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Inventia se refera la un procedeu pentru purificarea si izolarea nucleozidei imbu-
natatite in anomer beta, si anume a 2'-dezoxi-2',2'-difluoronucleozidelor utilizate in domeniul
chimiei farmaceutice ca agenti terapeutici. -

Este cunoscut interesul continuu pentru sinteza 2'-dezoxinucleozidelor si a analogilor
lor, reflectat in utilizarea cu succes a acestora ca agenti terapeutici in maladiile virale si
canceroase. O faza critica in sinteza 2'-deoxinucleozidelor este faza de purificare si izolare
a formei anomer - beta a nucleozidelor, forma care este cea doritd. Aceasta faza este critic3,
intrucat procedeele de sinteza a 2'-dezoxinucleozidelor nu sunt in general stereo-selective
si conduc la un amestec de nucleozide alfa gi beta. Vorbruggen si altii, J. Org. Chem, 41,
2084, (1976), M. Hofer, Chem. Ber., 93, 2777 (1960), Walker si altii, Nucleic Acid Researh,
12, 6827 (1984), R.P. Hodge si altii, J. Org. Chem., 56, 1553 (1991), Tann si altii, J. Org.
Chem, 50, 3644 (1985), Howell si altii, J. Org. Chem., 53, 85 (1088) si US 4965374, Chou
si altii, toti au raportat diferite sinteze ale unui amestec de anomeri alfa si beta ai deoxinu-
cleozidelor.

In ciuda progreselor in ceea ce priveste tehnologia de sintezi a nucleozidelor, conti-
nua sa existe o necesitate privind un procedeu capabil sa purifice si sa izoleze intr-un mod
eficient 2'-dezoxi-2', 2'-difluoronucleozidele imbogatite in anomer-beta cu randament
imbunéatatit, in care difluoronucleozidele au fost sintetizate in absenta unui catalizator.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie este de a asigura un procedeu pentru
purificarea si izolarea nucleozidei imbunatéatite in anomer-beta.

Procedeul pentru purificarea si izolarea nucleozidei imbunatatite in anomer-beta
inlatura dezavantajele de mai sus prin aceea ca el cuprinde:

a) obtinerea unui amestec continand R” si o nucleozid imbogatita in anomer-beta
avand formula:

in care fiecare X este selectat in mod independent dintre grupari protectoare hidroxi, iar R’
este o nucleobaza avand formula:

NHW
NZ

A

N
|

in care W este o grupare protectoare amino, iar R” este o nucleobaza avand formula:
NHW'

N7

]
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in care W’ este o grupare protectoare amino sau hidrogen; intr-un solvent cu punct de
fierbere ridicat;

b) diluarea amestecului cu un solvent organic selectat dintr-un grup constand din
eteri, esteri, precum si nitrili,

c) adaugarea amestecului de reactie diluat peste solutia apoasa de acid; si

d) mentinerea amestecului acid astfel preparat la o temperatura cuprinsa intre 70 si
100°C, péna cand produsul avand formula (IB), in care W este acum W’, a precipitat.

in mod corespunzitor, obiectul prezentei inventii este de a asigura un procedeu
pentru purificarea si izolarea intr-un mod eficient a 2'-deoxi-2', 2'-difluoronucleozidelor
imbogatite in anomer-beta.

Alte obiective si avantaje ale prezentei inventii vor deveni evidente in urma descrierii
si a exemplelor de realizare care urmeaza.

in tot cursul acestei descrieri, toate temperaturile sunt date in grade Celsius, toate
proportiile, procentajele si altele asemenea sunt in unitati de greutate, iar toate amestecurile
sunt in unitati de volum, cu exceptia cazurilor cand este indicat altfel. Amestecurile ano-
merice sunt exprimate ca raport greutate/greutate sau sub forma de procentaj. Termenul
“alchil®, singur sau in combinatie, se refera la grupe de hidrocarburi alifatice cu lant nera-
mificat, ciclic si ramificat, care contine, de preferinta, pana la 7 atomi de carbon, cum sunt
gruparile metil, etil, n-propil, izopropil, n-butil, terf-butil, n-pentil, n-hexil, 3-metilpentil si altele,
sau hidrocarburi alifatice substituite cu lant neramificat, ciclic i ramificat, cum sunt cloretil,
1,2-dicloretil si altele asemenea. Termenul “substituit”, singur sau in combinatie, se refera
la substituirea cu una sau mai multe grupari selectate dintre ciano, halo, carboalcoxi, toluil,
nitro, alcoxi, alchil si dialchilamino. Termenul “imbogatit in anomer”, singur sau in combi-
natie, se refera la un amestec anomeric in care raportul unui anomer specificat este mai
mare decat 1: 1 i include si cazul unui anomer substantial pur.

Gruparile protectoare hidroxi (X) se refera la grupari protectoare hidroxi, cunoscute
de cei care lucreaza in domeniu, asa cum sunt descrise in Capitolul 3 din Protective Groups
in Organic Chemistry (Grupari protectoare in chimia organica), McOmie, Ed. Plenum Press,
New-York (1973) si in Capitolul 2 din Protective Groups in Organic synthesis (Grupari
protective in sinteza organica, Gren, John, Ed. J. Wiley and sons, New-York (1981).

Gruparile protectoare hidroxi preferate sunt grupari care formeaza esteri cum sunt
formil, acetil, acetil substituit, propionil, butinil, pivaloil, 2-cloroacetil, benzoil, benzoil substi-
tuit, fenoxicarbonil, etoxicarbonil, terf-butoxi-carbonil, viniloxicarbonil, 2,2,2-tricloroetoxi-
carbonil si benziloxicarbonil; grupari formand alchileteri, cum sunt benzil, difenilmetil, trifenil-
metil, terf-butil, metoximetil, tetrahidropiranil, alil, tetrahidrotienil, 2-metoxietoximetil; car-
bamati cum sunt N-fenilcarbamat si N-imidazoilcarbamat; mai preferate sunt gruparile
benzoil, benzoil mono-substituit, benzoil disubstituit, acetil, pivaloil, trifenilmetil eteri, iar cea
mai preferatd este gruparea benzoil.

Gruparile protectoare amino (W) sunt selectate dintr-un grup constand din grupari
forménd silil amina, cum sunt trialchilsilil, incluzand trimetilsilil, izopropildialchilsilil, alchildiizo-
propilsilil, triizopropilsilil, 1,1,3,3,-tetraizopropildisloxanil, terf-butildialchilsilil si terf-butil-
diarilsilil; carbamati cum sunt terf-butoxicarbonil, benziloxicarbonil, 4-metoxivenziloxicarbonil
$i 4-nitrobenziloxicarbonil; formil, acetil, benzoil, si pivalamido; grupari formand eteri cum
sunt metoximetil, tert-butil, benzil, alil si tetrahidropiranil; o grupa protectoare amino preferata
este trimetilsilil.
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Cea dintai faza din procedeul prezentei inventii revendicate este de a asigura un

95 amestec contindnd R” si o nucleozida inbogatita in anomerul beta, avand formula care
urmeaza: :
X
Rl
100
(18)
H
X0 F
105 in care fiecare X este selectat in mod independent dintre gruparile protectoare hidroxi, iar

R’ este o nucleobazi avand formula:

110 Z
) N
|
115
in care W este o grupare protectoare amino; iar R” este o nucleobaz3 avand formula:
NHW*
NF
120 J\ '
o N
H
125 in care W’ este o grupare protectoare amino sau hidrogen.

Un asemenea amestec poate fi obtinut pe mai multe cai. Metodele de sintetizare a
unui asemenea amestec au fost descrise si revendicate in CBE 93304817.5. Unele dintre
procedeele care urmeazi, (care nu utilizeaza un catalizator): folosesc un exces de nucleo-
baza R”, pag.9, din Cererea de Brevet European No. 93304817. 5; si utilizeaza un solvent

130 cu punct de fierbere ridicat, pag.10, alineatul 13-17) descrise in CBE 93304817.5, este posi-
bil sa se prepare nucleozide imbogétite in anomer-beta intr-un raport anomeric alfa fata de
beta de la mai mare decét 1: 1 pana la mai mic sau egal cu 1: 9. Trebuie utilizat un exces
mare de R”, pentru a se obtine aceste raporturi. Excesul R” este separat fatd de produsul
dorit, prin procedeul care face obiectul prezentei inventii.

135 Solventul cu punct de fierbere ridicat este un solvent care are temperatura de fier-
bere peste 70°C. Solventul cu punct de fierbere ridicat este un solvent moderat polar, stabil
fata de acizi si ne-nucleofilic. Solventii tipici, avand punct de fierbere ridicat, sunt solventii
haloalchil aromatici, solventi aromatici substituiti alcoxi si halo, precum si amestecuri ale
acestora. Solventii cu punct de fierbere ridicat, preferati, sunt 1,2-dicloretan, 1,1,2-tricloretan

140 glyme, diglyme toluen, xileni, anisol, diclorobrommetan, clorbenzen, dibromclorometan, tri-
bromometan, dibromometan, acetonitril, propionitril, dioxan, precum si amestecuri ale aces-
tora, dintre care cel mai preferat este anisolul.
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O data asigurat amestecul continand R” si nucleozida imbogatita in anomer-beta,
descrisé mai inainte, procedeul din prezenta inventie continua dupa cum urmeaza. in primul
rand, amestecul de reactie este diluat cu'un solvent organic avand un punct de fierbere mai
ridicat de 60°C. Solventii acceptabili sunt cei din clasa eterilor, esterilor si nitrililor; sunt prefe-
rati acetonitrilul, acetatul de etil i tetrahidrofuranul. Dilutia este efectuat la o temperatura
ridicata, care ar putea fi temperatura de reactie. Solventul organic trebuie sa fie incalzit, de
asemenea, la temperatura ridicata, iar atat temperatura amestecului de reactie, cat si a sol-
ventului, trebuie sa fie cuprinsa in domeniul de la 70°C pana la 100°C. Solventul cel mai pre-
ferat este acetonitrilul.

Cantitatea de solvent organic addugat este situati in domeniul cuprins intre 1 ml
$i 5 ml per gram de R” (citozina protejat4 sau neprotejata) utilizat. Nici un fel de perioad4 de
mentinere speciald nu este necesara dup4 diluarea amestecului de reactie; amestecul diluat
poate fi preluat imediat de faza urmatoare. Amestecul de reactie, diluat, este addugat la o
cantitate mare de acid apos la o temperaturi ridicata. Scopul solutiei apoase de acid este
de a dizolva excesul de R” (citozina protejati sau neprotejata), care a fost utilizat in reactia
de glicozilare descrisa la pag.9 a Cererii de Brevet European 93304817. Prin urmare,
cantitatea si gradul de aciditate a solutiei apoase de acid depinde de cantitatea de exces de
R" (citozina protejatd sau neprotejata), utilizati in reactia in sine. Suplimentar, cantitatea de
solutie apoasa de acid depinde de alegerea substantei acide utilizate in prepararea solutei
apoase de acid.

Acidul cel mai preferat este acidul clorhidric, utilizat intr-o concentratie dela 1 N pana
la 6 N, mai preferabil in concentratie de 4N. Atunci cand acest acid este utilizat, iar cantita-
tea de exces R” (citozind protejati sau neprotejati) este situata in domeniul de la 5 X pana
la 20 X, cantitatea de solutie apoasa de acid clorhidric este de la 3 mi pana la 5 ml per
1 gram de R” (citozina protejata sau neprotejati) utilizat.

Cu toate acestea, si alti acizi minerali, precum si alte conditii de lucru sunt utilizabile
si ar putea fi chiar preferate in diferite circumstante. De exemplu, substante minerale acide
cum sunt acidul sulfuric, acidul sulfuros, acidul fosforic, acidul azotic si acidul fosfonic pot
fi, de asemenea, utilizate daci aceasta se doreste de catre operator. Concentratia acidului
poate varia in limite relativ largi, in proportie aproximativ inverss faté de volumul acceptabil
al fazei totale de izolare. in general, pot fi utilizate concentratii de la 1N pana la 10% pentru
solutia de acid apoasa. Volumul solutiei apoase de acid trebuie optimizat pe cale experimen-
tala pentru fiecare acid individual in parte si pentru cantitatea din amestecul de reactie.
Experimentérile necesare sunt foarte simple, reclamand ca operatorul sa efectueze doar
ajustari succesive ale concentratiei acidului si volumului fatd de amestecul de reactie spe-
cific, utilizat, observand solubilitatea lui R” (citozina protejata sau neprotejata) in fiecare caz.

Solutia apoasé de acid nu trebuie s fie fierbinte atunci cand ea este combinati cu
amestecul de reactie. Solutia apoasa de acid poate fi la temperatura ambiants, atata timp
cat intregul amestec este incalzit la o temperatur ce se situeaza in domeniul cuprins intre
70 $i 100°C. Caldura de reactie poate fi suficienta pentru a aduce amestecul la aceasts tem-
peratura, sau ar putea fi necesar ca in unele cazuri amestecul si fie incilzit din exterior. in
unele cazuri, cdldura de reactie este mai mare decat cea necesara pentru a aduce ames-
tecul la temperatura de 100°C, astfel incat amestecul de reactie trebuie racit pentru a-l men-
tine sub temperatura de 100°C. Aceasta este necesar intrucét este important ca temperatura
solutiei apoase de acid sa nu fie atat de ridicata, incat unele din gruparile de protectie sa fie
scindate inca in aceasta faza a procesului. Atunci cand se utilizeaza acetonitril ca solvent
organic, temperatura cea mai ridicata este, de preferinta, cuprinsa intre 70 si 80°C.

Amestecul acid rezultat din adiugarea amestecului de reactie diluat la solutia apoasa
de acid este mentinut, preferabil, sub o agitare moderata, o anumita perioada de timp. Modi-
ficarile fizice care se produc pe durata acestei perioade de mentinere duc la dizolvarea
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excesului de R” (citozina protejatd sau neprotejatd) in stratul acidic apos, si precipitarea
nucleozidei beta dorite. Precipitarea este selectiva, si nucleozida-alfa nedoritd ramane in cea
mai mare parte dizolvata in stratul organic. Astfel, amestecul acidic trebuie pastrat la tempe-
raturd constantd, pana cand aceste doua modificari fizice au fost efectuate. in general, o
perioada de timp ce variaza intre 10 min si 1 h este considerata ca fiind corespunzatoare.

Dupa o perioada de mentinere suficientd, nucleozida beta precipitata este separata
din cele doua faze lichide prin filtrare sau centrifugare, si este spalata cu o cantitate aditio-
nala de solutie apoasa acida. Filtrarea sau centrifugarea trebuie sa fie efectuata la o tempe-
raturd aproximativ constanta, pentru a preveni ca R” dizolvat (citozina protejata sau nepro-
tejata) sa precipite din solutie. Nucleozida-beta, izolata si purificata in aceasta maniera, mai
poate avea o grupare protectoare amino (W) prezenta, sau gruparea protectoare amino (W)
poate fi scindata si nlocuita cu un atom de hidrogen. Nucleozida-beta, izolata si purificata
in maniera de mai sus, este de o puritate superioara in raport cu nucleozida-alfa, fatd de R”
(citozina protejata sau neprotejata) si alte impuritati, si s-a gasit, de asemenea, ca produsul
dorit este obtinut cu un randament superior.

Atunci cadnd amestecul acidic a fost filtrat sau centrifugat pentru a indeparta produsul
solid, straturile organic si apos ale filtratului sunt separate. Excesul de E” (citozina protejata
sau neprotejata) se afla in stratul apos si poate fi indepartat din acest strat, si reciclat inapoi
in proces. R” (citozina protejata sau neprotejata) poate fi recuperat usor, prin racirea stratului
apos si filtrarea a R” (citozina protejata sau neprotejata) precipitat, sau facand stratul apos
bazic, racind solutia bazica si filtrand-o in vederea colectérii E” (citozina protejata sau nepro-
tejata) precipitat. Citozina recuperata in procedeul de mai sus este in mod obignuit recircu-
lata in proces pentru a forma amestecul, asa cum este descris in Cererea de Brevet
European 93304817.5. in acest fel, procedeul revendicat asigura o recirculare economica
a lui R” (citozina protejata sau neprotejata), ceea ce reprezinta o caracteristica benefica a
procedeului.

Faza finala a procedeului o reprezinta indepartarea gruparilor protectoare X, precum
si orice cantitate de W ramasa in nucleozida solida, purificata, avand formula I1B. Acelasi ra-
port anomeric al nucleozidei neprotejate se obtine prin indepartarea gruparilor protectoare.

Majoritatea gruparilor protectoare silil-amino sunt usor scindate prin utilizarea unui
solvent protic, cum este apa sau un alcool. Majoritatea gruparilor protectoare silil-amino sunt
vulnerabile la scindare, la contactul cu un acid mineral. Gruparile protectoare acil, cum este
benzoilul sau gruparile protectoare acil-amino, sunt indepartate prin hidrolizé cu o baza
puternica, la o temperatura cuprinsa intre 0 si 100°C. Baze tari sau moderat tari, adecvate
a fi utilizate in aceasta reactie, sunt bazele care au un pKa (la temperatura de 25°C) de 8,5
pana la 20,0. Asemenea baze includ hidroxizi ai metalelor alcaline cum este hidroxidul de
sodiu sau hidroxidul de potasiu, alcoxizi ai metalelor alcaline cum este metoxidul de sodiu
sau tert-butoxidul de potasiu; amide ale metalelor alcaline; amine cum este dietilamina, hi-
droxilamina, amoniacul si altele asemenea, precum si alte baze obignuite, cum este hidra-
zina sau altele asemenea. Cel putin un echivalent al unei baze este necesar pentru fiecare
grupare protectoare.

Gruparile protectoare acil pot fi indepartate, de asemenea, cu catalizatori acizi, cum
sunt acidul metansulfonic, acidul clorhidric, acidul bromhidric, acidul sulfuric, sau cu o rasina
schimbatoare de ioni acidica. Este de preferat ca o asemenea hidroliza sa se efectueze la
temperatura relativ ridicata, cum este temperatura de reflux a amestecului, dar temperaturi
joase cum ar fi temperatura ambianta pot fi, de asemenea, utilizate, atunci cand se folosesc
acizi deosebit de puternici. Trebuie avuta insa in vedere prezervarea acestor grupari protec-
toare acil, astfel incéat ele sa nu fie in mod prematur scindate in timpul fazelor timpurii ale
procedeului care face obiectul prezentei inventii.

indepartarea grupérilor protectoare eter este efectuatd prin metode obisnuite, de
exemplu, cu etantiol sau cu clorura de aluminiu.
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Gruparile protectoare terf-butildimetilsilil reclamé conditii acide, cum ar fi contactul
cu acid clorhidric gazos, in vederea indepartarii lor.

indepartarea gruparilor protectoare poate fi in mod convenabil efectuati in solventi
alcoolici, in special solutii apoase de alcanoli cum este, de exemplu, metanolul. Cu toate
acestea, reactia de deblocare poate fi efectuata, de asemenea, in orice solvent convenabil,
cum ar fi polioli incluzand etilen glicoli, eteri cum ar fi tetrahidrofuran, cetone cum ar fi ace-
tona gi metil etil cetona sau dimetilsulfoxidul.

Intr-un exemplu preferat de realizare a inventiei, reactia de deblocare utilizeazi amo-
niac pentru a indeparta gruparea protectoare benzoil hidroxi, la o temperatura de 10°C. Cu
toate acestea, este de preferat a se utiliza in aceasta reactie un exces de baz3, in ciuda fap-
tului ca utilizarea unui exces de bazi nu este cruciala.

Nucleozida imbogatitd in anomer beta, rezultats, avand formula care urmeaza, sau
o sare de aditie acida, organica sau anorganici a acesteia, poate fi extrass si/sau izolata
din amestecul de reactie cu ajutorul procedurii descrise in brevetul US 4965374.

NH,

N

O N

HO (@)
F

HO F

Nucleozida imbogétita in anomer - beta

Exemplul care urmeaza ilustreaza aspectele specifice ale prezentei inventii, nu inten-
tioneaza sa limiteze in vreun fel scopul acestei inventii si nu trebuie in nici un caz interpretat
astfel.

Exemplul 1. Prepararea, purificarea i izolarea a 1-(2'-deoxi-2', 2"-difluoro-3', 5'-i-0-
benzoil-D-ribofuranosil)-4-aminopirimidin-2-ond cu 22,5 echivalenti de bis-trimetilsilil-citozina,
imbogaétit in anomer beta

La 250 ml capacitate, a unui balon cu trei gaturi s-au addugat 30 g de citozina, 25 mg
de sulfat de amoniu si 150 ml de hexametildisilazan, iar amestecul a fost incalzit la tempera-
tura de 125°C si mentinut timp de 30 min dup3 dizolvarea tuturor partilor solide. Apoi tempe-
ratura a fost ridicata pana la 145°C, mentinuta la aceasti temperatura pani cand a incetat
fierberea, si apoi mentinuta la temperatura de 120°C sub vacuum, pana cand solidele au
inceput sa se formeze deasupra nivelului de lichid din balon. Apoi amestecul a fost ricit la
temperatura de 105°C si s-au addugat 25 mi de anisol.

intr-un alt balon, cu capacitatea de 125 ml, s-au combinat 10 mi de anisol $i575¢
de 2-deoxi-2,2-difluoro-3, 5-dibenzoil-D-ribofuranosil-1-affa metansulfonat, si amestecul a
fost incalzit pAna cand s-a format o fazi lichida omogena. Acest lichid a fost adaugat, la
temperatura constanta, la amestecul de citozind, si amestecul combinat a fost mentinut la
temperatura de 100°C timp de 24 h.

O portie de 133 ml de acid clorhidric 4 N a fost introdusa intr-un balon cu capacitatea
de 500 ml. O portie de 31,3 ml de acetonitril s-a daugat la amestecul de reactie, iar ameste-
cul de reactie diluat a fost apoi turnat peste acid, sub agitare constanta, in timp ce s-a aplicat
o baie de racire la balonul cu capacitatea de 500 ml. Amestecul combinat a fost apoi agitat
la temperatura de 70°C timp de 10 min si a fost apoi filtrat la temperatura constanta. Turta
umeda a fost apoi transformata in slam timp de 10 min la temperatura de 70°C, cu o
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cantitate de 25 ml de acid clorhidric 4N, si a fost apoi filtrata din nou. Aceasta turta de pe
filtru a fost transformata in slam timp de 10 min la temperatura de 70°C, cu o cantitate de
25 ml de apa deionizata, filtrata, iar turta umeda a fost din nou transformata in glam la tem-
peratura de 70°C, cu o cantitate de 50 ml de apa deionizata. Valoarea pH a glamului apos
295 a fost crescuté la 7 cu bicarbonat de sodiu, iar amestecul a fost apoi agitat timp de 10 min,
la temperatura de 50°C sau mai ridicata, si a fost din nou filtrat. Aceasta turta de pe filtru a
fost transformata din nou in slam, cu o noua cantitate de 50 ml de apa deionizata, la tempe-
ratura de 70°C, timp de 10 min, filtrat, iar turta de pe filtru a fost uscata si analizata. Ea a
cantarit 3,98 g, reprezentand un randament de izolare de 61 procente si continand mai putin
300 de 1 procent de produs anomer-alfa, care nu este dorit.

Prezenta inventie a fost descrisa in detaliu, incluzand exemplele preferate de reali-
zare a acesteia. Cu toate acestea, trebuie apreciat ca persoanele specializate in acest do-
meniu, pe baza considerantiunilor din prezenta descriere, pot opera modificari gi/sau imbu-
natatiri ale acestei inventii, care se incadreaza in scopul si spiritul prezentei inventii si sunt

305 mentionate in revendicarile care urmeaza.

Revendicari

1. Procedeu pentru purificarea si izolarea nucleozidei imbogétite in anomer-beta,
310 caracterizat prin aceea ca acesta cuprinde:
a) obtinerea unui amestec continand R” si 0 nucleozida imbogatitd in anomer-beta,
avand formula:

315
(18)
320 in care fiecare X este selectat in mod independent dintre grupari protectoare hidroxi iar R’
este o nucleobaza avand formula:
NHW
NZ
325 J\ ‘
Y N
{
in care W este o grupare protectoare amino, iar R” este o nucleobaza avand formula:
330
NHW'
% ‘
335 OJ\ N
H

in care W’ este o grupare protectoare amino sau hidrogen; intr-un solvent cu punct de
fierbere ridicat;
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b) diluarea amestecului cu un solvent organic selectat dintr-un grup constand din
eteri, esteri precum si nitrili,

c¢) addugarea amestecului de reactie diluat peste solutia apoasa de acid; si

d) mentinerea amestecului acid astfel preparat la o temperatura cuprinsa intre 70 si
100°C, pana cand produsul avand formula (IB), in care W este acum W’, a precipitat.

2. Procedeu in conformitate cu revendicarea 1, caracterizat prin aceea ca ames-
tecul de reactie este diluat cu acetonitril, acetat de etil si tetrahidrofuran.

3. Procedeu in conformitate cu revendicarea 1, caracterizat prin aceea ca solutia
apoasa de acid este de acid clorhidric de concentratie 1N pana la 6N.

4. Procedeu in conformitate cu revendicarea 1, caracterizat prin aceea ca ames-
tecul acid este agitat in timp ce produsul precipita.

5. Procedeu in conformitate cu revendicarea 1, caracterizat prin aceea ca include
in continuare deblocarea produsului (IB) purificat pentru a forma nucleozida care este 1-(2'-
deoxi-2',2'-difluoro-D-ribofuranozil-4-aminopirimidin-2-ona.

Pregedintele comisiei de examinare: biochim. Cretu Adina
Examinator: ing. Eremia Laura

Editare gi tehnoredactare computerizata - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii gi Marci
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