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RO 117327 B1

Prezenta inventie se referd la un procedeu de obtinere a clorhidratului de
gemcitabind.

Clorhidratul de 1-{2-deoxi-2 2 difluor-D-ribofuranosil)-4-aminopirimidin-2-ona,
cunoscut, de asemenea, drept clorhidrat de 2-deoxi-2,2-difluornucleosida sau clor-
hidrat de gemcitabind cu formula (I) este unul din compusii din seria 2-deoxi-2',2-
difluornucleosidelor cunoscut in domeniu.

NH,

HO F
U]

Acesti compusi sunt descrisi si cunoscuti ca avand activitate antivirald din
brevetele US 4526988 si 4808614. in brevetul european,EP 184365 se arata ca
unii agenti difluornucleosidici au activitate oncoliticd. Clorhidratul de gemcitabin3 a fost
supus unor evaluari clinice, determinandu-se eficacitatea sa in tratarea diferitelor
forme de cancer ca, de exemplu, a cancerului pancreatic.

Sinteza gemcitabinei este un procedeu in etape multiple descris in brevetele US
4526988, 4808614; EP 577303, 577304 si 587364. Cea mai mare parte
dintre aceste procedee trec prin penultimul intermediar A1 2' -deoxi-2, 2-difluor-3 ,5-
di-O-benzoil-D-ribofuranosil}-4-aminopirimidin-2-ona care este protejata si transformata
in sare pentru a da produsul final dorit sub forma de sare de clorhidrat. De exemplu,
in brevetul US 5223608, in coloana 10, randul 41 si urmatoarele, se arata ca gru-
parile protectoare benzoil sunt indepartate prin hidroliza cu o baza tare sau moderat
de tare. De asemenea,se arata ca pentru fiecare grupare protectoare este necesar,
cel putin un echivalent molar de baza. Exemplele 7 si 11 din acest brevet arata ca se
utilizeaza amoniac in metanol pentru formarea clorurii de amoniu care este insolubild
in solventii organici utilizati si care trebuie indep&rtata prin tratare cu ap3. In literatura
de specialitate este descrisd prepararea sarii clorhidrat de gemcitabina. Astfel, Tn
brevetul US 5223608, la coloana 11, réndul 22 si urmétoarele si in exemplul 8 se
foloseste izopropanol fierbinte si acid clorhidric concentrat pentru a genera clorhi-
dratul de gemcitabina cristalin.

Procedeul de obtinere a clorhidratului de gemcitabina, conform inventiei,
elimina dezavantajele procedeelor cunoscute, prin aceea c#, cuprinde urmatoarele
etape:

a) deblocarea - 1 {2-deoxi-2,2 - difluor - 3,5 di - O - benzoil-D-ribofuranosil)-4-
aminopirimidin-2-onei in prezenta unei alchilamine cu rol catalitic, Tntr-un mediu de
metanol sau etanol lipsit in esentad de apa;

b) tratarea solutieie rezultate cu acid clorhidric si cu un antisolvent,

c) recuperarea clorhidratului de gemcitabina solid rezultat.
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Inventia prezintd avantajul unui procedeu economic si cu randamente mai mari,
decat procedeele cunoscute, pentru prepararea clorhidratului de gemcitabina evitan-
du-se utilizarea excesului de baza si pierderea de produs datorata prezentei apei.

Se dau, In continuare, o serie de date suplimentare si explicatii care permit o
mai buna intelegere a inventiei.

Astfel, in timpul deprotejarii g -1{2-deoxi-2,2-difluor-3'5 di-0-benzoil-D-ribo-
furanosil)-4-aminopirimidin-2-onei, saolventul protic folosit este in fapt nucleofilul care
ataca gruparea benzoil. Acest atac este catalizat de baza, fara a fi necesare cantitati
stoechiometrice de baza. Termenul de alchilaming, utilizat in aceasta descriere desem-
neaza 0 amina organica care are una, doud sau trei grupari alchil si care este capabila
sa ajusteze pH-ul amestecului de reactie, la cel putin 9,5. Exemple de astfel de reactivi
includ: metilamina, etilamina, propilamina, izopropilamina, butilamina, dimetilamina,
dietilamina, dipropilamina, diizopropilamina, dibutilamina, etanolamina, trimetilamina,
trietilamina, tripropilamina, N-metil-N-etilamina, N-metil-N- propilamina, N-metil- N -
butilamina, N -etil -N - propilamina, etc. In procedeul, conform inventiei, este necesar
ca si clorhidratul de alchilamind sa fie solubil in amestecul de reactie. Mai mult, pentru
ca reactia sa fie eficientd alchilamina trebuie sa fie suficient de nevolatild pentru a per-
mite ca reactia sa fie eficienta la temperaturi ridicate. Din aceste motive, dietilamina
este alchilamina preferatd in aceasta reactie, desi, se poate opera si cu alte alchil-
amine. Termenul “ cantitate cataliticd” se refera la o cantitate de alchilamina care
initiaz& atacul nucleofil al solventului protic asupra grupdrilor protectoare. In mod
obisnuit se utilizeaza o cantitate, de 0,1 - 0,5 echivalenti molari, de preferinta, 0,2
pana la 0,4 echivalenti, fata de #14{2-deoxi-2 2-difluor-3,5 di-O-benzoil-D-ribofuranosil)-
4-aminopirimidin-2-ona, totusi, cantitatea optima de alchilamina folositd depinde de
proprietatile chimice si fizice ale alchilaminei, atata timp, cat pH-ul amestecului de
reactie este mentinut la nu mai putin de 8,5. Mentiunea, “ intr-un mediu practic lipsit
de apa”, indica ca reactia este condusa fara addugare de apa. Prin urmare se prefera
ca, reactivii si solventii utilizati sa fie practic lipsiti de apa. Amestecul de reactie poate
fi protejat de umiditatea atmosferica, dar aceastd precautie nu este necesara.
Aceasta limitare care nu este criticd pentru reactia de deblocare, este preferata
deoarece clorhidratul de gemcitabind dorit este solubil in apd si prin urmare prezenta
apei va reduce randamentul produsului dorit din procesul de cristalizare. Dupa cum
s-a notat mai sus, deblocarea £1-(2-deoxi-2'2-difluor-3, 5 di-O-benzoil-D-ribofuranosil)}-4-
aminopirimidin-2-onei este cea in care nucleofilul protic este catalizat de baza si prin
urmare este reactivul protic care este critic pentru reactie. In timp ce teoretic se
poate folosi orice solvent protic pentru ca solvoliza sa aiba loc, se prefera sa fie folosit
un alcool, preferabil, etanol si mai ales metanol. Aceastd alegere este preferatd din
mai multe motive, primul, motiv fiind acela ca substratul si clorhidratul de alchilamina
sunt solubili in metanol, dupd cum este si produsul rezultat.. In al doilea rand,
produsul secundar rezultat este benzoatul de metil, care, de asemenea, este solubil
in metanol si in solventul de precipitare izopropanol sau acetona. Metanolul poate fi
utilizat, atat ca reactiv, cat si ca solvent. Dupd cum s-a ardtat mai sus, reactivul
trebuie s& fie in esenta lipsit de apa. In teorie se pot folosi si alte substraturi decat #
1{2"-deoxi-2', 2-difluor-3, 5-di-0-benzoil-D-ribofuranasil}-4-aminopirimidin-2-ona, fiind ne-
cesar ca gruparile protectoare sa ofere un substrat si un produs secundar care s&
fie solubile. Mai mult, cele doud grupari protectoare nu trebuie sa fie aceleasi. Astfel,
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se pot folosi substraturi in care gruparile 3~ si/sau 5-hidroxiprotejate cu alte grupari
protectoare cum ar fi, benzoil substituit, de exemplu, 4-metilbenzoil daca se foloseste
o alegere judicioasa a alchilaminei si a solventului protic. Totusi, aceasta varianta nu
oferd avantaje, fiind de fapt si mai costisitoare. Solvoliza este condusa in mod
avantajos, la temperaturi cuprinse, intre O si 80°C, fiind preferate temperaturile mai
ridicate. Cea mai preferata este temperatura de reflux a amestecului de reactie, de
50 - B0°C, cand se folosesc metanolul si dietilamina. In aceste conditii solvoliza este,
in general, terminatd in 1 - 8 h. Cantitatea de metanol sau etanal utilizata este, de
preferintd, de aproximativ 15 - 25 volume raportata, la 4142 -deoxi-2,2-difluor-3, 5-di-
O-benzoil-D-ribofuranosil}-4-aminopirimidin-2-ond in calitate de materie prima, expri-
mata in ml/g. Raportul optim este de 20 vol de metanol. Se prefera, de aseme-
nea,ca, cantitatea de antisolvent sa fie aproximativ egala cu cantitatea de metanol sau
etanol utilizata, desi, se pot folosi si alte rapoarte. Daca £1-(2'-deoxi-2 ,2-difluor-3',5-
di-O-benzoil-D-ribofuranosil}-4-aminopirimidin-2-ona este generata in situ din 2-deoxi-
2, 2-difluor-3, 5-dibenzoil-D-ribofuranosil-1-metansulfonat si citozind asa cum este
descris in cererea de brevet EP 577303, randamentul de $1-(2-deoxi-2',2-difluor-
3, 5'di-O-benzoil-D-ribofuranaosil)-4-aminopirimidin-2-ona este in mod uzual, de aproxi-
mativ 70 %, daca aceastd schema de reactie este incorporata in prezentul procedeu,
cantitatea de metanol sau etanol utilizatd fiind, de aproximativ 10 - 20 vol fatd de
mesilatul, materie prima. Formarea si izolarea clorhidratului de gemcitabina este
realizatd in mod uzual prin racirea amestecului reactiei de solvoliza, la temperatura
ambiantd si addugarea unui antisolvent cum ar fi, acetond, acetonitril, tetrahidrofuran,
propanol, butanol, izobutanol, sec-butanol sau preferabil izopropanol. Gemcitabina
baza, alchilamina, clorhidratul de alchilamina si benzoatul de metil sunt toate solubile
in acest amestec, totusi, la introducerea de acid clorhidric, clorhidratul de gemcita-
bind dorit cristalizeaza, in timp ce produsele secundare si reactivii nereactionati raman
in solutie. Tn general, acidul clorhidric este addugat sub forma de acid clorhidric gazos
sau acid clorhidric concentrat, pana la un pH de 1,5 pana la 2,0. Excesul de acid, in
particular acidul clorhidric nu este necesar si poate afecta negativ randmentul. Desi,
acidul clorhidric concentrat contine apd, o cantitate mica de apa nu afecteaza in mod
practic randamentul.

Clorhidratul de gemcitabina rezultat este apoi izolat din amestecul de reactie
prin mijloace conventionale, de exemplu, filtrare, centrifugare, decantare. etc.

Materiile prime si intermediarii pentru prepararea compusilor folositi Tn aceasta
inventie sunt accesibili, din punct de vedere comecial, sau pot fi preparati cu usurinta
prin metode cunoscute si descrise in literatura

Se dau, in continuare, 5 exemple de realizare a inventiei.

Termenii si abrevierile utilizate In exemplele care urmeazé au semnificatiile
uzuale cu exceptia cazului in care se specifica altfel. De exemplu, “HPLC" se refera la
cromatografia lichida de inalta performanta; “C” se refera la grade Celsius; “mmol” se
referd la milimol; “g” se refera la gram; “I" se refera la litru; “ml” se refera la mililitru;
“M" se referd la molar sau molaritate; “echiv.”, inseamna echivalen molar.

Exemplul 1. Clorhidrat de 1-(2-deoxi-2, 2-difluor-D-ribofuranozil}-4-aminopiri-
midin-2-ona

0,24g (0,51 mmoal,1 echiv.) de #1-{2-deoxi-2,2'difluor-3 ,5-di-0-benzoil-D-ribo-
furanosil)}-4-aminopirimidin-2-ona se suspenda in 7 ml. de metanal si apoi se adauga
0,01 ml (0,102mmol, 0,2 echiv.] de dietilamind. Amestecul se incalzeste, la 55°C,
timp de 2 h si 20 min.
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Pentru a izola produsul, amestecul se filtreaza si filtrul se spald cu 3,5 ml. de
izopropanol. Filtratul si solutia de spélare se combina si pH-ul se ajusteaza, la 1,5 -
2,0 prin adaugarea a 0,3 ml acid clorhidric concentrat. In timp de 1 - 2 min se for-
meaza un precipitat. Amestecul se agita apoi, la temperatura camerei, timp de 2 h
si se filtreaza. Solidul se spald cu 5 ml alcool izopropilic si apoi, cu 5 ml acetona.
Analiza HPLC, arata ca predominanta produsului de mai sus este mai mare de 99 %.
Identitatea componentelor majore ale solutiei se caracterizeazd prin compararea
HPLC cu standarde autentice de referinta. Proba de testare prin HPLC se prepara
prin plasarea a 0,6 - 0,8 g de solutie de reactie sau 10 la 15 mg de 1{2-deoxi-2',2--
difluor-D-ribofuranozil)-4-aminopirimidin-2-ond intr-un balon de 50 ml si apoi diluare
pana la volumul corespunzétor cu apa. Coloana se elueaza cu eluant; A = acetat 0,05
M la pH de 5,0; B = acetonitril; vitezd de curgere de 1,5 ml/min. Profilul eluantului
este, de 97 procente A, 3 procente B mentinut 5 min, gradient la 30 procente A, 70
de procente B mentinut, timp de 10 min, 30 de procente A, 70 de procente B
mentinut, timp de S min, reintoarcere la 97 procente A, 3 procente B, in timp de 2
min, mentinut timp de 13 min. Coloana folositd este o coloand Zorbax de 25 cm
RxC8. Detectorul are o lungime de und& de 275 nm, viteza de curgere prin coloan3
este de 1,5 ml/min si volumul de injectare este de 10 pl.

Determinarea HPLC stabileste timpi de retentie dupd cum urmeaza: a) citozina
si alte impuritati, 2,4 - 2,6 min; b) a-1-{2-deoxi-2', 2'difluor-D-ribofuranosil)-4-amino-
pirimidin-2-ond, 5 la 6 min; c) ,B-’I~[2'deoxi-2'.2'-diﬂu0r‘-D-ribofuranosil]—4—aminopirimidin-
2-ond, 6 la 7 min; d) acid benzoic, 10 la 11 min; e) 1{2'deoxi-2,2-difluor-3 sau 5-
mono-0-benzoil-D-ribofuranasil)-4-aminopirimidin-2-ona, 14 la 15 min; f) benzoat de
metil, 16,5 la 17,5 min si g) #1{2-deoxi-2',2-difluor-3', 5 di-0-benzoil-D-ribofuranasil}-4-
aminopirimidin-2-ona, 19 la 20 min.

Exemplul 2. Clorhidrat de 1{2-deoxi-2,2-difluor-D-ribofuranosil}-4-aminopiri-
midin-2-ona

0.24 g ( 0,51 mmol,1 echiv.}) de B#1-{2-deoxi-2’, 2 difluor-3, 5'di-O-benzoil-D-
ribofuranosil)-4-aminopirimidin-2-ond se suspenda in 7 ml de metanol si se adaugs
0.0084 ml (0,102 mmol, 0,2 echiv.) de propilaming. Amestecul se incélzeste, timp
de 3 h, la 55°C. Pentru a izola produsul, amestecul se filtreaza si filtrul se spala cu
3,5 ml de izopropanal. Filtratul si solutia de spélare se combina si pH-ul se ajusteaza
la 1,5 - 2,0 prin addugarea a 0,3 ml de acid clorhidric concentrat. In timp, de 1- 2
min se formeaza un precipitat. Amestecul se agitéd apoi, la temperatura, de O si 5°C,
timp, de 90 min si se filtreaza. Solidul se spald cu 5 ml de alcool izopropilic si apoi cu
5 ml de acetond. O analizd HPLC condusa ca in exemplul 1, indica o predominanta a
produsului solid izolat de 98,9 procente.

Exemplul 3. Clorhidrat de 1-(2-deoxi-2' 2’ difluor-D-ribofuranosil)-4-aminopiri-
midin-2-ona

B1-{2-deoxi-2, 2-difluor-3, 5-di-0-benzoil-D-ribofuranosil}-4-aminopirimidin-2-ona,
obtinutd prin reactia a 3,836g (8,4mmol) de 2-deoxi-2, 2-difluor-3, 5-dibenzoil-D-ribo-
furanosil-1- metansulfonat si 20,0 g, (180 mmol) de citozina, asa cum se descrie in
cererea de brevet EP 577303, se suspenda in 54 ml metanol. Amestecul se
incalzeste, la 50°C cu agitare si se ajusteaza, la pH=10, prin adaugarea a 0,3 ml,
(2,9 mmol, 0,34 echiv.) de dietilamina. Agitarea se continui si amestecul se
incalzeste, la o temperatura, de 55...60° C, timp de 14 h.
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Pentru a izola produsul se adaugd 0,17 g carbune decolorant si 40 ml alcoal
izopropilic si amestecul se agitd, la temperatura, de 20 si 25°C, timp de o ora.
Amestecul se raceste, la o temperaturd cuprinsd, intre O si 5°C, se agita, timp de 30
min, apoi se filtreaza printr-un strat de material de filtrare. Turta de filtrare se spala
cu 14 ml alcool izopropilic. Filtratele combinate se ajusteaza, la pH=1,5...1,8 prin
adaugarea a 0,85 ml acid clorhidric concentrat. Se formeazd un precipitat si
amestecul se agita la 0-5°C, timp de 2 h si se filtreaza. Solidul se spald cu 2 x 15 ml
izopropanol si apoi cu 1 x 15 ml acetona. Analiza HPLC condusa ca in exemplul 1
arata o pondere a solidului izolat de 99,4 procente. Randamentul global este de 57,6
procente n greutate (bazat pe mesilat).

Exemplul 4. Clorhidrat de 1-{2-deoxi-2", 2-difluor-D-ribofuranosil)-4-aminopiri-
midin-2-ond

2,58 g, ( 5,48 mmol), de f1-{2-deoxi-2,2-difluor-3',5'di-O-benzoil-D-ribofura-
nosil}-4-aminopirimidin-2-onad se suspenda in 56 ml de metanol. Amestecul se incal-
zeste, la 40-45°C, cu agitare si pH-ul se ajusteaza, la 10 prin addugarea a 0,1 ml
(0,87 mmol, 0,2 echiv.}, de dietilamind. Agitarea se continud si amestecul se ncal-
zeste, la 50-80°C, timp, de 6,5 h, apoi amestecul se agita, la 20-25°C peste noapte.
Pentru a izola produsul se adauga 0,2 g carbune decolorant si 42 ml alcool izopropilic
si amestecul se agitd, la temperatura camerei, timp de o ord. Turta de filtrare se
spald cu 14 ml alcool izopropilic. La filtratul combinat se adaugad metanol pentru a
ajusta volumul total al solutiei la 112 ml. Solutia se imparte apoi in doud volume egale.
O solutie se ajusteaza, la pH=1,5 si cealaltd se ajusteaza, la pH=2,5 prin addugare
de acid clorhidric concentrat. Ambele solutii sunt racite, la -5°C, se agita, timp de
2 h, apoi se filtreaza. Precipitatul solid de la filtrarea din fiecare solutie se spald cu 5
ml de alcool izopropilic si apoi cu 5 ml acetona. Dupa uscare se obtine un randament
in produs de 88,6 procente in greutate din solutia ajustatd la pH=1,5 si de 82,8
procente n greutate din solutia ajustatd, la pH egal cu 2,5. Analiza HPLC realizata ca
in exemplul 1, arata o predominanta de 99,1% a materialului obtinut, la pH=1,5 si o
predominantd a materialului obtinut la pH=2,5, de 99,6 %.

Exemplul 5. Clorhidrat de 7-[21deoxi-2',2'-difluor‘-D—r‘ibofuranosi/]—4-aminopiri—
midin-2-ond

0,24 g, (0,51 mmal) de #1-{2-deoxi-2,2difluor-3'5-di-0-benzail-D-ribofuranosil-
4-aminopirimidin-2-ona se suspenda in 7 ml metanol contindnd 0,03 ml, [ 0,26 mmol,
0,5 echiv.] de dietilamind. Amestecul se incélzeste, la 50 - 60°C, timp de 6 h. Pentru
a izola produsul, amestecul se réceste, la temperatura camerei si se adauga 7 ml de
alcool izopropilic. pH-ul amestecului se ajusteaza la 1,5 prin adaugarea a 0,30 ml acid
clorhidric concentrat. Dupa agitare, timp de 2-3 min se formeaza un precipitat. Agita-
rea se continua, timp de o ord, la O - 5°C, apoi amestecul se filtreaza. Randamentul
de produs format in cantitate de 0,15 g este de 98 procente in greutate.

Revendicari

1. Procedeu de obtinere a clorhidratului de gemcitabina, caracterizat prin
aceea ca, executa:

a) deblocarea - 1 - (2 - deoxi-2', 2'- difluor-3,5 di - O-benzoil-D-ribofuranosil)-4-
aminopirimidin-2-onei in prezenta unei alchilamine cu rol catalitic, intr-un mediu de
metanol sau etanol lipsit in esenta de ap3;
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b) tratarea solutiei rezultate cu acid clorhidric si un antisolvent

c) recuperarea clorhidratului de gemcitabina solid rezultat.

2. Procedeu, conform revendicirii 1, caracterizat prin aceea ca, alchilamina
este dietilamina.

3. Procedeu, conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, solventul
utilizat in etapa a) este metanolul.

4. Procedeu, conform revendicarii 3, caracterizat prin aceea ca, antisolventul
utilizat In etapa b) este ales dintre acetond, acetonitril, tetrahidrofuran, propanol,
butanol, izobutanal, sec-butanal si izopropanol, de preferintd, izopropanal.

5. Procedeu, conform revendicarii 4, caracterizat prin aceea c&, raportul
dintre metanol si izopropanol este de 1: 1.

6. Procedeu, conform revendicarii 3, caracterizat prin aceea ca se utilizeazs
15-25 ml, de preferinta, 20 ml metanol,la 1 g de #1-{2-deoxi-2',2-difluor-3',5-di-0-
benzoil—D-ribofuranosiI]-4—amin0pirimidin-2-oné.

7. Procedeu, conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, f1{2-
deoxi—2',2'-diﬂuor'-8',5'{1i-D—benzoiI-D-ribofuranosil]—4—aminopirimidin—2-ona, se formeaza
in situ din 2-deoxi-2, 2-difluor-3, 5-dibenzoil-D-ribofuranosil -1 -metansulfonat si citosina.

8. Procedeu, conform revendicarii 7, caracterizat prin aceea cé, se utilizeazs
10 - 20 ml. metanol la 1 g de 2- deoxi - 2,2 - difluor - 3, 5 - dibenzoil - D - ribo-
furanosil - 1 - metansulfonat.

Presedintele comisiei de examinare: ing. Georgescu Mirela
Examinator: chim. Stefan Rodica
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