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beta-anomerem obohaceného nukleosidu, spotiva v tom, Ze se
(a) vytvori smés obsahujici R" a beta-anomerem obohaceny
nukleosid obecného vzorce IB, ve kterém kazdé X je nezdvisle
vybréno z hydroxyl chrénicich skupin a R’ je nukleobéze
vzorce 11, kde W je aminoskupinu chrénici skupina a R" je
nukleobéze obecného vzorce 111, ve kterém W' je
aminoskupinu chrénici skupina nebo vodik, ve
vysokovroucim rozpoudtédle; (b) smés se ztedi organickym
rozpoustédlem o teplot& varu vyssi nez 70 °C, vybranym ze
skupiny zahrnujict ethery, estery a nitrily, za teploty od 70 do
110 °C; (c) zfed&né reakeni smés se pFida do vodné minerdlni
kyseliny; a (d) kysel4 smé&s takto pFipravens se udrauje pfi
konstantni teplot& od 70 °C do 100 °C a2 do vysréZeni
produktu obecného vzorce IB, kde W nyni znamena W',
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Zpusob &isténi a izolace 2'—deoxy-2’,2'~difluornukleosidi
Oblast techniky
Vynalez se tyka oblasti farmaceutické chemie a poskytuje zpuisob &isténi a izolace 2'-deoxy-

2'.2'—difluornukleosidi.

Dosavadni stav techniky

Soustavny zijem o syntézu 2'~deoxynukleosidii a jejich analogi se odrazi v jejich UspéSném
pouziti jako terapeutickych &inidel ve virovych a rakovinovych onemocnénich. Kritickym stup-
ném celkové syntézy 2'~deoxynukleosidi je &isténi a izolace pozadované beta~anomerni formy
nukleosidu. Tento stupeii je kriticky, protoze zplisob syntézy 2'—deoxynukleosidil je typicky
nestereoselektivni a tvofi smés alfa a beta nukleosidd.

Vorbruggen a spol., J. Org. Chem., 41, 2084 (197), M. Hofer, Chem. er., 93, 2777 (1960),
Walker a spol., Nucleic Acid Research, 12, 6827 (1984), R. P. Hodge a spol., J. Org. Chem., 56,
1553 (1991), Tann a spol., J. Org. Chem., 50, 3644 (1985), Howell a spol., J. Org. Chem. 53, 85
(1988) a patent US 4 965 374, Chou a spol., viechny uvadgji rizné syntézy smési alfa a beta
anomernich deoxynukleosidi.

Pfes pokrok dosaZzeny v syntéze nukleosidi trva potieba zptsobu schopného uginného &idténi
a izolace beta—anomerem obohacenych 2'-deoxy-2',2'—difluornukleosifii ve zvy$enych vytéz-
cich, kde by difluornukleosidy byly syntetizovany za nepfitomnosti katalyzatoru.

V souladu s tim je objektem predloZeného vynélezu poskytnuti zpiisobu a¢inného &idténi a izola-
ce beta—anomerem obohacenych 2'—deoxy—2',2'—difluornukleosidi.

Jiné piedméty a vyhody predloZeného vynalezu budou zfejmé z nasledujiciho popisu provedeni.

Podstata vynélezu

Piedmétem tohoto vynalezu je zpuisob &iSténi a izolace 2'—deoxy-2',2'—difluornukleosidu, jako
beta-anomerem obohaceného nukleosidu, ktery spo¢iva v tom, Ze

a) vytvofi se smés obsahujici R” a beta—anomerem obohaceny nukleosid obecného vzorce IB

ve kterém

kazdé X je nezavisle vybrano z hydroxyl chrénicich skupin a
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R'  je nukleobaze vzorce

NHW

kde W je aminoskupinu chranici skupina a

R"  je nukleobaze obecného vzorce

NHW
N/
A
o
H

ve kterém

W’ je aminoskupinu chranici skupina nebo vodik,
ve vysokovroucim rozpoustédle;

b) smés se zfedi organickym rozpoustédlem o teploté varu vy$3i nez 70 °C, vybranym ze
skupiny zahrnujici ethery, estery a nitrily, za teploty od 70 do 110 °C;

¢) zfed€na reak&ni smés se prida do vodné mineralni kyseliny;
a

d) kysela smés takto pfipravens se udrfuje pfi konstantni teploté od 70 °C do 100 °C az do
vysrézeni produktu obecného vzorce IB, kde W nyni znamena W'.

Dile se uvadi podrobné;jsi popis ptitomného vynélezu.

V tomto dokumentu jsou viechny teploty uvedeny ve stupnich celsia, procenta a podobné udaje
Jsou uvedeny hmotnostng a jednotky a viechny smési jsou v objemovych jednotkéach, pokud neni
uvedeno jinak. Anomerni smési jsou vyjadreny jako pomér hmotnost/hmotnost nebo jako
procenta.

Vyraz ,anomerem obohaceny*, samotny nebo v kombinaci oznaluje anomerni smés, kde pomér
anomeru je v&t3i nez 1:1 a zahrnuje v podstaté &isty anomer.

Hydroxyl chrénici skupiny (X) se tykaji hydroxyl chrénicich skupin znadmych v oboru, jak je
popsano v kapitole 3 Protective Groups in Organic Chemistry, McOmie Ed., Plenum Press, New
York (1973) a kapitole 2 Protective Groups in Organic Chemistry, Green John, J. Wiley and
Sons, New York (1981). Preferované hydroxyl chrénici skupiny jsou ester tvotici skupiny jako je
formyl, acetyl, substituovany acetyl, propionyl, butinyl, pivaloyl, 2—chloracetyl, benzoyl, substi-
tuovany benzoyl, fenoxykarbonyl, methoxyacetyl; karbonatové derivaty, jako je fenoxykarbonyl,
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ethoxykarbonyl, terc-butoxykarbonyl, vinyloxykarbonyl, 2.2, 2-trichlorethoxykarbony! a benzyl-
oxykarbonyl; alkylether tvofici skupiny jako je benzyl, difenylmethyl, trifenylmethyl, terc-butyl,
methoxymethyl, tetrahydropyranyl, allyl, tetrahydrothieny!. 2—methoxyethoxymethyl; karbamaty,
jako je N—fenylkarbamét a N-imidazoylkarbamat; vice jsou preferovany benzoyl, monosub-
stituovany benzoyl, disubstituovany benzoyl, acetyl, pivaloyl, trifenylmethylethery a nejvice je
preferovan benzoyl.

Aminokyselinu chrénici skupiny (W, W') jsou vybrany ze skupiny zahrnujici silylamin tvofici
skupiny, jako je trialkylsilyl v€etné trimethylsilylu; isopropyldialkylsilyl, alkyldiisopropylsilyl,
triisopropylsilyl, 1,1,3,3~tetraisopropyldisiloxanyl, terc—butyldialkylsilyl a terc-butyldiarylsilyl;
karbamaty jako je terc—butoxykarbonyl, benzyloxykarbonyl, 4-methoxybenzyloxykarbonyl
a 4-nitrobenzyloxykarbonyl; formyl, acetyl, benzoyl a pivalamidoskupina; ether tvofici skupiny,
jako je methoxymethyl, terc-butyl, benzyl, allyl a tetrahydropyranyl; pfi¢emz preferovanou
aminoskupinu chranici skupinou je trimethylsilyl.

Prvni krok ve zpiisobu podle predloZeného vynilezu spotiva ve vytvoteni smési obsahujici R”
a beta-anomerem obohaceny nukleosid obecného vzorce IB

ve kterém
kazdé X je nezavisle vybrano z hydroxyl chranicich skupin a
R’ je nukleobaze obecného vzorce

NHW

ve kterém
W je aminoskupinu chranici skupina a

R"” je nukleobaze obecného vzorce

NHW
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ve kterém
W’ je aminoskupinu chranici skupina nebo vodik;
ve vysokovroucim rozpoustédle.

Takovou smés je mozno vytvotit jakymkoliv vhodnym zplisobem. Zptisoby syntézy takové smési
Jsou popsény a narokovany v evropském patentu 0 577 303 vydaném dne 1. Fijna 1997. Podle
urlitych zplsobi (bez pouziti katalyzitoru; za pouZiti pfebytku R” nukleobaze, za pouziti
vysokovrouciho rozpouitédia, jak uvadi evropsky patent 0 577303), jak jsou popséany
vevropském patentu 0577 303, je mo¥né pripravit beta~anomerem obohacené nukleosidy
v poméru alfa k beta-anomeru v&t3im nez 1:1 a men$im nebo rovném 1:9. Pro dosaZeni té€chto
pomeéri musi byt pouzit velky prebytek R”. Prebytek R” se oddé&li od poZadovaného produktu
zpiisobem podle predlozeného vynélezu.

Vysokovrouci rozpoustédlo je rozpoustédlo, které ma teplotu varu nad 70 °C. Vysokovrouci
rozpoustédlo je mimé& polarni, stabilni vidi kyseling a nenukleofilni. Typicka vysokovrouci
rozpoustédla jsou halogenalkyly, alkoxy- a halogenem substituovana aromaticka rozpoustédla
a jejich smési. Preferovana vysokovrouci rozpoustédla jsou 1,2—dichlorethan, 1,1,2—chlorethan,
glym, diglym, toluen, xyleny, anisol, dichlorbrommethan, chlorbenzen, dibromchlormethan,

tribromethan, dibrommethan, acetonitril, propionitril, dioxan a jejich smési, nejvice se preferuje
anisol.

Jakmile se ziska smés, obsahujici R” a popsany beta—anomerem obohaceny nukleosid, pokraduje
zplisobe podle vynalezu nasledovns. Nejprve se reakéni smés zfedi organickym rozpoustédlem
s teplotou varu vys3i nez 60 °C. Prijatelna rozpoustédla jsou ze tiid esterd, esteri a nitrily;
preferovanymi priklad jsou acetonitril, ethylacetat a tetrahydrofuran. Redéni se provadi pfi
zvySené teploté, coz miZe byt reakéni teplota. Organické rozpouitédlo by mélo byt rovnéz
zahféto na zvySenou teplotu a teplota jak reakéni smési, tak rozpoustédla by méla byt v rozmezi
od 70 do 110 °C. Nejpreferovanéj$im rozpoustédlem je acetonitril,

Mnozstvi pfidaného organického rozpoustédia je vrozmezi od 1 ml do 5ml na 1 gram R"”
(chranéného nebo nechranéného pouzitého cytosinu). Po zfed&ni reak&ni smési neni vyzadovéna
Zadna doba stini; zfedéna smés mize byt ihned zpracovana v nésledujicim stupni. Ziedéna
reakeni smés se pridiva ve velkém mnozstvi vodné kyseliny pfi zvy3ené teplot&. U&el vodné
kyseliny je v rozpousténi ptebytku R” (chranéného nebo nechrin&ného cytosinu), ktery byl
pouZit ve glykosyla&ni reakci popsané v evropském patentu 0 577 303. Proto mnoZstvi a stupefi
acidity vodné kyseliny zavisi na prebytku mnoZstvi R” (chranéného nebo nechranéného cytosinu)
pouZitého v samotné reakci. Dale mno¥stvi vodné kyseliny také zavisi na volb¢ kyselé slozky
pouZité pfi ptipravé vodné kyseliny.

Nejpreferovanéjsi kyselinou je kyselina chlorovodikova pouZitd v IN az 6N koncentraci, nejvy-
hodngji 4N. JestliZe se tato kyselina pouzije a mnoZstvi piebytku R” (chranény nebo nechran&ny
cytosin) je v rozmezi do 5— do 20-nasobku, Jje mnozstvi vodné kyseliny od 3 ml do 5ml na 1 g
pouZitého R"” (chrénény nebo nechranény cytosin).

Je v8ak mozno pouzit jiné mineralni kyseliny a podminky a mohou byt za urgitych okolnosti
preferovany. Naptiklad mohou byt pouZity mineralni kyseliny jako je kyselina sirova, kyselina
sifi€ita, kyselina fosforena, kyselina dusina a kyselina fosforita, je-li to vyZzadovano vyrobcem.
Koncentrace kyseliny se miize ménit v $irokém rozsahu, pfiblizn€ nepfimo im&mé k ptijatelné-
mu objemu celkového izolaéniho kroku. Obecné mohou byt pouZity koncentrace vodné kyseliny
od IN do 10 %. Objem vodné kyseliny musi byt optimalizovan pokusné pro jednotlivou kyselinu
a mnozstvi reakéni smési. Potfebné pokusy jsou velmi jednoduché, od pracovnika vyZaduji pouze
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postupné Upravy koncentrace kyseliny a objemu pouzité specifické reakéni smési, pozorovani
rozpustnosti R” (chranény nebo nechranény cytosin) v kazdém ptipadé.

Vodna kyselina nemusi byt pti kombinovani s reakéni smési horka. Vodna kyselina mize mit
teplotu mistnosti, pokud je kompletni smés zahfata na teplotu v rozmezi do 70 °C do 100 °C.
Teplo reakce mize byt dostatujici k uvedeni smési na tuto teplotu nebo v nékterych pfipadech
bude tieba vn&j&i zahtivani. V n&kterych pfipadech je teplota reakce vyssi nez 100 °C, takze
reakéni smés musi byt chlazena, aby se udrzela na teploté pod 100 °C. Je také dilezité, aby se
teplota vodné kyseliny nezvysila tak, aby se pfedtasné neodstranily jakékoliv z chranicich skupin
v tomto stupni procesu. Jestlize se pouZije acetonitril jako organické rozpoustédlo je nejvice
preferovéna teplota od 70 °C do 80 °C.

Kysela smés vznikla z pridavku zfedéné reakéni smési k vodné kyseliné se udrzuje, vyhodné za
mirného michani, po urditou dobu. Fyzikalni zm&ny, které se objevuji béhem této periody udrzo-
vani jsou rozpousténi R” (chran&ny nebo nechranény cytosin) ve vodné kyselé vrstvé a srazeni
pozadovaného beta—nukleosidu. SraZeni je selektivni a nezadouci alfa—nukleosid ziistava z velké
&4sti rozpoustén v organické vrstvé. Kysela reakéni smés tak musi byt udrZovana pfi konstantni
teploté, dokud tyto dvé fyzikalni zm&ny probihaji. Obecné je odpovidajici perioda od 10 minut do
1 hodiny.

Po dostatené dlouhé periodé udrzovani se vysrazeny beta-nukleosid oddgli od dvou kapalnych
fazi filtraci nebo odstfedénim a promyje se dalsi vodnou kyselinou. Filtrace nebo odstfed’ovani
by me&ly byt provadény pfi pfiblizné konstantni teploté pro zabranéni tomu, aby se R"” (chranény
nebo nechran&ny cytosin) vysraZel z roztoku. Beta-nukleosid izolovany a ¢istény timto zpiso-
bem muZe jedt& mit pritomnou aminoskupinu chranici skupinu (W), nebo aminoskupinu chranici
skupinu (W) (miZe byt oditépena a nahrazena atomem vodiku). Beta-nukleosid izolovany
a distény vySe uvedenym zpisobem ma vynikajici istotu pokud jde o alfa-nukleosid, R”
(chranény nebo nechranény cytosin) a jiné netistoty a bylo také zjisténo, Ze se pozadovany
produkt pfipravi ve vynikajicim vytézku.

Jestlize se kyseld smés filtruje nebo odstied'uje pro odstranéni pevného produktu, oddéli se
organické a anorganicka vrstva z filtrtu. Piebytek R” (chranény nebo nechranény cytosin) je ve
vodné vrstvé a miZe byt odstranén z této vrstvy a recyklovéan zpét do procesoru. R’ (chranény
nebo nechranény cytosin) miZe byt ziskin jednoduSe ochlazenim vodné vrstvy a filtraci
vysrazeného R (chrdnény nebo nechranény cytosin) nebo alkalizaci vodné vrstvy, ochlazenim
alkalického roztoku a filtraci pro oddé&leni vysrazeného R” (chranény nebo nechran&ny cytosin).
Ziskany cytosin z vy3e uvedeného procesu se rutinné recykluje do procesu vyroby smési jak je
popsano v EP &. 93304817.5. Zpisob podle predloZen¢ho vynélezu tak vyskytuje ekonomickou
recyklaci R” (chran&ny nebo nechranény cytosin), coZ je pfinosem tohoto zpuisobu.

Koneénou fazi procesu je odstranéni chranicich skupin X a jakéhokoliv zbyvajiciho W z bloko-
vaného, pevného nukleosidu vzorce Ib. Stejny anomerni pomér nechranéného nukleosidu se ziska
odstranénim chranicich skupin.

Vétsina silyl-amino—chranicich skupin je snadno odstépitelna pouzitim protického rozpoustédla
jako je voda nebo alkohol. VétSina silyl-amino—chranicich skupin je citlivych na $té€peni béhem
styku s mineralni kyselinou. Acylové chrénici skupiny jako je benzoyl a acyl-amino—chranici
skupiny jsou odstranitelné hydrolyzou silnou béazi pfi teploté od 0°C do 100 °C. Silné nebo
mimé baze vhodné pro pouZiti v této rekci jsou baze, které maji pak (pfi 25 °C) 8,5 az 20,0.
Takové baze zahrnuji hydroxidy alkalickych kovi jako je hydroxid sodny nebo draselny; alkoxi-
dy alkalickych kov@l jako je methoxid sodny nebo terc.butoxid draselny; amidy alkalickych kovi;
aminy jako je diethylamin, hydroxylamin, amoniak a podobné; a jiné b&zné baze jako je hydrazin
a podobné. Alespoi jeden ekvivalent baze je potfebny pro kazdou chréanici skupinu.
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Acylové chranici skupiny mohou byt také odstranény kyselymi katalyzatory jako je kyselina
methansulfonova, kyselina chlorovodikové, kyselina bromovodikova, kyselina sirovd nebo
kyselymi iontovym&nnymi pryskyficemi. Vyhodné je provadét takovou hydrolyzu pti relativng
vysoké teploté jako je teplota refluxu smési, ale Jje moZno pfi pouZiti zvlaste silnych kyselin
poutzit teplotu tak nizkou jako je teplota okoli. Je tieba vénovat pozornost ochrang t&chto acylo-
vych chrénicich skupin proto, aby nebyly predtasné odstépeny béhem predchozich stupiiti zpiiso-
bu podle vynalezu.

Odstranéni etherovych chrénicich skupin se provadi znamymi metodami ethanthiolem a chlori-
dem hlinitym.

Terc.butyldimethylsilylova chranici skupina vyZaduje kyselé podminky jako je styk s plynnym
chlorovodikem, pro své odstranéni.

Odstranéni chranicich skupin miiZe byt b&zné provadéno v alkoholickych rozpoustédlech, zejmé-
na vodnych alkanolech jako je methanol. Nicmén& odblokovaci reakce miize byt také provedena
v jakémkoliv vhodném rozpoudtédle jako je polyoly, zahmujici ethylenglykol, ethery jako je
tetrahydrofuran, ketony jako je aceton a methylethylketon nebo dimethylsulfoxid.

V preferovaném provedeni deblokadni reakce vyuZivd amoniak pro odstran&ni benzoylové
hydroxyl chranici skupiny pfi teploté 10 °C. Je viak vyhodné pouZit prebytek baze v této reakci,
i kdyZ mnoZstvi prebytku baze neni podstatné.

Vysledny beta—obohaceny nukleosid

X0

OX F

nebo jeho adi¢ni sil s organickou nebo anorganickou kyselinou, miiZe byt extrahovan z reak&ni
smési postupem popsanym v patentu US 4 965 374.

Nasledujici ptiklad ilustruje specifické aspekty predloZeného vynalezu a neni min&n jako omezu-
Jici jakymkoliv zpiisobem jeho rozsah a nemél by tak byt vysvétlovan.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Priprava, ¢i$téni a izolace beta~anomerem obohaceného 1«2"—deoxy-2’,2'difluor-3",5'—di-O—-
benzoyl-D-ribofuranosyl)-4-aminopyrimidin—2-onu se 22,5 ekvivalenty bis-trimethylsilyl-
cytosinu.

Do 250ml tfihrdlé baiiky se ptida 30g cytosinu, 25 mg siranu amonného a 150 ml hexamethyl-
disilazanu a smés se zahfiva na 125°C a udrzuje 30 minut po disoluci vSech pevnych latek.
Potom se teplota zvy3i na 145 °C, udrzuje se do ukon&eni varu a pak se udrzuje na 120 °C za
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vakua aZ do polatku tvoreni pevnych latek nad hladinou kapaliny. Potom se smés ochladi na
105 °C a ptida se 25 ml anisolu.

V dal3i 125ml baiice se spoji 10 ml anisolu a 5,75 g 2—deoxy-2,2—difluor-3,5-dibenzoyl-D—
ribofuranosyl-1-a-methansulfonatu a smés se zahfiva do vytvoreni homogenni kapaliny. Tato
kapalina se pfi konstantni teploté prida k cytosinové smési a spojena smés se udrzuje na 100 °C
24 hodin.

Do 500 ml baiiky se vlozi 133 mi podil 4N kyseliny chlorovodikové. K reakéni smési se prida
31,3 ml podil acetonitrilu a zfedéna reak&ni smés se pak nalije na kyselinu za konstantniho
michani za aplikace chladici 14zn& na 500 ml bafiku. Spojend smés se pak miché pii 70 °C
10 minut a pak se filtruje pfi konstantni teplot€. Vlhky kol&¢ se pak rozmichava 10 minut pfi
70 °C se 25 ml 4N kyseliny chlorovodikové a opét se zfiltruje. Tento filtralni kola¢ se rozmi-
chava 10 minut pfi 70 °C se 25 ml deionizované vody, filtruje se a vlhky kolac se opét rozmicha
pfi 70 °C s 50 ml deionizované vody. pH vodné suspenze se zvysi na 7 hydrogenuhli€itanem
sodnym a smés se mich4 10 minut pfi 50 °C nebo vySe a opét se zfiltruje. Tento filtragni kolac se
je¥t& jednou rozmicha s 50 ml deionizované vody pfi 70 °C 10 minut, filtruje a filtradni kolac se
susi a analyzuje. Vazi 3,98 g, coz pfedstavuje vytézek 61 procent a obsahuje méné nez 1 procento
nezadouciho alfa-anomeru.

Predlozeny vynalez byl popsan podrobné véetné jeho vyhodnych provedeni. Nicméné se viak
predpoklada, Zze odbornik v oboru po seznameni se s pfedlozenym popisem, miiZe provést riizné

modifikace a/nebo zlepseni tohoto vynalezu, ktera spadaji do rozsahu a myslenky vynélezu jak je
dan nasledujicimi naroky.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob &isténi a izolace 2'~deoxy-2',2'~difluornukleosidu, jako beta—anomerem obohace-

ného nukleosidu,vyznacdujici se tim,Ze

a) se vytvofi smés obsahujici R” a beta—anomer obohaceny nukleosid obecného vzorce IB

ve kterém
kazdé X je nezavisle vybrano z hydroxyl chranicich skupin a

R’ je nukleobaze vzorce
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kde W je aminoskupinu chranici skupina a

R"”  je nukleobaze obecného vzorce

ve kterém

W’ je aminoskupinu chranici skupina nebo vodik,
ve vysokovroucim rozpoustédle;

b) smés se zfedi organickym rozpoustédlem o teploté varu vy3si nez 70 °C, vybranym ze
skupiny zahrnujici ethery, estery a nitrily, za teploty od 70 do 110 °C;

¢) zfedéné reakéni smés se p¥ida do vodné mineralni kyseliny;
a

d) takto pfipravena kysela smés se udrZuje pfi konstantni teplot& od 70 °C do 100 °C az do
vysraZeni produktu obecného vzorce IB, kde W nyni znamena W',

2. Zpisob podle naroku 1, vyznaé&ujici se tim, % se reakéni smds zfedi aceto-
nitrilem, ethylacetatem nebo tetrahydrofuranem.

3. Zplisob podle naroku 2, vyzna&ujici se tim, % se reakéni smés zfedi aceto-
nitrilem.

4. Zplsob podle néroku 1, vyzna&ujici se tim, % vodnou kyselinou je IN az 6N
kyselina chlorovodikova.

5. Zpisob podle naroku 1, vyzna&u jici se tim, Ze se kyseld sm& mich4 pfi srazeni
produktu.

6. Zpisob podle nédroku I,vyzna&ujici se tim, e dile zahrnuje odblokovani &isténé-
ho produktu obecného vzorce IB za vzniku nukleosidu, kterym je 1+2'-deoxy—2',2'~difluor-D—
ribofuranosyl-4-aminopyrimidin—2—on.

Konec dokumentu
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