada por 19 hr mientras se permite enfriar. El sélido precipitado fue recolectado
por filtracién y secado al vacio para dar cristal de forma Il (128 mg, rendimiento 65%) de
compuesto A como un sélido blanco.

Ejemplo 2-3-13.

El compuesto A (200 mg) obtenido en el Ejemplo 1 fue disuelto en isopropanol (2
mi) con calentamiento bajo reflujo. El heptano (4 ml) fue agregado por gotas y [a
mezcla fue agitada por 19 hr mientra se permite enfriar. El sélido precipitado fue
recolectado por filtracion y secado al vacio para dar cristal de forma Il (1668 mg,
rendimiento 83%) de compuesto A como un sdlido blanco.

Eiemplo 2-3-14.

El compuesto A (200 mg) obtenido en el Ejemplo 1 fue disuelto en 1-propilalcohol
(2 ml) con calentamiento bajo reflujo. EIl heptano (4 ml) fue agregado por gotas y la
mezcla fue agitada por 19 hr mientras se permite enfriar. El sélido precipitado fue
recolectado por filtracién y secado al vaclo para dar cristal de foma Il (158 mg,
rendimiento 78%) de compuesto A como un sélido blanco.

Ejemplo 2-3-15.

El compuesto A (200 mg) obtenido en el Ejemplo 1 fue disuelto en isobutanol (2
ml) con calentamiento bajo reflujo. La mezcla fue agitada por 21 hr mientras se permite
enfriar. El sélido precipitado fue recolectado por filtracion y secado al vaclo para dar
cristal de forma {l (131 mg, rendimiento 866%) de compuesto A como un sélido blanco.
Ejemplo 2-3-16.

El compuesto A (200 mg) obtenido en el Ejemplo 1 fue disuelto en tolueno (2 mi)
con calentamiento a 100°C. La mezcla fue agitada por 37 hr mientras se permite enfriar.

El sélido precipitado fue recolectado por filtracién y secado al vaclo para dar cristal de
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forma Il (180 mg, rendimiento 95%) de compuesto A como un sélido blanco.
Eiemplo 2-3-17.

El compuesto A (200 mg) obtenido en el Ejemplo 1 fue disuelto en metil butil
cetona (2 ml) con calentamiento a 80°C. El heptano (1,8 ml) fue agregado por gotas y la
mezcla fue agitada por 37 hr mientras se permmite enfreiar. El sélido precipitado fue
recolectado por filtracion y secado al vaclo para dar cristal de foma 1l (181 mg,
rendimiento 868%) de compuesto A como un sélido blanco.

Eiemplo 2-3-18.

El compuesto A (200 mg) obtenido en el Ejemplo 1 fue disuelto en cloroformo (1
ml) con calentamiento a 80°C. EIl isopropil éter (1.8 ml) fue agregado por gotas y la
mezcla fue agitada por 37 hr mientras se permite enfriar. El sdlido precipitado fue
recolectado por filtracibn y secado al vaclo para dar cristal de forma Il (184 mg,
rendimiento 92%) de compuesto A como un sélido blanco.

Ejemplo 2-3-19.

El compuesto A (200 mg) obtenido en el Ejemplo 1 fue disuelto en
tetrahidrofurano (1 ml) calentando a 60°C. El isopropil éter (2 ml) fue agregado por
gotas y la mezcla fue agitada por 41 hr mientras se permite enfriar. El sélido precipitado
fue recolectado por filtracion y secado al vacio para dar cristal de forma Il (144 mg,
rendimiento 72%) de compuesto A como un sélido blanco.

Ejemplo 2-3-20.

El compuesto A (200 mg) obtenido en el Ejemplo 1 fue disuelto en isobutanol (2
ml) con calentamiento bajo reflujo. El heptano (2 mi) fue agregado por gotas y la
mezcla fue agitada por 21 hr mientras se permite enfriar. El sdlido precipitado fue
recolectado por filtracién y secado al vaclo para dar cristal de forma |l (160 mg,
rendimiento 80%) de compuesto A como un sélido blanco.

Ejemplo 2-3-21.
El compuesto A (200 mg) obtenido en el Ejemplo 1 fue disuelto en butanol (2 ml)
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con calentamiento bajo refiujo. El heptano (2 ml) fue agregado por gotas y la mezcla
fue agitada por 21 hr mientras se permite enfriar. El sélido precipitado fue recolectado
por filtracidén y secado al vacio para dar cristal de forma Il (152 mg, rendimiento 768%) de
compuesto A como un sélido blanco.

Ejemplo 2-3-22.

El compuesto A (200 mg) obtenido en el Ejemplo 1 fue disuelto en acetato de
isobutilo (2 ml) con calentamiento bajo reflujo. La mezcla fue agitada por 21 hr mientras
se permite enfriar. El sélido precipitado fue recolectado por filtracion y secado al vaclo
para dar cristal de forma Il (140 mg, rendimiento 70%) de compuesto A como un sélido
blanco.

Ejemplo 2-3-23.

El compuesto A (200 mg) obtenido en el Ejemplo 1 fue disuelto en acetato de
isobutilo (2 ml) con calentamiento bajo reflujo. El heptano (2 mi) fue agregado por gotas
y la mezcla fue agitada por 21 hr mientras se permite enfriar. El sélido precipitado fue
recolectado por filtracién y secado al vaclo para dar cristal de forma Il (178 mg,
rendimiento 89%) de compuesto A como un sélido blanco.

Ejemplo 2-3-24.

E! compuesto A (200 mg) obtenido en el Ejemplo 1 fue disuelto en acetato de
butilo (2 ml) con calentamiento bajo reflujo. El heptano (1,5 ml) fue agregado por gotas y
la mezcla fue agitada por 21 hr mientras se permite enfriar. El sélido precipitado fue
recolectado por filtracibn y secado al vaclo para dar cristal de forma |l (158 mg,
rendimiento 78%) de compuesto A como un sdélido blanco.

Ejemplo 2-3-25.

El compuesto A (200 mg) obtenido en el Ejemplo 1 fue disuelto en anisol (2 ml)
calentando a 110°C. El heptano (2 ml) fue agregado por gotas y la mezcla fue agitada
por 21 hr mientras se permite enfriar. El sélido precipitado fue recolectado por filtracién

y secado al vaclo para dar cristal de forma |l (187 mg, rendimiento 89%) de compuesto
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A como un sélido blanco.
Ejemplo 2-3-28.

El compuesto A (200 mg) obtenido en el Ejemplo 1 fue disuelto en acetato de
butilo (2 ml) con calentamiento bajo reflujo. Después de répido enfriamiento, la mezcla
fue agitada por 2 hr. El sélido precipitado fue recolectado por filtracién y secado al vaclo
para producir cristal de fooma Il (131 mg, rendimiento 68%) de compuesto A como un

sodlido blanco.

Ejemplo 2-4: Produccién de cristal de forma |l de compuesto A
Etapa1

El etil éster de acido 1-((S)-1-terc-butildimetilsililoximetil-2-metilpropil)-8-(3-cloro-
2-fluorobencil)-7-fluoro-4-oxo-1,4-dihidroquinolin-3-carboxllico (48 g, 86 mmol) obtenido
en el Ejemplo 1, Etapa 5 fue disuelto en metanol (300 ml), agua (5 ml) y fue agregada
solucion de 28% metanol de metdxido de sodio (176 ml, 862 mmol), y la mezcla fue
calentada bajo reflujo durante 24 hr. A la mezcla de reaccién se le permitié enfriar a la
temperatura ambiente, fue neutralizada con 6N de &cido clorhidrico y el metanol fue
evaporado bajo presiéon reducida. Fue agregada agua a la solucién obtenida y, después
de agitacion, el sélido precipitado fue recolectado por filtracién. El sdlido obtenido fue
disuelto en acetato de etilo, lavado con agua, y fue secado sobre sulfato de sodio. La
mezcla fue filtrada y el filtrado fue concentrado bajo presion reducida. El residuo
obtenido fue recristalizado del acetato de etilo-hexano para dar el compuesto A (cristal
primario 29,5 g; cristal secundario 2,8 g; en total 32,3 g; rendimiento 86%) como un
solido blanco.
pf. 151-152°C.
‘H RMN (DMSO-dg¢ 300MHZ) (5) ppm: 0,72 (3H; d; J=6,5Hz); 1,16 (3H; d; J=6,5H2);
2,30-2,50 (1H; m); 3,70-3,90 (1H; m); 3,90-4,00 (1H; m); 4,03 (3H, s); 4,12 (2H;s); 4,80-
4,90 (1H; m); 5,19 (1H; t); 7,18-7,25 (2H; m); 7,46-7,51 (2H; m); 8,04(1H; s); 8,88 (1H;
8); 15,44 (1H; s)
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MS (ESI): M+ 448,
Etapa 2

El compuesto A (32,3 g) que fue obtenido en la Etapa 1 fue disuelto en acetato
de butilo (160 mi) con calentamiento bajo reflujo. El cristal de forma il del Ejemplo 2 fue
sembrado a 63°C y la mezcla fue agitada por 3 hr mientras se permite enfriar. El sélido
precipitado fue recolectado por filiracion y secado al vacio para dar el cristal de
compuesto A (cristal de forma Il) (24,79 g; rendimiento 77%) como un sdlido blanco.

Ejemplo 2-5: Produccién de cristal de forma il de compuesto A

Etapa1
o1 A 3 COEt 1 3 COM
oo — MOy
 roms T
El etil éster de acido 14{(S)-1-terc-butildimetilsililoximetil-2-metilpropil)-8-(3-cloro-
2-fluorobencil)-7-fluoro-4-oxo-1,4-dihidroquinolin-3-carboxilico (19 g. 33 mmol) obtenido
en el Ejemplo 1, Etapa 5 fue disuelto en isopropanol (100 ml), fue agregada soluciéon 1N
de hidréxido de sodio acuosa (200 mi, 200 mmol), y la mezcla fue calentada bajo reflujo
durante 2,5 hr. A la mezcla de reaccién se le permitié enfriar a la temperatura ambiente,
y la mezcla fue filtrada a través de Caelite. E! filtrado fue acidificado agregando acido
clorhidrico concentrado, y fue agitado a la temperatura ambiente durante 2 hr. El sélido
precipitado fue recolectado por filtracién y secado al vacio para dar acido 6-(3-cloro-2-
fluorobencil)-7-fluoro-1-((S)-1-hidroximetil-2-metilpropil)-4-oxo-1,4-dihidroquinolin-3-
carboxllico (12 g, rendimiento 82%) como un sdlido amarillo pélido. 'H RMN(DMSO-ds
400MH2) (6)ppm: 0,71(3H; d; J=6,5Hz); 1,13(3H; d; J=8,5Hz); 2,36(1H, br); 3,77(1H; br);
3.94(1H; br); 4,25(2H; s); 4,77(1H; br); 5,18(1H; t; J=2 4Hz); 7,18-7,23(1H; m); 7,32-
7,35(1H; m); 7,48-7,52(1H; m); 8,24-8,28(2H; m); 9,00(1H; s); 15,00(1H; s).

Etapa 2
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El compuesto (12 g, 27 mmol) que fue obtenido en la Etapa 1 fue disuelto en
metanol (684 ml), fue agregada una solucidén 28% de metanol de metdxido de sodio (52
ml, 256 mmol), y la mezcla fue calentada bajo reflujo durante 24 hr. A la mezcla de
reaccion se le permitié enfriar a la temperatura ambiente y fue filtrada a través de Celite.
El fittrado fue concentrado bajo presion reducida. El residuo fue acidificado agregando
agua (360 ml) y 4cido clorhidrico concentrado, y fue extractado con acetato de etilo. La
capa orgénica fue lavada consecutivamente con agua y solucién salina saturada y fue
secada sobre sulfato de sodio. La mezcla fue filtrada, y el filtrado fue concentrado bajo
presiéon reducida para dar un producto en bruto (13 g) como un aceite castafio. El
producto en bruto obtenido (13 g) fue disuelto en acetato de isobutilo (60 ml) calentando
y, después del sembrado, la mezcla fue agitada por 23 hr mientras se permite enfriar. El
sdlido precipitado fue recolectado por filtracién, y secado al vaclo para dar el compuesto
A (9,2 g; rendimiento 75%) como un sélido blanco.

'H RMN (DMSO-dg 300MHz) (5) ppm: 0,72 (3H; d; J=6,5Hz); 1,16 (3H; d; J=8,5Hz);
2,30-2,50 (1H; m); 3,70-3,80 (1H; m); 3,00-4,00 (1H; m); 4,03 (3H; s); 4,12 (2H;s); 4,80-
4,90 (1H; m); 5,19 (1H; t); 7,19-7,25 (2H; m); 7,46-7,51 (2H; m); 8,04(1H; s); 8,88 (1H;
s); 15,44 (1H; s)

MS (ESI): M+ 448,

El etil éster de acido 2-(2,4-Difluoro-5-iodobenzoil)-3-dimetilaminoacrilico (20 g)

obtenido en el Ejemplo 1, Etapa 2 fue sometido a suspensién por lavado con un
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solvente mezcla de acetato de etilo (60 ml) y hexano (40 ml) y calentameinto bajo
reflujo. La mezcla fue filtrada, y el sdlido restante fue secado al vacio para dar etil éster
de acido 7-fluoro-1-{(S)-1-hidroximetil-2-metilpropil)-8-iodo-4-oxo-1,4-dihidroquinolin-3-
carboxllico (18 g, rendimiento 94%) como un sdlido beige.

'H RMN(DMSO-dg 300MHz) (8) ppm: 0,72(3H; d; J=6,6Hz); 1,10 (3H; d; J=8,6Hz);
1,28(3H; t; J=7,0Hz); 2,27 (1H; br); 3,77 (1H; br); 3,86(1H; br); 4,23 (2Hl; q; J=7,0H2);
4,58(1H; br); 512 (1H; t, J=4,8Hz); 8,09(1H; d; J=11,1Hz); 8,62 (1H; d; J=7,5Hz);
8,68(1H; s).

MS(ESI): M+ 448.

|I:€'],00,Et . lIlem'Et
™ TN

Etapa-4

El compuesto (19 g, 42 mmol) que fue obtenido en la Etapa 3 fue disuelto en
dimetilformamida (65 mil), fue agregado imidazol (3,4 g; 48,9 mmol) y cloruro de terc-
butildimetilsililo (7,2 g; 47,8 mmol), y la mezcla fue agitada a la temperatura ambiente
durante 1,5 hr. Fue agregada agua a la mezcla de reaccion, y la mezcla fue extractada
con acetato de etilo. La capa orgénica fue lavada consecutivamente con agua, solucion
acuosa saturada de cloruro de amonio y solucién salina saturada, y fue secada sobre
sulfato de sodio. La capa orgdnica fue filtrada, y el filtrado fue concentrado bajo presién
reducida para dar un producto en bruto (24 g) de etil éster de acido 1-((S)-1-terc-
butildimetilsililoximetil-2-metilpropil)-7-flucro-8-iodo-4-oxo-1,4-dihidroquinolin-3-
carboxllico como una forma amorfa beige.

'H RMN(CDCI; 400MHz) (5) ppm: -0,07(3H; s); -0,05(3H; s); 0,77(8H; s); 0,84(3H;d;
J=6,6Hz); 1,18(3H; d; J=6,5Hz); 1,40(3H; t; J=7,2Hz); 2,35-2,50(1H; m); 3,85-3,95(1H;
m); 3,98-4,10(2H; m); 4,30-4,40(2H; m); 7,26(1H;8); 8,84(1H; 8); 8,84(1H; d; J=7,2Hz).
MS(ES!): M+ 562.
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|n?),m,Et . u Mw,ﬁt
o RN

El producto en bruto (24 g) que fue obtenido en la Etapa 4 fue disuelto en
tetrahidrofurano (200 ml) y, bajo una comente de argén, fue agregado
dibencilidenacetonapaladio(ll) (984 mg; 1,7 mmol) y trifurylfosfina (795 mg; 3,4 mmol)
fueron agregados; y fue agregada una solucién (56 ml; 56 mmol) de 1M bromuro de 3-
cloro-2-fluorobencilzinc obtenido de la misma manera como en el Ejemplo 1, Etapa 5 en
tetrahidrofurano por gotas a 60°C. Después de la realizacion del agregado por gotas, la
mezcla fue agitada con calentamiento a la misma temperatura durante 2 hr, A la mezcla
de reaccidn se le permitié enfriar a la temperatura ambiente, fue agregada una solucion
acuosa saturada de cloruro de amonio, y fue filtrada a través de Celite, y el filtrado fue
extractado dos veces con acetato de efilo. La capa orgénica fue lavada
consecutivamente con agua (dos veces) y solucion salina saturada, y fue secada sobre
sulfato de magnesio. La capa organica fue filtrada, y el filtrado fue concentrado bajo
presién reducida para dar un producto en bruto (30 g) de etil éster de acido 1-((S)-1-
terc-butildimetilsililoximetil-2-metilpropil)-8-(3-cloro-2-fluorobencil)-7-fluoro-4-oxo-1,4-

dihidroquinolin-3-carbox(lico como una pasta castafia.

.clwﬁt — clwé:n:':)«wﬁ
F \r'Lﬁnnls \rJ\W

El producto en bruto (30 g) que fue obtenido en la Etapa 5 fue disuelto en

Etapa 6

isopropanol (150 ml), fue agregada 1N solucién de hidréxido de sodio acuosa (300 ml,
300 mmol), y la mezcla fue calentada bajo reflujo durante 2,5 hr. A la mezcla de

reaccién se le permitié enfriar a la temperatura ambiente, y la mezcla fue fittrada a
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través de Celite. El filtrado fue acidificado agregando écido clorhidrico concentrado, y la
mezcla fue agitada a la temperatura ambiente durante 2 hr. El sélido precipitado fue
recolectado por filtracién y secado al vaclo para dar un producto en bruto (18 g) como
un sélido beige. El producto en bruto obtenido (18 g) fue suspendido en acetato de
butilo (80 ml), y sometido a suspensién agitando con calentamiento bajo reflujo por 1 hr.
A la suspensién se permiti6 enfriar a la temperatura ambiente, fue filtrada y limpiada con
secada al vaclio dar &acido 6-(3-cloro-2-fluorobencil)-7-fluoro-1-{(S)-1-hidroximetil-2-
metilpropil)-4-oxo-1,4-dihidroquinolin-3-carboxilico (11 g, rendimiento 62% (en relacién a
la Etapa 3)) como un sdlido blanco.
H RMN(DMSO-dg 400MHz) (8) ppm: 0,71 (3H; d; J=6,5H2); 1,13 (3H; d; J=6,5Hz); 2,36
(1H; br); 3,77(1H; br); 3,84 (1H; br); 4,25 (2H; 8); 4,77(1H; br); 5,16 (1H;t; J=2,4Hz);
7.19-7,23(1H; m); 7,32-7,35 (1H; m); 7,48-7,52(1H; m); 8,24-8,28 (2H, m); 9,00 (1H; s);
15,00 (1H; s)
MS(ESI): M+ 436.
Etepa 7
cl M],eo,u cl Mw,u
— -
F N ? N
\hﬂﬂ \hﬂl

El compuesto (11 g, 26 mmol) que fue obtenido en la Etapa 6 fue disuelto en
metanol (60 ml), fue agregada una solucién 28% de metanol de metéxido de sodio (52
ml, 256 mmol), y la mezcla fue calentada bajo reflujo durante 24 hr. A la mezcla de
reaccién se le permitié enfriar a la temperatura ambiente y fue filtrada a través de Celite,
y el filtrado fue concentrado bajo presién reducida. El residuo fue acidificado agregando
agua (330 ml) y 4cido clorhidrico concentrado, y la mezcla fue extractada con acetato
de etilo. La capa orgédnica fue lavada consecutivamente con agua y solucién salina

saturada, y fue secada sobre sulfato de sodio. La mezcla fue filtrada, y el filtrado fue

concentrado bajo presion reducida para dar un producto en bruto (12 g) como un aceite
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castafio. El producto en bruto obtenido (12 g) fue disueito en acetato de isobutilo (60 ml)
calentando bajo reflujo. Un nicleo cristalino (cristal de forma Il de compuesto A) fue
sembrado, y la mezcla fue agitada por 23 hr mientras se permite enfriar. El sélido
precipitado fue recolectado por filtracion y secado al vacio para producir asl el
compuesto A (8,2 g; rendimiento 71%) como un sdlido blanco.
'H RMN (DMSO-dg 300MHz) (8) ppm: 0,72 (3H; d; J=6,5Hz); 1,168 (3H; d; J=6,5Hz);
2,30-2,50 (1H; m); 3,70-3,90 (1H; m); 3,90-4,00 (1H; m); 4,03 (3H,; s); 4,12 (2H;s); 4,80-
4,80 (1H; m); 5,18 (1H; t); 7,18-7,25 (2H; m); 7,48-7,561 (2H; m); 8,04(1H; 8); 8,88 (1H;
8); 15,44 (1H; s)
MS (ESI): M+ 448
Etapa 8

El compuesto A (7,68 g) que fue obtenido en la Etapa 7 y compone A (8,17 g)
que fue obtenido en la Etapa 2 fue disuelto en acetato de isobutilo (84 ml) calentando
bajo reflujo y la mezcla fue agitada por 18 hr mientras se permite enfriar. El sélido
precipitado fue recolectado por filtracién y secado al vacio para dar cristal de forma Il
(14,73 g, rendimiento 88%) de compuesto A como un sélido blanco.
Ejemplo 2-8: Produccién de cristal de forma |l de compuesto A

Etapa 1
coH I COH
AL, AL

El édcido 24-difluorobenzoico (100 g, 633 mmol} fue disuelto en écido
trifluorometansulfénico (400 ml) y fue agregada N-iodosuccinimida (157 g, 696 mmol)
por porciones a no més de 5°C. Después de la realizacion del agregado, la mezcla fue
agitada a 50°C por 1,5 hr. La mezcla de reaccion fue vertida en agua con hielo, y la
mezcla fue agitada por 1 hr. El sélido precipitado fue recolectado por filtracién, fue

lavado consecutivamente con agua y hexano, y secado al vaclo para dar &cido 2,4-
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difluoro-5-iodobenzoico (179 g, rendimiento cuantitativo) como un sélido bianco.

H RMN(CDCl; 300MHz) (o) ppm: 6,84(1H; dd; J=10,3; 10,3Hz); 8,46 (1H; d; J=7,5HzZ).
o™ — '):IRI"“'“
F F F F lll’

El compuesto (28 g; 100 mmol) que fue obtenido en la Etapa 1 fue disuelto en

Etapa 2

acetato de etilo (300 ml), fue agregado cloruro de oxalilo (11 ml, 122 mmol) y
dimetitformamida (cantidad catalizadora), y la mezcla fue agitada a la temperatura
ambiente durante 2 hr. El filtrado fue concentrado bajo presién reducida y destilada
azeotrépicamente con tolueno. El residuo fue disuelto en tetrahidrofurano (100 ml), esta
solucion fue agregada por gotas a una solucién de etil 3.3-dimetilam‘inoacrilato (17 g,
120 mmol) y trietilamina (21 ml, 150 mmol) en tetrahidrofurano (100 ml), y la mezcla fue
calentada bajo refiujo durante 3 hr. A la mezcla de reaccién se le permitié enfriar y fue
agregado acetato de etilo (200 mi). La mezcla fue lavada consecutivamente con agua
(dos veces) y solucién salina saturada, y fue secada sobre sulfato de sodio. La mezcla
fue filtrada y el filtrado fue concentrado bajo presién reducida. El residuo obtenido fue
sometido a suspensién agitando con un solvente mezcla de dietil &ter (50 ml) y hexano
(50 ml). La mezcla fue filtrada y el sdlido restante fue secado al vaclo para dar un
producto en bruto (26 g, rendimiento 63%) de etil éster de acido 2-(2,4-difluoro-5-

iodobenzoil)-3-dimetilaminoacrilico como un sélido amarillo.

Eaca J ID\)O\(:O,Et — I)l:Ig],OO,Et
F F N F N
T
El producto en bruto (22 g, 55 mmol) que fue obtenido en la Etapa 2 fue disuelto

en tetrahidrofurano (110 mi), fue agregado (S)«(+)-valinol (6,8 g; 65,8 mmol), y la mezcla

fue agitada con calentamiento a 50°C por 30 min. La mezcla de reaccién fue
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concentrada bajo presién reducida, y el residuo fue disuelto en acetato de etilo (100 mi),
lavado consecutivamente con agua y solucién salina saturada, y fue secado sobre
sulfato de magnesio. La mezcla fue filtrada y el filtrado fue concentrado bajo presion
reducida. El residuo obtenido fue disuelto en dimetilformamida (80 ml), fue agregado
carbonato de potasio (19 g, 137 mmol), y la mezcla fue agitada con calentamiento a
80°C por 1,5 hr. A la mezcla de reaccién se le permitié enfriar a la temperatura
ambiente y fue concentrada bajo presién reducida. Fue agregada agua (250 ml) al
residuo obtenido y la mezcla fue agitada a la temperatura ambiente durante 30 min. El
sélido precipitado fue recolectado por filtracion. El sdlido obtenido fue lavado
consecutivamente con un solvente mezcla de agua (100 mi), acetato de etilo (10 ml) y
hexano (40 ml) y secado al vaclo para dar etil éster de acido 7-fluoro-1-((S)-1-
hidroximetil-2-metilpropil)-8-iodo-4-oxo-1,4-dihidroquinolin-3-carboxilico (22 9,
rendimiento 88%) como un sélido amarillo palido.
'H RMN(DMSO-ds 300MHz) (5) ppm: 0,72(3H; d; J=6,6Hz); 1,10 (3H; d; J=6,8Hz);
1,28(3H; t; J=7,0H2); 2,27 (1H; br); 3,77 (1H; br); 3,86(1H; br); 4,23 (2H, q; J=7,0Hz),
4,56(1H; br); 5,12 (1H; t, J=4,8Hz); 8,09(1H; d; J=11,1Hz); 8,62 (1H; d; J=7,5H2);
8,68(1H; s).
MS(ESI): M+ 448,
Etapa 4
0 0
|mwﬁt | :C:"]rmﬁt
F \fﬂ\ F N

OH Y\mnlms

El compuesto (22 g, 48 mmol) que fue obtenido en la Etapa 3 fue disuelto en
dimetilformamida (60 mi), fueron agregados imidazol (3,9 g; 57,7 mmol) y cloruro de
terc-butildimetilsililo (8,0 g; 53,0 mmol), y la mezcla fue agitada a la temperatura

ambiente durante 1,5 hr. La mezcla de reaccién fue concentrada bajo presion reducida,
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y el residuo obtenido fue disuelto en acetato de etilo (200 ml), lavado consecutivamente
con agua (dos veces) y solucidn salina saturada, y fue secado sobre sulfato de sodio.
La mezcla fue filtrada y el filtrado fue concentrado bajo presién reducida. El residuo
obtenido fue purificado por cromatografia de gel de sllice (acetate de etilo:hexano=3:7
a 4:6) para dar etil éster de acido 1-((S)-1-terc-butildimetilsililoximetil-2-metilpropil)-7-
fluoro-8-iodo-4-ox0-1,4-dihidroquinolin-3-carboxilico (25 g, rendimiento 92%) como una
cera blanca.

'H RMN(CDCi; 400MHz) (5) ppm: -0,07(3H; s); -0,05(3H; s); 0,77(8H; 8); 0,84(3H:d;
J=6,5Hz); 1,18(3H; d; J=6,5Hz); 1,40(3H; t; J=7,2Hz); 2,35-2,50(1H; m); 3,85-3,95(1H;
my); 3,98-4,10(2H; m); 4,30-4,40(2H; m): 7,26(1H;s); 8,64(1H; 8); 8,04(1H; d; J=7,2Hz).
MS(ESI): M+ 562,

Etapa §

TP Sl
F N F N

Y Jraoes s
El compuesto (25 g, 44 mmol) que fue obtenido en la Etapa 4 fue disuslto en
tetrahidrofurano (200 ml) y, bajo una comiente de argon, fueron agregados
dibencilidenacetonapaladio(ll) (1,0 g; 1,8 mmol) y trifurifosfina (824 mg; 3,5 mmol). Una
soluciéon (58 mi; 58 mmol) de 1M bromuro de 3-cloro-2-fluorobencilzinc obtenido de la
misma manera como en el Ejemplo 1; Etapa 5 en tetrahidrofurano fue agregado por
gotas a 60°C. Después de la realizacibn del agregado por gotas, la mezcla fue
calentada bajo reflujo durante 3 hr. A la mezcla de reaccién se le pemitié enfriar a la
temperatura ambiente, fue agregado acetato de etilo (200 ml), lavada consecutivamente
con 1N &cido clorhidrico, agua, carbonato hidrégeno de sodio acuoso saturado, agua y
solucién salina saturada, y fue secada sobre sulfato de sodio. La mezcla fue filtrada y el
fitrado fue concentrado bajo presién reducida. El residuo obtenido era purificado por

cromatografia de gel de silice (acetate de etilo:hexano=4:6 a 1:1) para dar etil éster de
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acido 1<{(S)-1-terc-butildimetilsililoximetil-2-metilpropil)-6-(3-cloro-2-fluorobencil)-7-
fluoro-4-oxo-1,4-dihidroquinolin-3-carboxllico (17 g, rendimiento 68%) como un aceite
amarillo palido.
'H RMN(CDCl; 400MHz) (5) ppm: -0,09(3H; s); -0,05(3H; s); 0,75(9H; s); 0,85(3H;d;
J=6,7H2); 1,18(3H; d; 8,7Hz); 1,38(3H; t; J=7,1Hz); 2,45(1H; br); 3,89-3,92(1H; m}); 3,88-
4,02(1H; m); 4,07-4,12(1H; m); 4,12(2H; s); 4,34-4,41(2H; m); 6,96-7,00(1H; m); 7,03-
7.05(1H; m); 7,21-7,24(1H; m); 7,26-7,29(1H; m); 8,39(1H; d; J=8,8Hz); 8,63(1H; s),
Etapa
F 0 F 0
o — oo
" "
Y\OTBDIS oH

El compuesto (17 g, 30 mmol) que fue obtenido en la Etapa 5 fue disuelto en
metanol {120 ml), fue agregada una solucién 28% de metanol de metéxido de sodio (62
ml, 304 mmol), y la mezcla fue calentada bajo reflujo durante 18 hr. A la mezcla de
reaccion se le permitié enfriar a la temperatura ambiente, fue agregada agua (200 ml), y
el metanol fue evaporada bajo presién reducida. El residuo fue acidificado agregando
dcido clorhidrico concentrado, fue extractado con acetato de etilo, y fue secado sobre
sulfato de sodio. La mezcia fue filtrada, y el filtrado fue concentrado bajo presion
reducida para dar un producto en bruto (14 g) de compuesto A como un aceite amarillo
palido.

Etapa 7

El Compuesto A (14,11 g) que fue obtenido en la Etapa 6 fue suspendido en un
solvente mezcla de acetato de etilo (20 ml) y hexano (20 mi) a la temperatura ambients,
fue sembrado un nlcleo cristalino {(cristal de forma |l de compuesto A), y la mezcla fue
agitada por 1 hr. La suspension fue filtrada, y el sdlido restante fue secado al vaclo
para dar el compuesto A (cristal de forma 1l, 10,40 g, rendimiento 77%) como un sdlido

blanco.
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Ejemplo 3: Produccitn del cristal de forma Ill compuesto A
Eiemplo 3-1: Produccién de cristal forma lll de compuesto A

El cristal de forma |l de compuesto A (10,0 g; 22,3 mmol) obtenido en el Ejemplo
2-2 fue agregado al acetato de isobutilo (30 mL) y el cristal fue disuelto calentando bajo
reflujo. La solucién fue enfriada a 80°C, y fue agitada por 5 hr para permitir precipitacion
de cristales. A esta solucibn se le permitid enfriar a la temperatura ambiente
adicionalmente, y ademas fue agitada por 12 hr. El cristal precipitado fue recolectado
por filtracién. El cristal obtenido fue lavado con acetato de isobutilo (10 mL) y secado al
vacio para dar un cristal blanco (8,85 g, rendimiento 88,5%). Debido a que fue
confimado que este cristal es diferente del cristal de forma Il por andlisis XRPD, un
cristal que presenta un grafico XRPD (Fig. 1) como este cristal se toma como cristal de
forma Il
Ejemplo 3-2: Produccién de cristal forma |il del compuesto A.

El cristal de forma |l del compuesto A (250 g, 558 mmol) obtenido en el Ejemplo
2-2 fue agregado al acetato de isobutilo (750 mL). Un nicleo cristalino (12,5 g) del
cristal de forma |l de compuesto A obtenido en el Ejemplo 3 fue agregado a la
temperatura ambiente y la mezcla fue agitada por 17 hr. El cristal precipitado fue
recolectado por filtracién. El cristal obtenido fue lavado con acetato de isobutilo (250
mL), y fue secado al vaclo para dar un producto objeto (cristal de forma lll, 259 g,
rendimiento 98,6%) como un cristal blanco. Este cristal fue confirmado que era
equivalente al producto normal del cristal (cristal de forma Ill de compuesto A obtenido
en Ejemplo 3-1) por analisis XRPD.
Eiemplo 3-3: Produccién de cristal forma lll del compuesto A

El compuesto A (cristal de forma I, 10,0 g; 22,3 mmol) obtenido en el Ejemplo 2-
2 fue agregado a isopropanol (30 mL), y la mezcla fue calentada bajo reflujo para
disolver el cristal. La solucién fue enfriada a 70°C, fue agregado un nicleo cristalino (10

mg) del cristal de forma 1ll de compuesto A que fue obtenido en el Ejemplo 3-1, y la
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mezxcla fue agitada por 5 hr. A esta mexcla se le pemmite enfriar adicionalmente a la
temperatura ambiente, fue agitada por 12 hr, y el cristal fue recolectado por fittracién. El
cristal obtenido fue lavado con isopropanol (10 mL), y secado al vaclio para producir el
producto objeto (cristal de forma lll, 8,72 g, rendimiento 87,2%) como un cristal blanco.
Fue confirmado asl que este cristal es equivalente al producto normal del cristal (cristal
de forma lll del compuesto A el cual fue obtenido en el Ejemplo 3-1) por medio de
andlisis XRPD.
Ejemplo 3-4: produccién de cristal forma il del compuesto A

El cristal de forma [l de compuesto A (7,00 g; 15,6 mmol) obtenido en el Ejemplo
2-2 fue agregado a una solucién mezcla de etanol (52,5 mL) y agua (7 mL) y fue
disuetta por calentamiento. Fue agregada agua (28 ml); fue agregado un nicleo
cristalino (10 mg) del producto objeto a 70°C y la mezcla fue agitada por 4 hrs.
Después de permitir enfriar a la temperatura ambiente, la mezcla fue enfridada con hielo
y fue agitada adicionalmente por 2 hrs, y los cristales fueron recolectados por filtracién.
Los cristales obtenidos fueron lavados con una solucién mezcla de etanol fresco (8,4
mL) y agua (5,8 mL) y secados al vaclo para dar el producto objeto como cristales
blancos (cristal de forma Ill, 8,77 g, rendimiento 96,8%). Fue confimado que este
cristal es equivalente al producto normal (Ejemplo 3-1) por analisis de XRD.
Ejemplo experimental

Los valores de propiedad de cada cristal de forma fueron determinados por
pruebas de andlisis siguientes, y la prueba de estabilidad de cada cristal de forma fue
realizada usandolos como Indices.
Muestra

A menos que sea especificado de otra manera, el cristal mencionado (cristal de
forma ) obtenido en el Ejemplo de refarencia 1, el cristal (cristal de forma Ii) obtenido en
el Ejemplo 1 y el cristal (cristal de forma IlI) obtenido en el Ejemplo 3-1 fueron utilizados

como muestras.
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Prueba de anilisis
1. Difractometia de polvo con rayos X

Esta prueba apunta a obtener los modelos de difractdmetro de polvo con rayos X
para especificar el cristal de forma de los cristales obtenidos en el Ejemplo de referencia
1, Ejemplo 1 y Ejemplo 3-1. Los modelos de difraccién fueron utilizados para especificar
la forma del cristal, evaluar la estabilidad, para determinar la pureza y lo similar.

Una muestra fue fijada en una celda de aluminio, y la medicion fue realizada
utilizando un difractémetro de rayos X de polvo ("RINT 2000/PC Ultima™, fabricados por
"Rigaku Corporation”, fuente de rayos X: rayo Cu-Ka1, tensién del tubo: 40 kV, comiente
eléctrica del tubo: 40 mA, velocidad de exploracién: 5° por min, ancho de paso: 0,02°,
angulo de difraccién: 5-40°), basandose en lo anterior, fueron obtenidos los modelos de
difraccién. Los modelos de difraccidn obtenidos se ilustran en la Fig. 1.

Segun se ilustra en la Fig. 1, los modelos de difractdmetro de polvo con rayos X
obtenidos de las muestras respectivas eran diferentes.

Por lo tanto se confima que los cristales obtenidos en el Ejemplo de Referencia
1, Ejemplo 1 y Ejemplo 3-1 eran distintos entre si, y presenta los modelos de difraccion
caracteristicos segln se ilustra en el modelo de difraccién de polvo con rayos X. Por
consiguiente, en la presente descripcién, son nombrados como cristal de forma |, cristal
de forma |l y cristal de forma lll, basados en éstos modelos de difractdmetro de polvo
con rayos X.

Para la especificacion del cristal de forma, la caracteristica de difraccion méxima
de cada cristal puede evaluarse de una manera comprensiva basada en el grafico de
difraccién en la Fig. 1.

La difraccién principal alcanza el médximo y las crestas de difraccién
caracteristicas son especificadas de los modelos de difraccién en la Fig. 1 que se ilustra
mas adelante.

[cristal de forma 1]
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Cresta de difraccién principal:20=6,58; 14,40; 14,64; 15,24; 16,48; 19,16; 20,90; 21,14;
22,24; 24.74; 25,64, 26,12; 27,20°;

Cresta de difraccién caracteristica:26=8,58; 14,40; 19,16; 20,90; 21,14°;

[cristal de forma 1]

Cresta de difraccion principal:20=6,56; 9,04; 13,20; 14,62; 15,24; 16,48, 19,86; 20,84;
21,22; 22 24; 25,22; 25,96; 26,12, 27,34";

Cresta de difraccion caracterlstica:26=6,56; 13,20; 19,86; 20,84; 21,22, 25,22*,

[cristal de forma ]

Cresta de difraccién principal:20=8,54; 14,02; 15,88; 15,90; 18,00; 17,06; 17,24; 17,84;
18,12; 19,50; 19,80; 22,26; 22,68; 23,02; 24,16; 24,76; 25,18; 25,74; 25,98; 27,50,
28,80; 30,38; 30,72; 32,54°.

Cresta de difraccién caracteristica:20=8,54; 14,02; 15,68; 17,06; 17,24; 24,16; 25,74°;

2. Andlisis térmico

Esta prueba apunta a la medicién de la entalpla y la temperatura de comienzo
extrapolada a una cresta endotérmica en medicion de la curva por Calorimetria de
exploracién diferencial (DSC). Estos valores estdn entre los indices de estabilidad de los
cristales indicados precedentemente cristal de forma |, cristal de forma |l y cristal de
forma lll, y pueden usarse como un Indice para especificar la forma del cristal.

2.1. Entaipia vy temperatura de comienzo extrapolada del cristal de forma | y cristal de
forma Il.

E! cristal de forma | y cristal de forma |l fue sometido a medicién usando un
paratr; de medicién de Calorimetria de exploracién diferencial (DSC) (DSCB8240,
fabricado por "Rigaku Corporation"), bajo atmésfera, muestra de medicién 51 mg,
proporcién de elevacion de temperatura: 10°C/min, cacerola de aluminio abierta, y dxido
de alimina como referencia. Fue determinada la entalpla y la temperatura de comienzo

extrapolada en una cresta endotérmica en la curva de DSC.

2.2. Entalpla y temperatura de comienzo extrapolada del cristal de forma lll
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El cristal de forma |l fue sometido a medicién usando un aparato de medicion
DSC (DSC8240, fabricado por Rigaku Corporation), bajo atmdsfera, medida de muestra
5,0£0,5 mg, proporcion de elevacion de temperatura: 5°C/min, cacerola cerrada de
aluminio, y 6xido de alimina como referencia. Fue determinada la entalpla y la
temperatura de comienzo extrapolada en una cresta endotérmica de la curva DSC.
Los resultados se ilustran en la Tabla 1.
Tabla 1

Curva DSC en [a cresta endotémica de entaipla y temperatura de comienzo

extrapolada
Cresta endotérmica
Forma de
Temperatura de comienzo
cristal Entalpla (J/g)
extrapolada (°C)

cristal de

51,080 150,3
forma |
cristal de

53,542 151,2
fomalll
cristal de

81,404 1621
forma lll

Segln se ilustra en la Tabla 1, el cristal de forma lll demuestra una temperatura
de comienzo extrapolada superior y entalpla més elevada en comparacion con cristal de
forma | y cristal de forma Il. Asl, fue confimado que el cristal de forma lll es de una una
forma méas estable.

3. Prueba de pureza
Esta prueba apunta a la medicién de la pureza de compuesto A. La pureza puede

ser usada como indices de estabilidad quimica.
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3.1. Pureza mpuesto del cristal de forma | y cristal de forma |l

Cada muestra (cristal de forma | y cristal de forma |l, aproximadamente 10 mg)
fue disuelta en acetonitrilo para hacer una cantidad 10 ml. y fue utilizada como solucién
de muestra. Esta solucién (10 mL) fue aplicada a la cromatografla liquida de alto
rendimiento (HPLC) bajo las condiciones siguientes. El area maxima de cada solucioén
de muestra fue medida por integracién automatica, y la pureza fue determinada por la

formula siguiente. La pureza se ilustra en las Tablas 5 y 8 a continuacion.

Pureza (%) = 100 - (Aqum/As) X 100

A,: 4rea total méaxima de crestas obtenidas de la solucion de muestra.
Aum: &rea méaxima total de crestas distintas de la cresta principal obtenida de la

solucion de muestra.

Condiciones de prueba
Detector. medidor de absorcién de UV (longitud de onda: 258 nm)

Columna: "CAPCELL PAK MG" {didmetro intemo 4,8 cm, longitud 15 cm, dimensién de
particulas 5 um, fabricado por Shiseido Co., Ltd.

Temperatura de columna: temperatura constante alrededor de 40°C

Fase mévil A: solucién de Acido triflucracético (1:1000)

Fase moévil B: solucidn de acido trifluoracético en acetonitrilo (1:1000).

Programa gradiente: Segun lo ilustrado en la Tabla 2 siguiente, la proporciéon de mezcla
de fase mdvil A y fase mdvil B cambia para controlar el gradiente de concentracién.

Tabla 2

Tiempo (min) después de
Fase movil A (%) | Fase movil B (%)
inyeccion

0 55 45
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05 55,52 45,48
515 52 48
1525 52520 48,80
25-35 20 80
35-36 20,55 8045
36-45 55 45

Caudal: 1mL/min

3.2. Pureza de compuesto del cristal de forma il

Una muestra (cristal de forma lll, aproximadamente 50 mg) fue disuelto en una
mezcla (4:1) de fase mdvil B y fase mévil A para hacer una cantidad de 50 mL que fue
utilizada como una solucién de muestra. Esta solucién (1 mL) fue medida precisamente
y una mezcla (4:1) de la fase mdvil B y fase mdvil A fue agregada para hacer una
cantidad de 100 mL que fue utilizada como una solucidbn normal precisa. La solucién de
muestra y la solucién normal (15 uL) fueron aplicadas a la cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC) bajo las condiciones siguientes. El area maxima de cada solucién
fue medida por integracién automatica, y la pureza fue determinada por la férmula

siguiente. La pureza se ilustra en la Tabla 7 a continuacién.

Pureza (%) = 100 - (Awum/A)

A,: 4rea maxima de cresta principal obtenida de la solucién normal.

A, @rea méaxima total de crestas distintas de la cresta principal obtenida de la

solucion de muestra.

Condiciones de prueba

Detector: medidor de absorcion de UV (longitud de onda de medicién: 259 nm).

Columna: "Waters Xterra MC C18" (diametro intemo 4,8 cm, longitud 5 em, diametro de

particulas 2,5 um, fabricado por Waters).

[z2
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Temperatura de columna: temperatura constante aprox. 40°C.

Fase mdvil A: acido fosférico se agrega a solucién de hidrogenfosfato de dipotasio
(1—1148) para ajustar pH a 7,0.

Fase mévil B: acetonitrilo.

Programa gradiente: Segun lo ilustrado en la Tabla 3 siguiente, la proporcién de la
mezcla de fase moévil A y la fase mévii B cambia para controlar el graiente de

concentracion.

Tabla 3
Tiempo (min) después de
Fase moévil A (%) | Fase movil B (%)
inyeccién
0-15 58 42
15-35 5820 4280
3545 20 80
45-46 2058 8042
48-55 58 42

Caudal: 0,9 mL/min
4. Prueba de solubilidad

Esta prueba apunta a la medicion de la solubilidad del cristal en las diversas
soluciones de prueba y bajo diversos pH. La solubilidad es uno de los Indices de
estabilidad del cristal de forma |, cristal de forma Il y cristal de forma lll indicado
precedentements y también puede ser utilizado como indices de referencia de
absorbabilidad de la forma de cristal por los organismos vivientes.

Cada muestra (cristal de forma |, cristal de forma [l y cristal de forma Iil,

aproximadamente 10 mg) fue colocada en un tubo centrifugo de 10 mL junto con la
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solucibn de prueba siguiente (5 mL) y fueron agitados con un agitador (SR-1M;
fabricado por Tietech Co., Ltd.) por 14 hr. Después de la agitacion, la mezcla fue
centrifugada (3000 rpm, 20 min) y el sobrenadante fue filtrado a través de un filtro de
disco de politetrafiuoroetileno de 0,2 um tamafio de poro - 13 mm de diametro (Millex-
LG; fabricado por Corporacién de Millipore). La medida fue realizada por la

cromatografla liquida de rendimiento elevado (HPLC). Los resultados se ilustran en

Tabla 4.
Tabla 4 Prueba de solubilidad
Solucién de Solubilidad (ug/mL)
prueba P Cristal tipo Il | Cristal tipo Il
Agua purificada - 0,5 <01
Farmacopea
Japonesa Primer 1.2 0,9 <0,1
fluido"
Farmacopea
Japonesa 6,8 58 24
Segundo fluido?
2,2 1,9 <0,1
4 0.8 <0,1
Mclivaina ¥ ° 04 <0
6 1,0 0,7
6.8 6,3 0,7
8 84 23

Y Farmacopea Japonesa, Método de prueba general, Método de Prueba de
desintegracion, Primer fluido. El &cido clorhidrico (7,0 mL) y agua fueron agregados ai
cloruro de sodio (2,0 g) para hacer una cantidad de 1000 mL. Esta solucion es

transparente e incolora y tiene un pH de aproximadamente 1,2.
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2 Farmacopea japonesa, Método de prueba general, Método de Prueba de
desintegracién, Segundo fluido. Muestra de hidréxido de sodio de 0,2 mol/L. (118 mL) y
fue agregada agua a 0,2 mol/L muestra fosfato potasio disodio (250 mL) para hacer una
cantidad de 1000 mL. Esta solucién es transparente e incolora y tiene un pH de
aproximadamente 6,8.

3 Amortigudor de Mclivaina obtenido mezclando hidrogenfosfato de disodio y écido
citrico en una proporcidn determinada para ajustar a un pH determinado.

De los resultados indicados precedentementes, se confima que el cristal de
forma Il posee la solubilidad mas afta que el cristal de forma |1
5. Prueba de estabilidad

Una prueba de estabilidad de cada muestra fue realizada bajo las condiciones de
preservacion siguientes. Los resultados del cristal de forma | se ilustran en Tabla 5, los
resultados del cristal de forma Il se ilustran en Tabla 6, y los resultados del cristal de
forma lll en Tabla 7.

Segun se ilustran en Tabla 6 y Tabla 7, el cristal de forma |l y cristal de forma Il
no demuestran ninguna diferencia en los resultados prueba bajo ambas condiciones de
preservacién, en comparacién a la muestra inicial. En contraste, segln se ilustra en
Tabla 5, el cristal de forma | presenta cambios en el modelo de difraccién de polvo con
rayos X obtenido de la muestra después de preservacién bajo condiciones de
preservacion N° 3 (B80°C, preservacibn en recipiente abierto durante 3 dias) y
condiciones de preservacion N° § (80°C, preservacidon en um recipiente abierto durante
3 semanas), y el modeio de difraccion de polvo con rayos X del cristal de forma | fue
observado por solaparse con el modelo de difraccién de polvo con rayos X derivado del
cristal de forma 1l. Asl, se ha evaluado que una parte de la muesira presentd una
transicién de cristal para cristal de forma Il durante la preservacion. Los modelos de
difractbmetro de polvo con rayos X de la muestra de preservacion de muestras bajo

condiciones de preservacion N° 1-8 del cristal de forma | se ilustran en la Fig. 2.
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Tabla 5

Resultados de prueba de estabilidad del cristal de forma |

Condiciones de
Aspecto | Pureza XRD Andlisis térmico
preservacion
Cresta
endotérmica
Modelo de (temperatura de
inicial - 99,1% | difraccién del comienzo
cristal de forma | trapolada
150,3°C )
80°C
recipiente Sin cambio en
Sin cambio Sin cambio en
cerrado 88,1% | modelo de
en aspecto curva DSC
Preservado por difraccion
3 dias
80°C Superposicién
recipitente de modelo de
Sin cambio Sin cambio en
abierto 99,1% | difraccions of
en aspecto curva DSC
Preservado por tipo | cristal and
3 dias tipo Il cristal
60°C
Recipiente sin cambio en
Sin cambio © | Sin cambio en
cermado 99,1% | modelo de
en aspecto curva DSC
Preservado por difraccién
3 semanas
60°C Sin cambio | 89,1% | Superposicidbn | Sin cambio en
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Recipiente en aspecto de modelo de curva DSC
abierto difraccion del
Preservado por cristal de forma |
3 semanas y cristal de
forma ll

80°C/75% H.R.
Recipiente Sin cambio en

Sin cambio Sin cambio en

6 | abierto 99.1% | modelo de

en aspecto curva DSC
Preservado por difraccién
3 semanas

H.R.: humedad relativa
Tabla 6

Resultados de prueba de estabilidad del cristal de forma Il

Condiciones de
Aspecto Pureza XRD Andlisis térmico
preservacion
Cresta
endotérmica
Modelo de
. . ( temperatura de
difraccién del
1 | Inicial - 98,9%
cristal de comienzo
formalll extrapolada
151,2°C )
80°C
Sin cambio
Envase Sin cambio Sin cambio en
2 98,9% | en modelo
cerrado en aspecto curva DSC
de difraccidn
Preservado

[2F



62

por 3 dias
80°C
Envase Sin cambio
Sin cambio Sin cambio en
abierto 98,8% | en modelo
en aspecto curva DSC
Preservado de difracciéon
por 3 dias
60°C
Envase
Sin cambio
cerrado Sin cambio Sin cambio en
98,9% | en modelo
Preservado en aspecto curva DSC
de difraccidn
por3
semanas
60°C
Envase
Sin cambio
abierto Sin cambio Sin cambio en
98.8% | en modelo
Preservado en aspecto curva DSC
de difraccién
por 3
semanas
80°C/75%H.R.
Envase
Sin cambio
abierto Sin cambio Sin cambio en
98,8% | en modelo
Preservado en aspecto curva DSC
de difraccién
por 3
semanas

H.R. : humedad relativa

|2%
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Tabla7

Resultados de prueba de estabilidad del cristal de forma Il

Condiciones de
Aspecto Pureza XRD Analisis térmico
preservacion
cresta
endotérmica
Modelo de (temperature
difracciéndel | . . .

1 | Inicial - |e87% inicial de
cristal de fundicién por
forma lil extrapolacién

162,1°C)
80°C
Recipiente Sin cambio
Sin cambio Sin cambio en
2 | cerrado 98,68% | en modelo
en aspecto curva DSC
Preservado de difraccién
por 3 dias
80°C
Recipients Sin cambio
Sin cambio Sin cambio en
3 | abierto 98,69% | en modelo
en aspecto curva DSC
Preservado de difracciéon
por 3 dias
80°C
Recipiente Sin cambio
Sin cambio Sin cambio en
4 | cermado 98,67% | en modelo
en aspecto curva DSC
Preservado de difraccion
por 3




semanas

80°C
Recipiente
abierto
Preservado
por 3

Sin cambio

eén aspecto

98,66%

Sin cambio
en modelo

de difracciéon

Sin cambio en

curva DSC

80°C/75%
H.R.
Recipiente
abierto
Preservado
por3

Sin cambio

en aspecto

98,65%

Sin cambio
an modelo

de difraccidn

Sin cambio en

curva DSC

H.R.: humedad relativa
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De los resultados de prueba de estabilidad indicada precedentemente, fue
observado que el cristal de forma | era inestable pero el cristal de forma |l y el cristal de
forma lll eran sumamente estables bajo las diversas condiciones de preservacion. Por
consiguiente, fue evidenciado que el cristal de foma 1l y el cristal de forma IIl son
preferible para la utilizacién como un producto farmacéutico y lo similar.

En cuanto a absorbabilidad por los organismos vivientes, el cristal de forma Il es
mas preferible, y el cristal de forma Il es més preferible porque es el cristal méas
estable.

Debido a que el cristal de forma |l y el cristal de forma ill son ambos estables, un
cristal mezcla de los mismos puede ser utilizado para la presente invencién.

Ejemplo experimental

Lo siguiente explica los métodos de evaluacion de la actividad inhibitoria de
integrasa de VIH de un cristal o un cristal mezcla de compuesto A de la presente
invencion.

(i) Construccién de sistema de expresion de gen integrasa recombinante

La fenilalanina 185 de gen de longitud completa de integrasa de VIH ("J. Virol.",
87, 425437 (1993)) fue sustituida por histidina y fue insertada en la enzima de
restriccién Ndel y sitios Xhol del plasmido pET21a(+) (fabricado por Novagen), por lo
cual se construyd un vector de expresién de integrasa pET21a-IN-F185H.

(ii) Produccion y purificacién de proteina de integrasa

Escherichia coli recombinante BL21(DE3) transformado con plésmido pET21a-IN-
F185H obtenido en (i) fue cultivado con agitacion a 30°C en un medio liquido que
contiene ampicilina. Cuando el cultivo alcanzé la fase de crecimiento logaritmica, fue
agregado isopropil-B-D-tiogalactopiranosida para promover expresion de gen integrasa.
El cultivo fue continuado por 3 hr para promover acumulacién de proteina de integrasa.
El E coli. recombinante fue recolectado en nédulos por separacién centrifuga y fueron

conservados a -80°C.

13/
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El E coli. fue suspendido en solucién amortiguadora de Lysis (20 mM HEPES (pH
7,5), 5 mM DTT, 10 mM CHAPS, 10% glicerol) conteniendo 1M cloruro de sodio y
ssometido a presurizacién y despresurizacién repetida para ruptura,- y separacion
centrifuga a 4°C, 40.000°G, 60 min para recuperar un fragmento soluble en agua
(sobrenadante). Este fue diluido 10 veces con solucién amortiguadora de Lysis libre de
cloruro de sodio, mezclado con PV-Sefarosa (fabricado por Pharmacia Corp.) y fue
agitado a 4°C por 60 min para permitir adsorcién de proteina integrasa a la resina. La
resina fue lavada con solucién amortiguadora de Lysis que contiene 100 mM de cloruro
de sodio y la proteina de integrasa fue eluida con solucién amortiguadora de Lysis que
contiene 1M de cloruro de sodio.

La solucién proteina integrase eluida fue aplicada a una columna "Superdex 75"
(Pharmacia Corporation) para filtracién de gel. La proteina fue elulda con solucién
amortiguadora de Lysis que contiene 1M cloruro de sodio.

Las fracciones obtenidas de la proteilna de integrasa fueron recolectadas y
conservadas a -80°C.

(iii) Preparacién de solucion de ADN

El ADN siguiente sintetizado por Greiner fue disuelto en solucién amortiguadora
TE (10 mM écido Tris-clorhidrico (pH 8,0), 1 mM EDTA) y mezclado con ADN donador,
ADN objetivo, y cada hebra complementaria (hebras + y -) a 1 uM. La mezcla fue
calentada a 95°C por 5 min, 80°C por 10 min, 70°C por 10 min, 860°C por 10 min, 50°C
por 10 min y 40°C por 10 min y conservado a 25°C para dar un ADN de doble hebra,
que fue utilizado para la prueba.

ADN donador (hebra - que tiene biotina unida en término 5)

hebra + donador: 5'-Biotin-ACC CTT TTA GTC AGT GTG GAA AAT CTC TAG CA-3'
(SEQ ID NO:1).

hebra - donador: 5'-ACT GCT AGA GAT TTT CCA CAC TGA CTA AAA G-3' (SEQ ID
NO:2)
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ADN objetivo (+,ambas hebras - poseen digoxigenina agregada en término 3')
hebra + objetivo: 5'-TGA CCA AGG GCT AAT TCA CT-Dig-3' (SEQ ID NO:3)
hebra - objetivo; 5'-AGT GAA TTA GCC CTT GGT CA-Dig-3' (SEQ ID NO:4)
(iv) Determinacién de la actividad inhibitoria de enzima (integrase de VIH)

El ADN donador fue diluido con solucién amortiguadora de TE a 10 nM, de lo
cual 50 ml fueron agregados a cada hendidura de placa de microtitulaciéon recubierta de
estreptavidina (fabricada por Roche) y se permite adsorber a 37°C por 60 min. El ADN
fue lavado entonces con solucién amortiguadora de fosfato (Dulbecco PBS, Sanko
Junyaku Co., Ltd.) conteniendo 0,1% Tween 20 y solucién amortiguadora de fosfato.
Entonces, una mezcla de reaccién (70 pl, ver lo siguiente * para la composicién), una
substancia de prueba (10 pl) dilulda con la mezcla de reaccion y 100 ug/mi de proteina
de integrasa (10 ul) fueron agregadas a cada hendidura y se hizo reaccionar a 37°C por
60 min.

Entonces, fueron agregados 50 nM de ADN objetivo (10 pl), se hicieron
reaccionar a 37°C por 10 min y fueron lavados con una solucién amortiguadora de
fosfato que contiene 0,1% de Tween 20 para detener la reaccién.

Entonces, 100 mU/ml de la solucién de anticuerpo anti-digoxigenina etiquetada
con peroxidasa (fabricada por Roche, 100 pl) fueron agregados, y la mezcla se hizo
reaccionar a 37°C por 80 min, seguido de lavando con solucibn amortiguadora de
fosfato que contiene 0,1% de Tween 20.

Una solucién coloracién de peroxidasa (fabricada por Bio Rad, 100 ul) fueron
agregados y se permitié reaccionar a la temperatura ambiente durante 4 min. La
reaccion de coloracibn se detuvo agregando 1N édcido sulfirico (100 pl). La
absorbencia fue medida a 450 nm.

La actividad inhibitoria de integrasa de VIH (ICso) del compuesto A de la presente
invencién fue calculado de la proporcién de inhibicion segdn la formula siguiente. Los

resultados se ilustran en Tabla 8.
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Relacion de

inhibicién (%) = [1-(Objetivo-blanco)/(Control-blanco)] x 100

Objetivo; absorbencia de hendidura en presencia de compuesto de prueba.

Control; absorbencia de hendidura en ausencia de compuesto de prueba.

Blanco; absorbencia de hendidura en ausencia de compuesto de prueba, en ausencia

de proteina de integrasa.

*Composicion de la mezcla de reaccién: 30 mM
acido de morfolinopropansulfénico (MOPS), 5 mM MgCla,
3 mM de ditiotreitol (DTT), 0,1 mg/mL de albimina de suero bovino (BSA), 5% de
glicerol, 10% de dimetilsulféxido (DMSO), 0,01% de Tween 20.
Tabla 8

Compuesto No. | Actividad de enzima ICso (uM)

Compuesto A 0,0029

Evaluacion de actividad antivirus

El efecto de uso combinado de un cristal 0 un cristal mezcla de compuesto A de
la presente invencion y los agentes anti-VIH existentes puede ser determinado de la
manera siguiente.

Por ejemplo, el efecto de la utilizacién combinado de dos agentes inhibidores de
transcriptasa inversa de nucledsido existentes (zidovudina, lamivudina, tenofovir),
inhibidores de transcriptasa inversa no nucleésido (efavirenz) o inhibidores de proteasa
(indinavir, nelfinavir) y un cristal o un cristal mezcla de compuesto A y lo similar es
evaluado por un meétodo XTT utilizando células CEM-S infectadas con ViH-1 llIB.

Adicionaimente, es evaluado el efecto de la utilizacion combinado de tres

/3¢
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agentes de un cristal o un cristal mezcla de compuesto A, zidovudina y lamivudina, o un
cristal o un cristal mezcla de compuesto A, tenofovir y lamivudina, y lo similar.

Antes de la prueba de la utilizacién combinado, es medido el ICsg y CCso de cada
agente farmacéutico solo. Unas 5 concentraciones de agente farmacéutico "a" y 9
concentraciones de agente farmacéutico "b", determinadas basaéndose en estos
resultados, fueron combinadas para evaluar el efecto de la utilizacion combinado de dos
agentes. Para la utilizaciéon combinada de tres agentes, una alta concentracion del
agente famacéutico b y un agente famacéutico ¢ son mezclados mixto y un agente
farmacéutico a y la concentraciéon son combinados para evaluacion.

Los resultados prueba del cristal o cristal mezcla de compuesto A y droga de
combinacién sola 0 en combinacién es analizado basado en los programas de Prichard
y Shipman "MacSynergy II" versién 2.01 y "Deltagraph version 1.5d.

Un trazado tridimensional es dibujado de % de inhibicién a las concentraciones
de cada agente farmacéutico combinado, obtenidos de 3 veces de pruebas, con 95% de
limite de confianza (o 68%, 89%), y es evaluado el efecto de la utilizaciébn combinada
basado en los valores numéricos de uM2% calculado de los mismos. El criterio de
evaluacion se ilustra a continuacion.

Definicién de interaccién  pM2%

Accion sinérgica fuerte >100

Accioén sinérgica ligera +51 - +100
Acci6n aditiva +50 - -50
Accion antagonica ligera -51--100
Accién antagbnica fuerte <-100

licabilidad industrial
El cristal de compuesto A de la presente invencion que tiene un cristal de forma
particular indicada precedentemente presenta un efecto anti-VIH asl como una

estabilidad de cristal superior. Por consiguients, es Gtil como material de comienzo de
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una composicion farmacéutica, particularments, diversas composiciones farmacéuticas

para profilaxis y/o tratamiento de SIDA.
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REIVINDICACIONES

1. Un cristal (cristal de forma I} de acido 6-(3-cloro-2-fluorobencil)-1-{(S)-1-
hidroximetit-2-metilpropil}-7-metoxi-4-oxo-1,4-dihidroquinolin-3-carboxilico, caracterizado
por que posee un modelo de difraccién de polvo con rayos X que posee crestas de
difracciébn caracteristica en angulos de difracciéon 20(°) de 6,56; 13,20; 19,86; 20,84;
21,22; 25,22° medido por difractémetro de polvo con rayos X.

2. Un cristal (cristal de forma Ilf) de dcido 8-(3-cloro-2-flucrabencil)-1-[(S)-1-
hidroximetil-2-metilpropil}-7-metoxi-4-oxo-1,4-dihidroquinolin-3-carboxilico, caracterizado
por que posee un modelo de difraccién de polve con rayos X que posee crestas de
difracciébn caracteristica en angulos de difracciéon 20(°) de 8,54; 14,02; 15,88; 17,086;
17,24; 24 ,16; 25,74" medido por difractdometro de polvo con rayos X.

3. Un cristal (cristal de forma lll) de acido 8-(3-cloro-2-fluorobencil)-1-[(S)-1-
hidroximetil-2-metilpropil]-7-metoxi-4-oxo-1,4-dihidroquinolin-3-carboxilico, caracterizado
por que posee una temperatura de comienzo extrapolada de 182,1+5,0°C.

4. Un cristal de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
caracterizado por que posee una pureza de cristal no menor de 70%.

5. Un cristal mezcla caracterizado por que comprendel cristal de acuerdo con
la reivindicacion 1 y el cristal de acuerdo con la reivindicacién 2 6 3.

6. Un cristal mezcla de acuerdo con la reivindicacion 5, caracterizado por que
la pureza de cristal no es inferior de 70%.

7. Una composicién farmacéutica caracterizada por que comprende un cristal
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 6 el cristal mezcla de acuerdo
con la reivindicacién 5 é 6, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

8. Un inhibidor de integrasa caracterizado por que comprendel cristal de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 ¢ el cristal mezcla de acuerdo con
la reivindicacién 5 6 6 como ingrediente activo.

9. Un agente antivirus caracterizado por que comprendel cristal de acuerdo
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con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 6 el cristal mezcla de acuerdo con la
reivindicacién 5 6 6 como ingrediente activo.

10. Un agente anti-VIH caracterizado por que comprende un cristal de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 6 el cristal mezcla de acuerdo con la
reivindicacién 5 6 8 como un ingrediente activo.

11. Una composicién anti-VIH caracterizada por que comprende un cristal de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 ¢ el cristal mezcla de acuerdo con
la reivindicacién 5 6 6 y uno 6 més tipos de otros productos activos anti-VIH como
ingredientes activos.

12. Un agente anti-VIH para una terapia de droga miltiple con otro agente del
anti-VIH caracterizado por que comprendel cristal de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 6 el cristal mezcla de acuerdo con la reivindicacién 5 6 6 como

ingrediente activo.
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RESUMEN
La presente invencién provee un cristal de dcido 8-(3-cloro-2-fluorobencil)-1{(S)-
1-hidroximetil-2-metilpropil}-7-metoxi-4-oxo-1,4-dihidroquinolin-3-carboxllico (compuesto
A), que presnta un modelo de difraccién de polvo con rayos X particular con crestas de
difraccién caracteristica en éngulos de difraccion 26(°) medidos por difractometria de

polvo con rayos X. El cristal de la presents invencién es superior en estabilidad fisica y

guimica.
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SEQUENCE LISTING
<110> Japan Tobacco Inc.

<120> Stable Crystal of 4-Oxoquinoline Compound
<130> 09765

<150> JP2004-150979
<151> 2004-5-20

<160> 4

<210> 1

<211> 32

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Donor plus strand for activity determination of HIV integrase.

<400> 1
acccttttag tcagtgtgga aaatctctag ca 32

<210> 2

<211> 31

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Donor minus strand for activity determination of HIV
integrase.

<400> 2
actgctagag attttccaca ctgactaaaa g 31

<210> 3

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

1/2
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<220>
<223> Target plus strand for activity determination of HIV
integrase.

<400> 3
tgaccaaggg ctaattcact 20

<210> 4

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Target minus strand for activity determination of HIV
integrase.

<400> 4
agtgaattag cccttggtca 20

2/2
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